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INTRODICCION,

En las fil1timas décadas el interés por las enferpedades
tromboembélicas ha aumentado, en la misma medida en que las com-
plieaciones a gue dan lugar se ven con mayor frecuencia.

Desde el punto de vista etiopatogénico la informacién
de gue se dispone continda siento insuficiente para explicar ade
cuzdamente la génesis y el mecanismo Intimo de desarrollo de la
trombosis, Debido a lo anterior ninguno de los procedimientos te
rapéuticos tiene valor universal, ni todos en su conjunto ofre -
cen una reesolucidn satisfactoria del problema.

Le introduccién de substancias que tienen actividad fi
brinolfticaz, en la terapéutica de las trombosis, como las estrep
toquinasas, obtenidas al través de un procedimiento de purifica-
cién de una lisina estreptocéccica, ha sido limitada a causa del
alto poder téxico de las substancias al avlicarse por v{a paren-
teral,

Posteriormente han sido introducidas las enzimas pro -
teol{ticas nancreédticas, nds espec{ficamente la tripsina y la -=
guimiotripsina; éstas dos enzimas son producidas con un alto gra
do de pureza, Ambas tienen actividad fibrinolfitica in-vitro, en-
cambio in-vivo la aecién 1itica solo se desarrolla nor via local.

Administradas parenteralmente las dos enzimas, derueg-



tran un efzcte antiinflamatorio y la accifn terapéutica es por
consiguiente de tipo antiflogistico.

Por 1o gue se refiere a la accidn fibrinolitica, ésta
estd ausente, la presencia de los inhibidores plasmdticos blo -
guea el efecto proteolitico de las enzimas y por consiguiente -
impide que actiden (7).

¥és recientemente ha sido introducida la plasmina, cu
ya accidén 1litica directe sobre la fibrina constituye una bsse i
deal para su empleo clinico, sin embargo la plasmina no ha podi
do ser producida en gran cantidad norque el material de que se
parte esté4 constituido por el plasra cuya produccién es limita-
da.

Aderds ge ha establecido gue pars obtener un resultazdo
seguro se debe inyectar en promedio por dia una cantidad de plas
mina equivalente a la que se obtiene de 50 a 80 litros de plas-
ma humano (3).

El interés de los Latoratorios Farmacéuticos se ha di-
rigido hacia la obtencidn de nuevos férmacos fibrinol!tiéos.

Una tentativa que parece pogeer los requisitos para -
el éxito sobre el plano clinico; es la que parte de la conside-~
racifn de gue la tripsina ademds de un efecto proteolitico di -
recto, posee un efectao activedor sobre el plasmindgeno o profi-
brinclisina capaz de convertirlo en plasmina o fibrinolisina,
(2, 6)

De Barbieri y Scevola (1S¢C), han efectuadc investiga

ciones dedicadas r la preparacidén de complejos de tripsina, Es-



ta es combinuda con substanciasg que sin influenciar las caracte
ristices espec{ficas de la enzima misma, modifican la molécula,
de modo de obstaculizar la combinacidn con el inhibidor plasmd-
tico (6).
La preparacién de un compuesto que corresponda a ta -
les caracteristicas, ha permitido respetar la actividad tripti-
ca en su totalidad, sea cormo fdrmaco proteolitico directo o co-
mo factor activador del proceso de tonversién de plasminfgenc a
plasmina, Estos dos efectog se ven obstaculizados si lz tripsi-
na se combina con los inhibidores plasmdticos.
Se ha logrado éste propésito al preparar el complejo mo
lecular TRIPSINA-HEPARINA, donde la heparina unida con la trip-
sina en un complejo molecular proteje = égta Wltira de la accién
de los inhibidores plasndticos, nor lo cual el complejo molecu-
lar pugde desuarrollar una actividad fibrinolf{tica tanto directa
cono indirecta (6, 11).
El complejo posee caracteristicas fisicas, quimicas, -
bioquimicés y farmacolégicas bien definidas . Las inveatigacio -~
nes efectuadas por De Barbieri y Scevola sobre el complejo mole-
cular han permitido comprobar las siguientes propiedades;
l.~ En las pruebas farmacoldgicas la toxicidad del complejo es
muy escasa, la tolerancia resulta superior a la de una do-
sig igual de tripsina,

2.- Pogee una canacidad notablemente baja de combinarse con los
inhibidores tri{pticos, vropiedad que lo hace més resistente

que la tripsina a la inactivacidn"inevivo”,.



3.~ Nc modifica ni la circulacidén ni la resviracién en los ani-
males de experimentacidn,

4.~ Hla demostrado pogseer una elevada actividad fibrinolfitica --
tanto in-vivo como in-vitro, Tal zctividad fibrinolitica -~
proviene de una accién proteolitica directa sobre la fibri-
na, e indirecta al travds de una activacién del plasminége-~
ho a plasmina, siendo &sta la enzima con actividad fibrino-

l{tica presente en el organismo,

OBJETIVO

El objetive de éste trabajo es el desarrollo de un -~
método analitico para la determinacién del complejo TRIPSINA-HE
PARINA en un nroducto farmacédutico, presentado como liofilizado
con disolvente para recuperacién al momento de usarse,

Este control permitird obtener mayor seguridad en el

manejo clinico del vproducto y por lo tanto obtener reaultados -

mds satisfactorios,



GENERALIDADES

El problema de la fibrinbélisis ha sido objeto de nu
merosas investigaciones que se Jjustifican por la necesidsd de
encontrar un medio terapéutico cepaz de modificar los estados
trombof{licoe (hipercoagulabilidad) y sobre todo de resolver
una trombosis en desarrollo, ya gea en las venas 0 en las ar-
terias tomando en cuenta que todas amquellas enfermedades que
representen al substrato de la trombosis misma {aterocesclercs
ais, obesidad, diabetes, etc., ) van en aumento,

Ios anticoagulantes dicumarélicos y heparinicoes re-
suelven en parte este problema porque su accién estd orienta-
da exclusiva o particularmente en sentido profildectico, més
bien que curativo y, afin cuardo se apliquen a un cuadro trom-
bético ya declarado, se espera de ellos que detengan la forma
¢ién del trombo mismo y no la regresién del trombo ya formado.
(6) |

LIos estudios de éstos dltimos afios se han orientado
a buscer un fdrmaco que pueda ejercer una accién directa s0 -
bre el trombo ya formado, disolviéndolo o acelerando el proce
8o fibrinolf{tico, en los casos en que éste se retrase, La pre
sencia de una fidrinolisina plasmiAtica fisiolégica, llamada -
plasmina, por su aceidén 1f{tica directa gobre la fibrina, cons-

tituye una bage ideal para au empleo clinico; sin embargo



la plasmina no ha podido ser producida en gran cantidad, por
que el material de que se parte estd constitufdo por el plas
ma, cuya produccidn es limitada y su empleo estd preferente-
mente dirigido a fines trensfucionales (11).

Nejores resultados han sido obtenidos por Christen-
sen (1945), con la purificacién de una lisina estreptocédccica
que no habfa sido posible utilizar en el pasado por su alta -
toxicidad, Ia lisina estreptocédcei ha entrado ya en la parte
clinica, vero solo para uso local ( especialmente para apli-
caciones en la cavidad pleural o abdominal con objeto de di-
golver y prevenir masas fibrinosas), a causa de las reaccio-
nes de tipo téxico a que da lugar, cuando se inyecta por via
intramuscular o endovenosa. (4)

Un posterior avance fibrinolitico se efectud en --
prdctica clinica emvleando la tripsina, enzime proteolftica
de zccidén claramente fibrinol{tica * in-vitro " y que pre =-
senta siemore " in-vitro ", la principal caracteristica de -
la plasmina, Sin embargo, la accién"in-vivo" no parece tan -
clare y sus resultados terapéuticos son de menor cuanti{a cuan
do Ja enzira en vez de ser anlicada localmente se utiliza --
por via parenteral, mediante inyeccién parenteral o subcutéd-
nea, Sucede en efecto gue la trivsina se inactiva por contac
to con el inhibidor plasmdtico, tornando casi nula o por lo
menos reduciéndola al minimo su accidn ferapéutica.

Por ésta razén, los estudios se orientaron hacia



la biisgueda de un compleju aque vermitiera a la tripsina desg
rrollar su pronia accibn, sin sufrir interferencias o inacti
waciones por nirte del inhibidor plasrdtico. Entre los varios
agenites activos en tal sentido, se penséd recurrir z la hepa-
rina, puesto yue las investigacioneszs efectuadas en 1956 por
¥ansfeld y Hladovec habian esclarecido las condiciones bajo
las cuales se obtiene una interaccién entre la heparina y la
tripsina vermitiendo la caracterizaciédn del complejo resul -
tante.

En el complicado mecanismo de la coagulacién asume
notable importancia la fibrinélisis, gue no es otra cosa que
le lisis de la fibrina, se verifica en el organismo por la -
accisdn de agentes enzimdticos. Nediante tal proceso la fibri
na formada como producto terminal de la coagulacidn sanguil -
nea 25 sometida 2 una hidrélisis enzimdtica, que tiene por -
resultado su transformacién en productos solubles ( polipép
tidos y aminodcidos), La enzima sérica cavaz de lisar la fi
brina ( y también otras proteinas) es la plasmina, ésta no -
existe normalmente en la sangre ni en los lfquidos orgédnicos
ge encuenitra presente en el plasma al estado de enzima inac-
tiva denominada profibrinolisina o plasminégeno (&, 9).

Es por lo tanto condicidn indispensable para que -
la fibrinflisis se efectde el que el plasminégeno se transfor
me a plasmina, Dicha transformacidén se verifica en el plasma
por obra de determinadas substancias llaradas activadores ,

presentes en la sangre , en los extractos de tejidos y en la



orina (uroguinasa). Algunas bacterias producen también acti-
vadores del plasminégeno; son fibrinoguinasas, por ejemnlo,,
la estreptoquinasa de loé eatreptococos, la estafiloquinasa
de los estafilococos. (4)

Pero en el plasma también se encuentran presentes
substancias que pueden inhibir el proceso fibrinol{tico; son
los inhibidores de la plasmina,.

La actividad fibrinolitica que normalmente exis-
te en la sangre, puede sufrir variaciones, adn en condiciow-
nes fisiolégicaa; por ejemplo, puede aumentar degpués de es-
fuerzos musculares, emociones fuertes, etc, En cambio dismi-
nuye en la edad avanzada y en los individuos hiperlipémicos .

(10, 13)
PISIOPATOLOGIA, -

3e refiere a dos procesos fundamentales; la trombo
sis y la hemorragia.

Trombosis,- es la coagulacién de la sangre dentro
de los vasos in-vivo; a los codgulos asf formados se les 1lla
ma trombos,

Principales causas por las que puede ocurrir trom.
bosis,
la, Pormacién del trombo. lLas alteraciones del endotelio vas
cular y el retardo en la circulacién constituyen los dos fac

tores fundamentales en la produccién de trombosis. El dltimo

8



favorece el denbésito de plaguetas y su zglutinecién porque la
estasis sanguinea impide la dilucién y arrastre rdpido de -~

los factores de la coagulacidbn, especialmente 12 trombina,

Por su parte la lesibn endotelial, da lugar a una -
superficie extrafia, que lleva rdpidamente a la metamorfosis -
vigcosa de las plaquetas que se aglutinan y adhieren a la pa-
red vascular, originédndose la reaccidén en cadena gue conduce
a la formacibén del codgulo de fibrina o trombo.El. codgulo se
retrue y libera suero sanguineo rico en trombina, que provoca
nueva coagulaciébn, asi como también estimula la aglutinacién
de las plaquetas, Finalmente 1 trombo crece por. formacién su-

cesliva de nuevos codgulos.

2a,- Flebotrombosis, Trombosis posoperatorie y del pospar-

to. Wstas trombosis venoses se produ-

cen generalmente en lcs miembros inferiores y obedecen al re -

tardo circuletorio en dickas extremidades, debido a inmovili -

dad muscular y a pequefias lesiones del endotelio vascular (por
compregién contra la mesa de operacidn o la canu).

El mecanismo de la formacién déel trombo es el ya se-

finlado; de éste modo se forma ﬁn trombo alargadc que puede ex-

tenderse desde lazy venas de la pantorrilla hasta las ilfacas,

£ijo dnicamente por la base y que da lugar a embolias por des

prendimiento de trozos,

la,- Tromboflebitis, Es la infamacidn de una vena por 1la



fornacidn de un codgulo en donde hay una amplia y sélides a-
dherencia de €ste a la pared de la vena que estd totalmente
obstruida e inflamada, las embolias son raras. Pueden presen
tarse también tromboflebitis por infecciédn. En éste caso los
ricroorganismos lesionan el endotelic venoso en una zona ame
plia, en la que se fijan las plaguetazs y se forma finalmente
un codgulo adherente y firme, que por lo general llena la -

luz del vaso.

4a, .. Aterosclerosis. Se producen lesiones en el endotelio
arterial, detido a las vlacas atero-
ratosas, as{ como hemorragias en la misma con desgarre del te

jido.

58, Endocarditis y fibrilacién auricular. Los trombos se
forman en el primer caso, en las vdlvu-
les cadfacas lesionadas y en el segundo, en las aurfculas fun

cionalmente paralizadas,

Sintomatologia de la trombosis.- 5i el trombo forma
do obstruye una arteria y la circulacidén colateral no es ca -
paz de mantener la nutricidn del 6érganc respectivo, se produ-
ce mortificacidn del tejide o infarto, que puede provocar fe
némenos serios y adn mortales como ocurre en el caso de trom_
bosis coronaria que conduce al infarto de miocardio.

Ia trorbosis venosa como sucede en el caso de la ==
tromboflebitis de los miembros inferiores, lleva a la produc-

cién de edena, 10



Un peligro grave en los casos de flebotrombosis, es
el desprendiriento de trozos del trombo, que vehiculizados «-
vor la corriente sanguinea pueden obstruir una arteria, cau -
gar embolisme de Srganos importantes como el pulmén, origi -

ndndose fendmenocs ue pueden ser mortales,

REPORTEZ3 CLINICOS CON Li CONBINACION NOLSCULAR
TRIPSINA-HEPARTNA

Cazzolla despuég de una cuidadosa experimentacidn -
clinica, repvorta los resultados favorables obtenidos con el -
complejo molecular THIPSINA-HuPARINA en casos de obstetricia
¥ ginecologiz,

3e trataron 37 vacientes con subinvolucidn uterina
primitiva, esto es cuande durante el puerperio se forman cod
fguios en los puntos donde ha habido las conexiones materno -
fetales, El tratamiento consistié en una ampolleta al dfa du-
rante € d1aa,

De los resultados obtenidos, se puede concluir que
¢e los 37 cusog con sutinvolucién uterina pueryperal, la tera-
pia del complejo TRIPéiNA-HEPARINA, ha 4ado resultados Sptimos
en 19 casos (51.4%), buenos (35.1%), mediocres en 4 casos (10.
8%) y nulos en 1 (2.7%) (1, 3).

G. Enria y S. Garia, exverimentaron el prevarado en
un grupo de 15 nacientes afectados de trombosis venosa. Lle-

£aron a la conclusién 3¢ que el comnlejo es eficaz nara dete-

11



ner vl croceso trombético vencso y favorece el retorno a la
integricéad funcional del miembro (6).

f, Vidili y L. ferrara asf como C, Vittori y P. Vi~
ttori, evaluaron los efectos del nuevo fdrmeco en afecciones
dc las venag y de las arterias obteniendo buenos resultados.
(13).

En el Instituto de Cardioclogia de Iéxico se realizé
un estudio experimental titulado, " accibén de un fibrinolfti
co e¢n la itrombosis arterial " , realjzado por Jorge lerndndez
Luis Antonio N4rquez, Fernando Farrera Cagtafibén y §§rnardo Cas
tro Viliagrena.

Utilizaron 30 perros, cuyo peso fluctué entre 15 y
30 K¢ agrupados en dos lotes, uno control de 139 animales para
probar el fdrmaco y otro de 1l nara comparacién. A los verros
se les provocd emboliaé aérticas de las arterias y venas femo
raleé, mediante la introduccién directa en la luz aértica de
émbolos mezclados con citrato de bario. Después de termina-'
da la intervencién quirdrgica, & 139 animales, se les adminis-
tré por via intramuscular una ampolleta del complejo TRIPSINA
-HEPARTNA, cada € horas la primera semana; cada 12 horas la -
segunda y cada 24 horas la tercera y se hicieron estudios ra
diolégicos ,

' Los autores concluyeron 10 siguientes " Los resulta
dos de éste trabajo sugieren que las trombosis de ilfacas vy
femorules conducen al aninal de exverimentacién a la muerte,.

la recanalizacidén de las arterias en ll de 13 animales a los

12



guc ve lez adirinistrd el comnlejo TRIPSINA-HEFARINA y sourevi
vieron, sugierc oue el productc tiene accidn 1{tica sobre el -
codrulo y vue ello pudiera zer el factor deterrinante en el
pronéstico de 1z insuficiencia arterial aguda,

Por otrz parte la ausencia absoluta de toxicidad y
de complicaciones vor el uso de este fibrinolftico, estimula
2 emplearlo en 1la clinica en los vrocesos tromboembélicos, con
la zsperanza de gue el hallazgo de resultados similares a los
que se oresentan en este trabajo, lleguen a respaldar el em-
pleo de tales fdrmacos en el tratamiento de este seric proble

ma " (&),

PRINCIPALES CARACTERISTICaS DEL COhPLEZJO NOLECULAR

TRIPSINA-HZPARTNA

A) La tripsina y la heparina reaccionan entre si{ en u-
na relacién fija en peso de 6:1 obteniéndose la formacidén de
un complejo que tiene una composicidén constante,

El complejo contiene el 85,74 de tripsina y 14.3%

de heparina. La actividad se exoresa en unidades casinolfiti

cas, gue sirven para valorar la actividad fibrinolftica del

preparado, dado que, tomando como base las investigaciones -
realizadas se ha visto que existe una relacién directa e ine-
guivoca entre las unidades as! determinadas y la actividad fi

brinclitica directa y activadora del volasminégeno (1).

13



Esta actividad es determinada en base a la capacidad
del comnlejo pvara lisar a la caseina.

Une Unidad Caseincl{tica ha sido fijada como la can-
tidad de enzima que produce un aumento de 450 gamas de tirosi-
na dcido soluble, al actuar sobre un substrato de caseina, deg

pués de 1 hora de incubacién a 37°C.

B) Aceidn sobre la presidn arterial y la respiracién.-
El compnlejo estd practicamente exento -

de accién sobre la presidén arterial y la respiracién,

c) Accidn sobre la actividad fibrinolitica del plasma,-
La comorobacién de la actividad fibrino
1ftica se efectud introduciendo, en una caja de Petri, fibring
geno bovino recién preparado y agregando una solucién de trom-
bina para transformar el fibrindgeno a fibrina. La placa fue -
calentada y en la suverficie de la pelfcula de fibrina fueron
devositadas varias muestras de plasma en examen (plasma de co-
ne jos tratados con tripsina unos y con el complejo otros ).
Después de un determinado tiempo de incubacién y en
correspondencia con cada una de las muestras del plasma en con
tacto con la fibrina, se forman zonas de lisis, con una exten-

sisn proporcional al grado de actividad fibrinolftica., (2, 12)

Yecanismo de accidn del comnlejo sobre la fibrinéli-

sis,~- la actividad fibrinolitica del complejo es evidentemen-

1



te la més importante entre sus diversas acciones,
Depende de dos factores concomitantes :
l.- Un efecto pnroteolftico directo sobre la fibrina,
2.~ Un efecto activador sobre la conversién del plasminé-

geno a nlasmina.

Beta actividad fibrinolitica desarrollada por el pre -
parado es debido al hecho de que la henarina, unids en un com -
plejo molecular con la tripsina, proteje a ésta dltima de la -~
accidn de los inhibidores plasméticos, por lo cual el complejo
puede desarrollar una actividad fibrinol{tica, tanto directa co

mo indirecta (14).

PRESENTACION DEL PRODUCTC FARNACEUTICO,

Frasco 4mvula de producto liofilizado y ampolleta con

disolvente,

15



NETODO ANALITICO PROPUESTO.

A)  TRIPSINA.

a) Pundamento.- Consiste en desdoblar la caseina en tirosj
na por aceién de la tripsina presente en -

el comvlejo.

b) Material utilizado,-
1l balanza analfitica,
Katraces aforados : 3 de 25 ml.

2 de 50 ml

7 de 100 ml

2 de 250 ml

2 de 500 ml

2 de 1000 ml

Pipetas graduadas y pivetas volumétricas.
12 tubos de ensaye,

1 termémetro.,

1 piseta.

1 gradilla, J
1 bafio de Xaria

1 espectrofotémetro.

1 cronémetro.

16



c) Prepuracién de soluciones,
1.~ Solucién nroblema,
i) Se prepara disolviendo 2 frascos, conociendo vrevia-
mente la cantidad de muestra que varia alrededor de
10¢ mg , en un matraz aforado de 1000 ml con solucién salina
isoténica,
ii) 20 mg en el caso de materia prima en 500 ml de solu~-
cién salina isoténica,
2,~ Curva de calibracién.
Se vrepara pesando 50 mg de tirosina y se afora a —-
100 ml con una solucidn de dcido clorhidrico 0,0025N
de ésta solucién se hacen las siguientes diluciohes:
20 Z€ _ 0,5 mg/ml tomar 15 ml y aforar a 25 ml con HCl 0.0025N

100 ml
concentracidén = 0,3 mg/ml

" tomar 10 ml y aforar a 25 ml con HCl 0.0625N
concentracién = 0.2 mg/ml

" tomar 5 ml y aforar a 25 ml con HCl 0,0025N

0.1 mg/ml

" tomar 7.5 ml y aforar a 50 ml con HCl 0,0025N

0.075 mg/ml

" tomar 2.5 ml y aforar a 25 ml con HC1l 0.0025N

concentracién

it

concentracién

concentracién = 0,05 mg/ml
Cada una de las soluciones orevaradas se leen en un
espectrofotémetro a 280 nm para obtener los puntos de la cur-

va de calibracién.
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d) Reactivos,
i) Acido tricloro acético (TCA).
Se prepara una solucidn de 4cido tricloro acético al
104 en agua destilada,
ii) Solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4.
Fosfato de potasio dibdsico,.- Disolver 1,75 g en 100
ml de asua destilada,

PFosfato de potasio monobésico.~ Disolver 1,36 g en
100 ml de agua destilada,

Se toman 250 ml de la solucién de fosfato de pota-
gio dibdsico y se le agregan 55 ml de la solucién de fosfato
de potasio monobédsico, asi obtenemos una solucién amortigus-
dora pH 7.4 . De éste amortiguador se toman 90 ml se les agre
gan 0,9 g de NaCl y con ésta solucidén se prepara la de ca=-
se{na,

iii) Caseina.- Se prepara una solucién de caseina al 6% en
solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4 que contenga 0,.9% -
de NaCl, se calienta en baflo de ¥ari{a durante 20 minutos, agi
tando para ayuder z la disolucién, se enfria y se lleva a pH
T4 con solucibn diluida de NaCl y se afora a 100 ml con amor

tiguador de fosfatos.

PARTE EXPERIKENTAL

e) Procedimiento

Se colocan dos series de 4 tubos (para hacer el ani
lisis por duplicado) marcados en la siguiente forma Al, Bl, -

A2, B2, A3, B} y dos tubos como blanco,

1g



rl de agua ml ml . ml

Tubos destilada TCA  Problema B. hielo. Caseina v.
A1, Bl 1.5 - 0.5 4°¢c 4

a2, B2 3 2 - 4% -

A3, B3 3 2 - 4°¢c -

Bl, B2 5 2 - 4°c -

lo,- Agregar 1,5 ml de agua destilada a los tubos Al, Bl,

20,=

30,=

40.,~

50~

60, -

700-

80e=

Agregar 3 ml de agua destilada a log tubos A2, B2, A3
B3.

Agregar 5 . ml de agua destilada a los tubos usados co-
mo blanco Bl, B2,

Agregar 2 ml de TCA (solucién al 10%) a los tubos A2,
B2, A3, B3, Bl, B2,

Agregar 0.5 ml de la soluciédn problema a loa tubos Al,
Bl,

Enfriar las dos series de tubos en bafio de hielo a 4°C,
Cuando se haya logrado la temperatura de 4°C afadir 4ml
de la solucidén de casefna a los tubos Al, Bl mezclar ré
pidamente y poner el cronémetro a funecionar,

Tragladar 2 ml de los tubos Al, Bl a los tubos A2, B2
y dejarlos en el bafio de hielo,

Incubar los tubos Al, Bl durante 1 hora a 37°G, descont
tando el tiemvo trascurrido entre 6 , 7T y 8 igual que

el tiempo que demora en llegar a 37°C.
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90,= Terminada 1la incubacian pasar 2 ml de los tubos Al, Bl
a los tubos A3, Bl que se cncuentran en el boiio de hie
lo.
10,~ PFiltrar las soluciones finales de los tuboa A2, B2, Al
a3.
llo.- Los tubos Bl, B2 que se encuentran en el baiflo de hielo
se utilizan para ajustar a cero en el espectrofotémetro
120,~ Las soluciones ya filtradas se leen en el espectrofotd
- metro o 280 nm .
130,« Corregir las absorbancias de la forma siguiente:

Aba, corregida =  Aba, tubos 3 -~ Abs. tubos 2,

3e suaca un promedio de los tubos A3, B} y de los tu
bos A2, B2 se realiza la resta de éstos promedios y se obtie-
ne la absorbancia corregida,

la absorbancia corregida se lee sobre la curva de -
calibracidén de Tirosina, y asi se obtiene las gamas de Tirosi
na/ml , Estas'gamas de Tirosina divididas entre 450 nos dan -
las Unidades Caseinoliticas /mg .

Una Unidad Caseinolftica se define como la cantidad
de enzima que produce ua aumento de 450 gamas de Tirosina #&ci
8o soluble, al actuar sobre un substrato de caseifna al 6% des
pués de 1 hora de incubacidn a 37% .

las Unidades Caseinolfticas/ms¢ se relacionan a la -
centidad inicial de muestra, para cobiener las Unidades Caseino

‘l4ticas/ fco .
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B) 1EPARTIN:,

a) Pundesncnto,- Consiste en la medicidn del tiempo de coagu-

lacién de un plaamu citratedo u oxalatado, a
gregando cantidades constantes de trombina, se prolonga si se
le agregen cantidades crecientes de un preparadoe egstdndar de -

heparina,

b) Naterisl utilizado,-

bafio Mir{a de vidrio con termostato y agitador.

cronémetro,

jeringa tipo tuberculina ( 2 ml)

R

alambre de platino con la punta ligerzaente encorvede y un
manguete de 15 em de largo.

balenza analitica,

centrifuga,

termémetro

embudo de filtracidn.

ma.traces Erlenmeyer de 150 ml con tanén.

matraz aforado de 11 ,

I T S

vaso de precipitado ;

12 tubos de ensaye

8 pipetas graduadas de 1 ml .

4 pipetas graduadas de 5 ml .

Papel filtro '

21



¢)  Preparacién de soluciones.
l.- Flasma citratado;

Pesar 4 & de citrato trisédico y disolverlos en 50 ml
de agua destilada, en un matraz aforado de un litro, aforar -
con sungre de novillo en el moxento mismo del sacrificio en
el matadero.

Se centrifuga por 30 minutos a 3000 rpm se sifonea
el li{quido sobrenadante, claro y limpido, respetando el sedi-~
mento, El plesma asi obtenido se deja por 24 horas a 0. Des
pués se pasan a matraces Erlenmeyer de 150 ml que después de
taparse pueden ser conservados durante varias semanas a -10°¢

Antes de usarse, este plasma debe ser fluidificado

‘en bafio Naria y filtrado por papel.

2.~ Solucién de heparina,
Se utiliza una heparina que contenga entre 100 y 130
U.I./mg . Para obtener la curva esténdar se preparan variés
diluciones de heparina al 0,1%, en forma de tener 0.2, 0.4, -

0.5, 0.6 mg de heparina/ml.

3e= Solucién de trombina:

150 ml de una solucién al 0,1% disuelta en agua des-
tilada,

4,- Preparecién de la curva esténdar.

22



Puntos Agua deg Trombina %?omar 0.1 ml Gomar 0.5 Fﬁdic. a Plag

tilada, + 0.9 ml agua dest. + 0.5 H,0{ma a 37°C.
dest,
Base 0.5 ml 5 ml "o nwow, lml
Heparina
No 1l 0,lml 0,4 ml 5 ml "“n E f " "o
No 2 072 ml 0,3 ml 5 ml L " f; | "o.
No 13 0,25 m1 0,25 ml 5 ml L | LI I " an
No 4 03 ml 0.2m S ml "o LI " n

Tomar tiempo de coagulacién. la operacién se re

pite de 3 a 5 veces y se toma el promedio

23



i)  Punto base (0.0mg/ml) . Es la coagulacién en ausencia
de heparina,

En un tubo de ensaye se coloca 1 ml de plasma y se
lleva a bafio Naria a 37°C exactamente, En otro tubo de ensa- -
ye se pipetean 0,5 ml de agua destilada y con otra pipeta se
affaden 5 ml de la solucién de trombina.De ésta solucién se -
toman 0.1 ml exactamente medidos con una jeringa de tipo tua-
berculina y se lleva a 1 ml con agua destilada. Se vacia el
contenido de la jeringa en un tubo de ensaye, se mezcla. per
fectamente y se absorben 0,5 ml , se lleva a 1 ml con agua =
destilada, Se vacfa en el tubo ensaye que contiene plasma a
37°C disparando simultdneamente el cronémetro, Con el alam-
bre de platino se efectian movimientos verticales de arriba
hacia abajo y de abajo hacia arriba hasta que el primer fila
mento de fibrina quede enganchado en el doblez terminal del
alambre de nlatino, se detiene instantédneamente el cronéme~
tro y se lee el tiempo que fue necesarioc para la coagulacién,

Ia operacidn se repite de 3 a 5 veces y se toma el promedio.

i1i) Punto No 1 (0.2 mg/ml). En un tubo de ensaye se coloca
1 ml de plasma y se lleva & ba
fio Maria a 37°C . En otro tubo de ensaye se pipetea 0.1 ml -
de la solucidén de heparina y con otra pipeta se agregan 0,4
nl de agua desgilada. Obtenemos de ésta manera una solucidn

que contiene 0,2 mg de heparina/ml ., A ésta solucién se le a
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fiaden 5 ml de solucién de trombina. De ésta solucién se toman
0.1 ml exactamente medidos con'una jeringa de tipo tuberculi-
na,

Se repite ¢l mismo procedimiento como ya fue descri

to vara el punto base,

iii) Punto No 2 ( 0.4 mg/ml) . En un tubo de ensaye se colo-
ca 1 ml de plasmz y se lleva

a buio Karfa a 37°C exactamente, En otro tubo de ensaye se pi-
petean 0,2 ml de la soluecién de heparina y con otra pipeta se
agregan 0,3 ml de agua destilada, obtenemos una solucidén que
contiene 0.4 mg de heparina/ml , a ésta solucibén se le afiaden
5 ml de la solucién de trombina, De ésta solucidén se toman 0,1
ml exactamente medidos con una jeringa de tipo tuberculina.

Se repite el mismo procedimiento como ya fue descri

to anteriormente,

iv) Punto No 3 ( 0.5 mg/ml ) . En un tubo de ensaye se colo
ca 1 ml de plasma y se lleva
a bafio ¥arfa a 37°C exactamente. En otro tubo de ensaye se pi
petean 0.25 ml de la solucidn de hevarina y con otra pipeta -
se afiaden 0,25 ml de agua destilada, obtenemos una solucién
que contiene 0.5 mg de hevarina/ml , a ésta solucién se le a
fiaden 5 ml de la solucibén de trombina., De #sta solucién se to
man 0,1 ml exactamente medidos con una jeringa de tipo tuber-

culiaa,
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Se repite el mismo procedimiento como ya fue descri

to anteriormente,

iii) Punto No 4 ( 0.6 mg/ml) . En un tubo de ensaye se colo
ca 1 ml de plasma y se lleva
a bafio Narfa a 37°C. En otro tubo de ensaye se pipetean 0.3 -
ml de la solucién de heparina y con otra pipneta ge agregan --
0.2 ml de agua destilada, ohtenemos una solucidén que contiene
0.6 mg de heparina/ml, a esta solucién se le afiaden 5 ml de =~
la solucién de trombina. De esta solucién se toman 0.1 ml ¢ -
xactamente medidos con una jeringa de tipo tuberculina,
Se repite el mismo procedimiento como ya fue descri

to anteriormente,

PARTE EXPERINENTAL
d4) Procedimiento: ,
Determinacién de la actividad enzimftica de preparados de
heparina.~ La determinacién se efectda en la misma forma que
para la curva estdndar,
En 1a tabla siguiente se exponen las dosificaciones

adecuadas para preparados con diferente actividad,

Tftulo probable Concentracién recomendada pa
en U de heparina/mg re el andlisis en mg/ml.
130 0.4

110 0.5
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90 - : 0.6

70 o 0.8
50 : 1.1
30 1.6
10 6.0
1 50.0
0.5 100.0

F1 certificado de andlisis de la materia prima uti-
lizada en el estudio marcaba como t{tulo heparinico 73.3 U.I.
/mg . Por lo tanto la muestra problema se puede relacionar en
la tabla con un tftulo hipotético de 70 U/mg observéndose que
se requieren 0,8 mg , 0 sea 20 mg en 25 ml .
| De ésta solucidén se pipetean 0,5 ml y se le afiaden 5
ml de la solucidén de trombina,
Se repite el mismo procedimiento como ya fue deseriw

to anteriormente para la curva estédndar,

El tiempo de coagulacién obtenido se interpola en la
curva estdndar y as{ se obtiene la concentracién de heparina de
la muestra problema,

Ia concentracidén de heparina obtenida de la curva eg

tdndar se multiplica por la potencia de la heparina utilizade

27



que fue de 110 U/mg y se divide entre la cantidad de mueatra

tomada y asi{ obtenemos la cantidad de heparine/mg .

El certificado de andlisis de la materia prima sefia
laba: para tripsina 81.1 Unidades Cagseinolfticas /mg y para -

la heparina 73.3 Unidades Heparinicas/mg .

El producto terminado emvleado contenia 50 mg/fco -
que equivalian segdn el marbete a 2200 Unidades Cageinolfti -

cas y a 1000 Unidades Heparinicas.

No se realizdé la determinacién de Unidades Hevarfini-

cas en producto terminado,
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RESULTADCS,

Determinucién de tripsina en la materia prima,

Muestra No, Unidades Caseinolf{ticas/mg
1 81,6
2 80.77
3 81.6
4 78.9
5 80,77
6 80,5
7 80,77
8 81.16
9 82.07

10 80.0
11 78.9
12 £1.16
13 81,6
14 N 81.16
15 81.3
16 84.0
17 79.6
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

81.16
81.6
79.6
81.16
81.6
81.16
78.9
81.6
82,07
82,07
81.6
82.07
81.6
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Procucto terminado.- Complejo Tripsina-Heparina

Determinacién de Tripsins:

Muestra No.

O fo . BEEES B NS I 2 =

[ I I I R R S
MUY - RN I S VY I S I | R )

Unidades Caseinoliticas/fco.

2240
2146
2146
2240
2146
2240
2146
2193
2240
2193
2146
2240
2286
2146
2193
2240
2193
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18
19
20
21
22
23
24
25

2240
2146
2193
2240
2286
2193
2193
2146
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Determinacién de Heparina

Yuestra No,

W 0 3 O 1 s W N

T T I
WMo WY kO

en l& muteria prima:

Unidades Heparinicas/mg

72,36
73.74
71.5

73.74
72436
72.86
74.3

71.5

72.36
73.74
72,36
74.3

72.36
72.86
72.36
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Confirmacién de resultados,-

Tripeina en l= materia prima.

Muestra No,

W & 3 0 U & W NN e

S Y T I VY
S R R T YR T S

%4 de Unidades

Caseinoliticas

100.6
99.6
100.6
97.28
99.¢6
99. 26
99.6
100,07
101.19
98,64
97.28
100,07
100,6
100,07
100,24
103,57
38,15

0.61
0.39
0.61
2.71
0.39
0.73
0.39
0,08
1.2

1.35
2,71
0,08
0.61
0,08
0.25
3.58
1,84

0.3721
0.1521
0.3721
7.3441
0.1521
0.5329
0.1521
0.0064
1.44
1,8225
7.3441
0.0064
0.3721
0.0064
0.0625

12,8164
3.3856
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Desviacién estdndar

Coeliciente de variabilidad =

100.07 0,08
100.6 0.61
98,1% 1,84
100,07 0.02
100.6 C.61
100,07 0.08
97,28 2,71
100.6 0.61
101.19 1,2
101,19 1.2
100,6 0.61
101,19 1.2
169.6 0.61
99.98 suma
(x-%)
S = =
N-1
3. X100
x

= 0.2508

0.0064
0.3721
3.3856
0.0064
0.3721
0.,0064
7.3441
0.3721
1.44

1.44

0.3721
1,44

0.3721

= $2.8999

I, 3506

1.3508
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Limites de confianza = X 2 ( t x error )

Para el 99% con 29 grados de libertad 't = 2,7564

99,98 I ( 2,7564 x 0.2508

99,2 - 100,8
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Producto terminado.- Complejo Trinsina-Heparina,

Determinacién de Tripsina.

Nuestra No % de Unidades (X~ X ) (x- X )
Caseinoliticas
1 101,81 1,63 2,6569
2 97.54 2.64 6.9696
3 97.54 2.64 6.9656
4 101.81 1.63 2,6569
"5 97.54 2.64 6.9696
6 101.81 1,63 2.6569
1 97.54 ; 2.64 6.9696
8 99,68 0.5 0.25%
9 101,81 1.63 2,6569
10 99,68 . 0.5 - 0.25
11 97.54 2.64 6.9696
12 101.81 1.63 2.6569
13 103.9 3.72 13,8384
14 101,81 1,63 2,6569
15 99.68 0.5 0.25
16

101,81 ‘ 1,63 2.6569



Desviacidén estdndar $=

Error

17 99.68 0.5 0.25
18 101.81 1.63 2.6569
1g: 97.54 2.64 6.9696
20 99,68 0.5 0.25
21 101,81 1,63 2.6569
22 103.9 3,72 13.8384
23 99,68 0.5 0.25%
24 99.68 0.5 0.25
25 97.54 2.64 6.9606
i = 100,18 suma = 105,43
- 2
(X-X)
N-1
S X 100
Coeficiente de variabilidad = e=eocecemew- = 2,1021
3
S
= 004306
Nl
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Iimites de confianza = X & ( t x error )

Para el 997 con 24 grados de libertad t = 2.7969
100.18 ¥ { 2.7969 x 0.4306 )
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Determinacién de Hevarina en la materia prima:‘

Muestra No,

O O ~ A 1 & W M

.
WM & W R MO

1

4 de Unidades

Heparinicas

98,71
100.6
97.54
100.6
98.71
99.39
101.36
97.54
98.71
10046
98.71
101,36
98.7
99.39
98,71

99.37

(x -

0.66
1,23
1,83
1.23
0.66
0.02
1.99
1.83
0.66
1.23
0.66
1.99
0.66
0,02
0.66

X)

suma

(X-X)

0.4356
1.513
3.3489
1.513
0.4356
0,004
3.9601
3.3489
0.4356
1,513
0.4356
3.9601
0.4356
0.004
0.4356

21,7786
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Desviacidén estédndar 3

Coeficiente de variabilidad.

Error, =

Ifmites de confianza =

- T 4 o e e -

i

0,993

(t x

error )

1.2472

1.2148

Para el 994 con 14 grados de libertad t = 2,9768

99,37

98,37

( 2.9768 x 0.993 )

100.4
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CNNCLUSIONES.

lem

Qo=

El objetivo primordial de haber realizado éste trabajo
fue la necesidad de poseer un método analitico para el
complejo Tripsina-Hevarina, que permita determinar 1la
actividad enzimdiica tanto de la materia prima como --
del producto terminado,

Este medicamento tiene gran importancia en la terapéu-

tica para el tratamiento de problemas trombéticos.

El complejo Tripsina-Heparina ejerce una accién a ni--
vel de coagulacién de tipo fibrinol{tico, destruye la

fibrina con la que se ha formado el trombo en las en-

fermedades tromboemb6élicas que pueden tener consecuen

cias graves, como por ejemplo durante el dltimo perfo

do del embarazo o durante el nuerperid, debido a la -

formacidén de codgulos en los puntos donde ha habido -

conecciones materno fetales,

Al avolicar &ste complejo, el trombo se destruye total

0 varcialmente y las probabilidades de salvar la vi-

da aumentan.
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4,-

Lo exactitud sc puede medir temando en cuecnta el error
obtenido ¢ el trutanientc estadistico, cuanto mids pe-
yuelio es el error mayor es la exactitud,

La precisién es sinédnimo de reproducibilidad, Un valor

peyueiio de desviacibn esténdar sunone alta precisién,

lLas desviaciones estdndar en los métodos e -

fectuados fueron:

Para Trinsine en la materia prina, 1.3506
Para Heparina en la materia orima, 1.2472
Para Tripsine en producto terminado. 2.1053

Los errores en los métodos efectuados fue-

rou:

Para Tripsina en la muteria orimo. 0.2506
Para Heparina en la materia prima. 03333
Para Tripsina en producto terminado 0.4306

La determinacién de Heparina en producto terminado no
se realizé debido a la falta de tromoina y heparina,-
pero debe llevarse a cabo como una seguridad més de -

la actividad enzimdtica,
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