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l. INTRODUCCION 

Ll. ANTECEDENTES HISTORICOS 

Un corto esbozo histórico del estudio de Ja coagulación, sirve como antecedente 

para apreciar los descubrimientos concernientes a éste importante proceso fisiológico. 

Antes de llevarse a cabo los métodos experimentales, Ja coagulación solo fué vista ca 

mo la solidificación de la sangre líquida. La primera evidencia de que solo una sus-

rancia de la sangre, es responsable del fenómeno visible de la coagulación, fué dado -

por Malpighi (1666), quien dió a conocer la existencia de una masa filamentosa de e~ 

lar blanco, que permanece estable, después de efectuar lavados del coágulo de sangre. 

Hewson y Chaptal ( 1770) separaron un sólido de la sangre, al que llamaron fibrina. -

(12, 31). 

Aparentemente, el primer suceso para probar el precursor de la fibrina en Ja -

sangre, fué dado por Denis (1859), logró precipitar un sólido gelatinoso al que llamó __ 

plasmina. Este material fué redisuelto en Reu~, abtcn~61u.Juse fibrina y una proteína -

soluUle. De ésta forma, en el transcurso de 100 años la existencia de la fibrina y de 

su precursor, ahora conocido como fibrinógeno, quedo establecida. 

Buchanan ( 1835) introdujo la importanle idea 1 de que en la sangre existe un -

agente primordia1 1 que es responsable de la coagulación. Más tarde Alexander Schmidt 

(1861), descubrió que la fibrina resulta de la interacción del fibrinógeno con fibrino-

r_,J:istiua que es un constituyente del suero, al que 11am6 parn.-globulina. Encontró que 

un tercer factor es necesario, y lo llamó fermento de fibrina; presente en suero y que 

puede ser obtenido de sangre coagulada. Este factor ahora es conocido como trombi

na. Al mismo tiempo, Hammarsten (1880) logró el aislamiento del fil>rinógeno del -

plasma y observó que éste coagula con el fermento de Schirndr1 con lo que se elimin!!_ 

ba a la fibrinop1astina como un elemento esencial en el mecanismo de coagulación. 

Mills (1883) adoptó el término de filHinógcno tisul<l r, para designar al factor -

proporcionri.do µor las células; definió su constitución qufmica, basada en los grupos de 

fosfolfpidos e iones calcio. Morawitz (1904) presentó la hipótesis en la que la tromb.!._ 

na es formada por la activiación de protrumbi,·ic.. por la acciéin de Ja tromboplastina; -

esta última, un activador orgánico o también llam;i.-\o cinasn. nordet encuentra que-

el factor tisular o Cito?.ima se combina directamente en. diferentes proporciones can -



la protrombina, en presencia de calcio para dar trombina. Howel (1912) encuentra, -

que los fosfolfpidos del factor tisular son de naturaleza de cefalina y que su actividad 

tromboplástica es debida a su composición de ácidos grasos en su molécula. Fischer

(1934) descubrió que la actividad tromboplástica es debida a complejos de cefalina y

cerebrósidos. (12, 31, 32). 



1.2. SISTEMA DE COAGULACION 

1.2.a. MECANISMO DE CONTROL i!EMOSTATICO 

El mecanismo hemostático comprende una serie de reacciones integradas de las 

paredes vasculares, plaquetas y factores de con.gu1acl6n, cuyo único fin es mantener o 

reestablecer la integridad vascular. Este mecanismo es un sistema de equilibrio influ!_ 

do por el tamaño de los vasos, las alteraciones hereditarias o adquiridas de las conceE_ 

traciones plasmáticas de los factores de coagulación y también por los inhibidores pr~ 

sentes en el plasma normal o asociados a estados patológicos. Las variaciones <le cual_ 

quiera de estos factores, pueden llevar a excesiva hemorragia o trombosis.. La hemos

tasis y la trombosis pueden considerarse como la respuesta de la sangre a la injuria -

vascular. (20, 21, 34). 

La serie de reacciones del sistema hemostático incluyen: vasoconstricci6n local, 

hemostasia primaria o formación del trombo plaquctario, hemostasia secundaria o for

mación del coágulo de fibrina y fibrinolisis ó disolución del coágulo de fibrina. Estos 

mecanismos no son independientes uno de otro y su desarrollo es una secuencia que -

depende del papel que cada uno desempeña en la hemostasia. (Fig. No. 1 ). 

A. Vasoconstricción locaL 

Cuando la sangre fluye a través de vasos normales, sus constituyentes entran en 

contacto con un tapizado contínuo de células endotclialcs) formando una barrera efec

tiva para los componentes macromoleculares del plasma para globulos rojos y plaque-

tas~ Este tapizado endotelial puede perturbarse por un trauma mecánico o por acción 

de agentes circulantes como endotoxinas bacterianas o bfen por cambios en la estruc

tura del endotelio. Se supone que las plaquetas desempeñan la función de mantener -

la integridad vascular cubriendo las pequeñas uniones entre las células Lndotctiales. 

El restablecimiento de la integridad vascular después de un daño en los capila

res puede logra.rse resellando rápidamente por contracción del vaso. Cuando el tama

ño del vaso aumenta, la vasoconstricci6n viene a ser menos irnportante entre los fac

tores que limitan la cantidad y llevan a paro de la hemorragia~ La vasoconstricci6n -

es producida por estimulo químico, provocrtdn por ln salida de sustanciar. vasoconstric 

toras de las plaquetas, como la serotonina. y prostaglnndinas. Al mismo tiempo, en el 
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Fig. No. 1 Interacciones complejas del mecanismo de coagulación 
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endotelio vascular se sintetiza una prostaglandina, la prostaciclina (PG12), que posee -

acción vasodilatadora. 

La síntesis de las prostaglandinas en las plaquetas es producida al estimular la

membrana con inductores como la trombina, se activa una en1.ima en la membrana que 

libera el ácido araquidónico y tromboxano A2. (Fig. No. 1). (34, 37). 

B. Hemostasia primaria 

Es también llamada formación del trombo plaquetario; si un vaso esta dañado y 

hay interrupción del tapizado endotelial, las plaquetas se adhieren a estructuras como

microfibrillas, la membrana basal y al colágeno del tejido conjuntivo. Esta reacción -

se asocia a un cambio de forma de las plaquetas de discoidal a esférica y formacíón

de pseudopodos; seguida de la liberación de sustancias de almacenamiento como ade

ninanucleótidos (AT y ADP), aminas vasoconstríctoras, enzimas lisosoma.les e interme

diarios del metabolismo de plaquetas (endoperóxidos de prostaglandinas, tromboxano -

A2). Estas modificaciones hacen que plaquetas vecinas sufran el cambio de forma y 

se adhieran a las plaquetas ya adheridas al vaso dañado, provocando el cierre del de

feclo vascular y el fin <le la hemorragia por formación del tapón hemostático de pla

quetas. (Fig. No. 2) (19, 34, 37). 

C. Hemostasia secundaria 

La placa inicial de plaquetas se estabiliza más tarde por activación del proceso 

de coagulación, tanto por v[a intrínseca.: 

Colágeno-----• factor XII, plaquetas _____ .., factores XII y XI 

y en vía extrinseca con1ún: 

Factor tisular-----~ factor Vll, plaquetas------. fosfolípidos PF3 

Este mecanismo activado de coagulación, lleva a la formación de una pared de

fibrina que rodea a las plaquetas adheridas. La pared hemostática queda así firmern~n 

te anclada a los bordes de Ja pared del vaso lesionado. (Fig. No. 2). 
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D. Fibrin61isis 

E.I sistema fibrinoHtico es el mecanismo responsable de la degradación enzimá

tica del coágulo de fibrina. Es importante c¡ue exista un balance entre el sistema de 

congulo.ci6n y el sistema de fíbrin6\isís. El mecanismo fibrínoHtico está representado

por la transformación de plasminógeno en plas;nina, una enzitoa proteolitica. (8, 19,-

20). 

La plasmina digiere tanto al fibrin6geno como a la Hbrina. La acción sobre el 

flbrin6geno es progresiva y los productos iniciales son erandes moléculas que todavta -

coagulan bajo la influencia de lo. trombina; apareciendo r.iás adelante moléculas más

peG,ueñas que la trombina ya no puede coabular. Estos productos impiden la conglom~ 

ración, adherencia y metan1orfosis de las plaquetas; a<lem:ís se ejerce un efecto inhi

bidor potente sobre la polimerización de la fibrina. /Ll incorporarse el poHmero de fi_ 

brlna disminuye su ritmo y da lugar a un coágulo de fibrina sumamente frágil. (S, B,-

19, 20, 34, 36). 

El sístcn·la fibrinolítico se es[!,uemn..tiz11 en la f<'ig. No. 3 

t'rofibrinolisina 

(plasmin6geno) 

.t..ctivaci.6n por la l 
Inhibición (ácido i.;, - aminocaproico) 

Coágulo de 
fibrina 

lnactivación por la antífibrinolisina plasmática 

Lisis del coá¡;ulo 

i"ig. No. 3. Sistema fibrinolftico. (B) 
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1.2.b. FISIOLOGIA DE LA COAGULACION 

Nos cortamos y sangramos, pero la hemorragia se detiene, la sangre se coagu-

la. Los fragmentos celulares denominados plaquetas tienen la propiedad de adherirse -

al punto donde existe la solución de continuidad, cerrando parcialmente la abertura. 

Las plaquetas poseen otra importante función, en su superficie se concentra un ejérci-

to enzimático cuyo producto final será una proteasa llamada trombina. E.l blanco de -

tal proteasa es el fibrinógeno. 

Se pone en marcha además, un segundo proceso. La pared del vaso seccionado -

(al igual que otros tejidos lesionados), contiene un factor tisular que incia la coagula

ción sangufnea. La exposición de la sangre a dicho factor, dispara una compleja se-

ríe de reacciones en virtud de las cuales, una proteína plásmatica, la protrombina, se

convierte en trombina. Bajo la acción de la trombina, el fribrinógeno experimenta una 

notable transformación: sus moléculas alteradas se encadenan espontáneamente forman

do un polímero fibrilar, denominado fibrina, principal constituyente del coagulo sangul

neo. Los haces de fibrina se originan en una red; este trenzado, que surge s6lo en las 

proximidades de las plaquetas adheridas, donde se genera la trombina, transforma local 

mente el plasma sanguíneo en un gel. 

Estos pasos de la coagulación pueden esquematizarse de la siguiente manera --

Fig. No. 4. 

Fase l 

Fase 11 

TromboJ::i:: 

Protrombina-------... Trombina 

Fibrinógeno ---'-1 __ . Fibrina 
(coágulo) 

Fig. No. 4. Principales pasos de la Coagulación. (8) 

La coagulación de la sangre ha sido considerada como un proceso enzimático, -

recibiendo diferentes expresiones como "cascada" o 11 manantial 11
, hip6tesis propuestas

por MacFarlene y por Davie y Ratnoff (1944). La coagulación se percibe como una -
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secuencia de reacciones estrechamente acopladas en las cuales los factores de coagul!!; 

ción GUe circulan como precursores enzimáticos inactivos se convierten en enzimas ac

tivas, actuando cada factor primero como sustrato y después como enzimas.. Un esqu~ 

roa de esta cascada se ilustra en la Fig. No. S. 

INTRÍNSECA 
1 
1 

Conlacto con supcrfdo 1 
octr"-"' .. -.... ------------r- Calicr;tna ---¡·--: 

Xll-{1}=4>-X~la -----F": .. --:-·---~t~) 
1 

:, 
1 .... 1 P1ecahcrelna : -: 1 ¡ i_ KinlnOgono HMW 

- 1 ¡: XI- (3)-->i;\ 0 

EXTRfNSECA 

1x-1ti-.1x. 1 l 
r------). vi11 1 l Fnctorde1oslejidos 

r-----~ t~3++ 
1 

: ... 
t 1 ...... 

' l!l 1 ''--....,:, 
llX0 -PF3-Vlll-~~+ +J 1 Vll 0 4- (6}-Vll 

- - --l-----~ ... -:::----: ........ ..::..::"'_ - --- - ---
: x:±{7)~Xo 
' + 
,_ - --- -- ------ ---- ---- -- ~V : .. ------ --- - -- ---- -- -- -- ~ t~J+ + 

' 1 
: {8) 
' + 
:... (X0 -V-PF~·Ca+-+} 

......... ..:., 
""........... Protromblna - (9) _.,. Tr~piN! -. ______________________ ./ l 

COMÚN 

F1brin6geno 

1 
--------- -->(1.,?l 

Fibrina·M 
1 

{11) ... 
Xlll-{12)-l>Xlll

0 

Fibcina-Pa 
1 

------->{13) 
ca++ ... 

Flbrina-r1 

Fig. No. 5 Esquema modificado de la hipótesis de "cascada" del mecanismo 

de coagulación. (36) 
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En este proceso enzimático, la coagulación es activada por dos v[as diferentes 

un sistema intr[nseco iniciado por activación de contacto con el factor Xll, de - - -

Fletcher, de Williams, XI, IX, Vlll y fosfolprdos (factor 3 de las plaquetas) y un sis

t.ema extrínseco, desencadenado por activiación del factor tisular y del factor VlL 

Ambas vías desembocan en una vía común que concluyen los factores X, V 1 3 de pla

quetas, prot rombina y fibrinógeno. 

A. VIA INTRINSECA 

A.1. Fase de contacto 

El primer paso que desencadena la coagulación por vra intrínseca, incluye la -

unión del factor XII a una superficie activa o extraña, como el colágeno y otros actl. 

vadores como endotoxinas. La unión a estas superficies se considera asociada a un -

cambio conformacional de la molécula del factor XII, que puede exponer el sitio actl_ 

vo de la enzima (reacción 1). El [actor Xlla generado convierte la p<ecalicrefna en -

calicrerna (reacción 2), que parece requerir un cofactor, el kininógeno KMW (factor -

de Williams) y llega a la activación directa del factor Xll por un mecanismo de rct.!_O 

alimentaci6n positiva. El factor Xlla convierte el factor XI en la enzima activa Xla

(reacci6n 3), que también requiere kininógeno KMW. Esta activación IJo.rece tener un 

papel importante en la activación de otros tres sistemas cnzimá.ticos biológicos: 

a. El sistema plasmin(.geno-plasmina que es capaz de la degradación proteo!l

tica y remoción de depósitos vasculares de fibrina. 

b. El sistema calicreína-bradikina que desempeña un papel importante en el -

sistema inflamatorio. 

c. El sistema de complemento, que interviene en el sistema de defensa inmu

nológico. 

Esta fase se· esquemati7.a en la Fig, . No. 6. 
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Factor Xll 

Factor Xl_J_ 

.---~-----------.Factor XII 

1 Superficié] 

'------- Factor Xlla 

HMW -

Kininógeno 

HMW -

Kininógeno 

Factor Xla Preca\icrelna--------r Calicre!na 

Cascada de 

Coagulación 

HMW - Kininógeno~ Bradikinina Plasminógeno--'-> P\asmina 

Fig. No. 6 Reacciones de la fase de contacto de la coagulación sangu!nea. (37) 
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A.2. Formación de complejos de activador del factor X. 

El factor Xla actúa sobre su sustrato natural, el factor IX para formar JXa (re

acción 4), que requiere de iones calcio. La última reacción de la vía intrínseca (reaE_ 

ción 5), consiste en una interacción no enzimática entre el factor IXa, PF3 (fosfoHpi

do en forma de plaquetas activadas ) el factor vm y los iones de calcio para formar 

un complejo muy activo (complejo activador del factor X), que es capaz de activar al 

factor X. 

B. VIA EXTRINSECA 

El mecanismo extrínseco empieza cuando la sangre entra en contacto con teji-

dos ~raumatizados, este tejido libera dos factores que inician el proceso de coagulación 

Estos factores son: el factor tisular y fosfollpidos tisulares; éstos, activan ht proenzima 

factor VII (reacción 6). Aunque el factor de los tejidos forma un complejo compacto 

con factor Vll durante éste proceso de activación, el factor Vlla separado de la activ.!._ 

dad del factor tisular, activa probablemente el factor X. La conversión del factor - -

VII en factor Vlla puede inducirse con calicreína, reacción que puede ser un eslabón en 

ue el sistema intrínseco y el extrínseco. (Fig. No. 7) 

~ Traumatismo tisular----------.. 

Factor tisular Fosfolfpidos 

Tisulares 

X--------.--------,------------------<> X activado 

VII 

v~+ 
Activador de protrombina 

Protrombina---~l ___ .., Trornbina 

ca++ 

Fig. No. 7 Vfa extrínseca de la coagulación. (20) 
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C. VlA COMUN DEL MECANISMO DE COAGULA.ClON 

C.1. Formación del complejo conversor de protrombina 

La primera reacción de la vía. común incluye la conversión del factor X en el -

factor Xa (reacción 7) en presencia de iones calcio, que puede lograrse por complejo

de activación del factor X formado en la reacción S de la vfa intrínseca, o por el fa_c:: 

tor Vlb. formado en la reacción 6 de la vía extrínseca. El factor Xa forma un compl~ 

jo reversible con el factor V (reacción 7) y iones de calcio (complejo conversor de pr.2 

trombina), que es un poderoso activador de la protrombina. 

C.2. Activación de la Protrombina 

El complejo conversor de prot rombina (reacción s), actúa sobre su sustrato, pr~ 

trombina (reacción 9). La activación de protrombina a trombina parece ocurrir en -

varios pasos, con tres productos proteo\fticos intermedios. La trombina es una serina

proteasa que consiste en una cadena pesada con un peso molecular de 32 000. Se -

ha observado que trazas de trombina provocan activación de factores V y Vll; por és

ta razón, la trombina puede tener un papel fundamental de amplificador o autocatali

zador del sistema de coagulación. 

C.3. Formación y polimeri7.ación de fibrina 

Después de la activación de la protrombina, la trombina convierte al fibrin6geno 

en fibrina monómera (reacción 10). El mon611\ero de fibrina esta formado por el 97% 

de los residuos de aminoácidos del fibrinógeno original, constituido por péptidos de -

bajo peso molecular (fibrinopéptido A y B) de cada uno de los pares de cadenas A.-o!.. 

y B-fi> en el extremo N-terrninal de la molécula. Una vez formado el monómero de 

fibrina (fibrina M) se polimeriza espontáneamente con aparente agregación extremo a 

extremo y lado a lado (reacción 11). Los monómeros están unidos por ligaduras no -

covalentes relativamente débiles que pueden disociarse faci\mentc por exposición del -

po!rmero a urea SM, de donde viene el nombre de pol[mero de fibrina soluble (fibri_ 

na Ps). La fibrina M formada en la sangre puede también unirse al fibrinógeno para 

formar complejos de fibrina solubles (SFC). 
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C-4. Estabilización de fibrina 

La fibrina formada en la sangre norma\ se convierte rápidamente en polímero 

de fibrina insoluble (fibrina Pi) (reacción 13) que incluye la unión cruzada covalente -

de las cadenas '( (y en grado menor las cadenas <><. ) de los monómeros de fibrina -

adyacentes.. Esta reacción esta catali1.ada por una enzima, el factor XHa, que se for. 

ma con un precursor inactivo por trombina (reacción 12) y requiere la presencia de -

iones calcio. La fibrina Pi es mucho más resistente que la fibrina Ps a la prote61isis 

de la plasmina, es entonces el producto fina\ de la vía común de la cascada de la -

coagulación. (Fig. No. 8) 

PROTROMBINA 

Activador extdnseco 

o int rinseco de la 

protrombina 
]------<>' Ca ++ 

TROMBINA 

F!BRINOGE.NO 

FILAMENTO DE FIBRINA 

Flg. No. 8 Estabiliación de fibrina. (9) 
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1.2.c. BlOQUlMlCA DE LOS FACTORES DE COAGULACION 

Excepto por el calcio, los factores plasmáticos de la coagulación son todos pr2 

~einas.. La nomenclatura usada para estos factores ha presentado muchos problemas; 

resolviendo esta dificultad la Comisión Internacional de Nomenclatura, les ha designa

do números romanos, según el orden en que fueron descubiertos y no indicando el lu-

gar que ocupan en el mecanismo de coagulación. 

iabla No. l. 

Tabla No. 1 

Estos {actores se presentan en la 

Nomenclatura internacional y sinónimos para los factores de coagulacion. (7). 

Números Romanos Nombre PreEerido Sinónimos 

ll 

\\\ 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

IX 

X 

XI 

XII 

XII! 

Fibrinógeno 

Protrombina 

Factor Tisular 

Calcio 

Proacelerina 

No asignado 

Proconvertina 

Factor Antihemof!
lico (AHG). 

Componente p\asmá 
tico de tromboplaS
tina (PTC) 

Factor de Stuart 

Antecedente p\asmá 
tico de tromboplas:: 
tina (PTA) 
Factor Hageman 

Factor estabilizador 
de la fibrin;¡.. 

15 

Protrombina 

Tromboplastina Tisular 

Factor lábil, Globina aceleradora 
(AcG). 

Factor estable, acelerador de la -
conversión de protrombina Sérica -
(SPCA), Autotrombina l 

Globulina antihemofnica (AHG) Fac 
tor antihemofl\ico A, Factor plaque 
tario l -

Factor de Christmas, Autotrombina 
11, Cofactor plaquetario 11, Factor
antihemofnico B 

Factor de Stuart-Prowcr, Autotro~ 
bina 111, Tromboquinasa 

Factor antihemofnico 

Factor de contacto 

Fibrinasa, Factor de Laki-Lorand. 



Los números !1.enotan los factores que existen en el plasma, excepto el factor 

111, que no se encuentra ahí. Los fosfoUpidos 6 fofolipoproteínas no se les ha asig-

nado número, pero las fosfolipoproteínas de las plaquetas, son conocidas como el - -

factor ttes de las plaquetas. (5, 7, 19, 37). 

En la tabla No. 2 se presentan algunas propiedades de los factores de coagu--

lación> designados por números romanos. 
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Tabla No. 2 

Algunas propiedades de los factores de coagulación. (7) 

Sitio de Vida media Actividad Deficiencia con 

Factor Bioqu!mica síntesis 
Biológica en el Función Hemorragia 

(horas) suero manifiesta 

Fibrin6geno Glucoprote!na Hígado 77-108 Ausente Precursor de la si 

PM 340 000 fibrina 

Protrombina Glucoprotefna Hígado, dep. 68 Ausente Proenzima si 

PM 70 ººº Vit. K 

V Glucoprotefna Hfgado 20 Ausente Cofa.ctor si 

PM 30 ººº ...... Vil Glucoprote!na Hígado, dep. 4-6 Aumentado Proenz.ima si _, 
PM 63 000 Vit K 

Vl\l Glucoprote! na Hígado, RES 9-lS Ausente Cofactor si 
PM 1 100 000 

IX Glucoproteína Hígado, dep. 20-30 Aumentado Proenzima si 

PM 72 000 Vit K. 
X Glucoproteí.na Hígado, dep. 32-48 No cambia Proenzima si 

PM SS 000 Vit K. 

Xl Gamma-2-glo Hígado 48-84 No cambia Proenzima si 
bulina · -
PM 164 000 

XII Beta-globul}_ S2-60 Disminúido Proenzima no 

na PM 80 000 

Xlll Alfa-2-globu Hígado 108-168 Disminuido Proenzima si 
lina -

PM 320 000 



1.3. TROMBOPLASflNA TISULAR 

1 3.a. GENERALIDADES 

La tromboplastina tisular puede ser definida como un complejo presente en -

plaquetas y en varias células de tejidos, interviene esencialmente en la conversión de 

protrombina a tromhina, iniciando la vía extrínseca de la coagulación. Al parecer, -

las plaquetas son la fuente de t romboplastina durante la coagulación de la sangre t~ 

tal. Los términos originales para esta sustancia fueron: tromLocinasa (Morawitz), -

citocima (Fuld y Spiro), sustancia zimoplástica de Schmidt, trornboplastina (l·lowcll), 

término comunmentc usado en América. Una variedad de términos como extracto -

de tejidos, fibrinógeno tisular, t rombocima, factor de fosfolfpidos, fueron empleados.

Se le ha asignado por el Comite Internacional para la Nomenclatura de los factores

de la coagulación sanguínea, el término de factor lll. (5, 19, 30, 31). 

1.3.b. COMPOS!C!ON QUIM!CA 

La tromboplastina tisular aislada de diferentes tejidos es un complejo de --

proteína-fosfolípidos. La composición y purificación de este factor se obruvo con la 

ayuda de métodos como filtración en gel con Sephadex G-100 y electroforesis 

empleando desoxicolato de sodio y dodecil sulfato de sodio como detergentes. (3, 10, 

24). 

El contenido de carbohidratos del factor se presentan en la tabla No. 3. La 

cantidad total de carbohidratos en la molécula de la proteína es calculada alrededor 

de 6.3. g/100 g. 

La composición de la parte Hpidica del factor se reporta en la tabla No. 4. 

El factor tisular purificado, contiene aproximadamente un 7% de fosfolipidos en su -

constitución. Es necesaria la recombinación de 7.5 mg. de fosfotrpidos por mg. de -

proteína para que el factor tenga su máxima actividad coagulante. (3, 10, 18, 24). 
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Tabla No. 3 

Contenido de carbohidratos del factor tisular. (3) 

Fructosa 

Manosa 

Galactosa 

N-Acetilglucosamina 

N-Acetilneurarninato 

Tabla No. 4 

(mol de 
Contenido 

carbohidrato/mol de protefnai 

2.4 :!: 1.1 

6.0 :!: 0.7 

7.4 :!: 0.5 

2.6 :!: 1.0 

0.7 :!: 0.8 

Contenido de lfpidos del factor tisular. (3) 

Colesterol + ac. grasos libres 

Fosfatidilcolina 

Fosfatidiletanolamina 

Lisofosfatidilcolina 

Esfingomiel ina 

Fosfatidi\serina 

Fosfatidilinositol 

Contenido 
(gramos/100 gramos de lfpido total) 

12 23 

34 43 

13 22 

5 16 

7 9 

6 7 

tra'las 
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Los fosfolipidos son una gr~n clase de líµidos complejos, son también llamados

fosfogliceridos 6 gliceril-fosfátidos. Los fosfogliceridos son sólidos blancos de consis

tencia cerea, que por exposición al aire se obscurecen, ya que sus ácidos grasos no -

saturados tienden a oxidarse por la acción del oxígeno atmosférico. Los fosfolipidos 

son solubles en muchos solventes no polares que contengan ciC"rta cantidad de agua¡

son extrafdos adecuadamente de las células mediante me1.clas de cloroformo y meta

nol. Cuando los fosfogliceridos se adicionan al agua, se disuelven. La mayor parte -

del lipido disuelto se halla en forma de micelas dispersas en el sistema acuoso. El -

grado de insaturación u oxidación de los ácidos grasos y el tamaño de las micelas -

. formadas, son parámetros importantes. Una carga negativa en la superficie de la mi

cela es esencial en la actividad coagulante. (2, 9, 14, 37). 

Los más abun<lanles en las plantas superiores y en los animales son la fosíati-

dil-colina y la fosfatidil-etanolarnina, conocidos como lecitina y cefalina respectivame~ 

te. Las lecitinas contienen glicerol, ácidos grasos,, ácido fosfórico y colina, están di~ 

tribuidas en el organismo y tienen funciones mctabolicas y estructurales importantes. 

La fosfatidiletanolamina difiere de las lecitinas solo en su cabe7.a. aminoalcohol, 

que en éstas es una etanolamina. 

El fosfatidil-inositol (lipositol) tiene como grupo de cabeza al azúcar-alcohol 

cíclico de seis carbonos llamados inositol, se ha encontrado en tejidos encefálico. 

La fosfatidil-scrina, se ha encontrcado en tejido nervioso. En ésta, el grupo hl_ 

droxilo del aminoácido L-serina esta esterificado por el ácido fosfórico. -· 
El fosfatidil-glicerido tiene como grupo de cabe1.a una molécula de glicerina, se 

encuentra frecuentemente en las membranas de las bacterias-

Intimamente relacionado con el fosfatidil-glicerido se encuentra la cardiolipina. 

Esta es un lfpido complejo constituido por una molécula de fofatidilglicerido. Ambos

fosfolfpidos son característicos de las mernbranas celulares. 

Las esfingomiclinas se encuentran en grandes cantidades en el encefalo y tejido 

nervioso de animales superiores. En la molécula de éstos compuestos no hay glicerol 

Contienen fosforil-etanolamina o fosforil-colina como grupos de cabeza polares esteri

ficados al grupo hidroxilo de la ceramida y contienen un aminoalcohol complcjc. 
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Las estructuras químicas de éstos compuestos se presentan en la Fig. No. 9. 

(2, 3, 9, 14, 15, 32, 34, 37). 

.. /CH.J 
HOCHi-CH1-N,CM3 

CH 3 

Colin1 

3·Fosfatidilcolina. 

Estruct~1ra d<!l plJ'>ma!ógt>no 
(fo.,fatidali:tanolamlna). 

OH O 

CH3-(C~l:¡) 1:¡-CH =CH-~H-CH- ~ - ~ -R 
1 ...___, 

~H2 Ac~Jo 

{ 
? grJHl 

Acido lolif~llCO O=f-OH ... 

O-CH1 -CH-l-N(CH3) 3 

!Colina) 

Estructura de una CifingomlclinJ 

3·Fodatidilctanolamina. 

o 
fi> ~<¡:H1 -o-~-R1 OH 

R 2-c-o-;c¡;tt ~ , 
CH1-0-~---

0H 

OH' 

OH H 

3 Fosfatidilinositol. 

o 
~ :1H~-O-~-R1 

R2-c-o-crH ?i .. t¡iH:r. 
~CH1-0-P-O -C H 2-CH-COOH 

ÓH '--"--y---' 
Sulna 

3· F o .. f a 1idil~l'rina. 

'i1 
TH2-0-C-R. 

HO-'fH 9i .,./CHs 
C~0-s¡'-0-CH~CH1H.::::::CH> 

OH "---...---~ 
Colil"l.3 

U¡olccitina. 

Fig. No. 9 Estructura quimica de los Fosfolfpidos componentes del Factor Tisular. (9) 
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1.3.c. DISfRIBUCION DE LA TROMBOPLASTINA TISULAR. 

La tromboplastina esta ampliamente distribuida en e\ cuerpo. :\parece forman

do parte de rnucha.s células de tejidos. El cerebro, pulmón, timo, testículos y otros --

6rganos contienen gran cantidad de esta sustanc'ia. Para el punto de vista de la coa

gulación de sangre, la tromboplastina contenida en \as plaqueta$ es de suma impon~ 

cia. La trornboplastina es un ¡nvducto intracclu\nr, no se encuentra libre en la san-

gre, linfa y fluidos intersticiales. Se ha encontrado que la saliva y la leche materna 

contienen trombop\astina y esta última tiene particularmente una e\e.,,ada actividad -

tromboplástica. (3, 24, 32). 

Es interesante que todos los tejidos activos pnrccen tener una rica reserva de -

trotnboplastina así como el hecho de que extractos acuosos de cerebro y pulmón ten

gan una actividad tromboplástica cuando son probados con plasma rcca\ci ficado. Se -

consideró al observar la amplia distribución de \a tomboplastina como una medida pr~ 

ventiva del organismo en el caso de una hemorragia interna, pero ésta explicación es 

cuestionable en el caso de la hemofilia. En éste caso, el contenido de tromboplasti-

na en los tejidos es norrna\, sin embargo un sangrado interno es característico de esta 

enfermedad. La tromLupl.istin~ cst?. d1!"trihuida en todas las partes del cuerpo. 

La tromboplastina es un agente indispensable en el mecanismo de la coagula- -

ción, su presencia es necesaria, acompañada de los factores que intervienen en el me

canismo. (3, 24, 31, 32). 

1:3.d. FUNCION DE. LA TROMBOPLAS\'INA EN LA COAGULACION 

Puede afirmarse que la sangre circulante mantiene su estado líquido debido a la 

ausencia de cantidades significativas de trombop\astina libre o disponible. Debe men

cionarse que otros dos factores, el fibrinógeno y la protrombina se presentan libres en 

la sangre, y se encuentran en concentraciones muchas veces, mayores que las requer.!_ 

das fisiológicamente. La trombop\astina en marcado contraste, es e\ factor limitado

en el sistema de coagulación. (3, 32). 

La relación de liberación del factor tisular, determina el tiempo de coagulación 

y es considerada como la sustancia disparadora de este mecanismo. 
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Esta relación puede expresarse de mejor forma en la Fig. No. 10 

40 

30 

20 

10 

0.01 0.02 0.03 0.04 o.os 0.06 0.07 o.os 0.09 0.10 

Tromboplastina 

Fig. No. 10 Relación del tiempo de formación del coágulo contra la con 
centración de tromboplastina. (Se usaron 0.1 mi de plasma 
humano recalcificado y cantidades variables de tromboplastina 
tisular). (32). 

Observa111os que a elc\·adas concentraciones de tromboplastina el cambio e_n el -

tiempo de formación del coágulo, es exageradamente marcado para pequeñas variacio

nes de tromboplastin:i. Al aumentar la cantidad de ésta, el tiempo se acorta, hasta

que un valor mínimo constante es obtenido. Al alcanzarse la concentración óptima de 

tromboplastina, el tiempo se establece entre 11-13 seg., considerándose este rango de 

tiempo como valor normal. 

El suministro de tromboplastina en 13. sangre, es derivado de las plaquetas, que 

con su ruptura, liberan este factor. Por lo tanto, los factores que regulan la lisis o 

destrucción de las plaquetas, determinan el mecanismo de coagulación sangufnea .. (3,-

10, 32). 

Diferentes escuelas sugieren el mecanismo de acción de la tromboplastina, una 

estima que su acción es de tipo enzimático y la otra establece que es de tipo quími

co. 

El concepto enzimático fué propuesto por t\·\orawitz y Douglas, quienes notaron 

la gran habilidad que t.iencn las enzimas prott:uHti.cas como la tripsina. Esta actúa di 

rectamente sobre la prouombina para dar trombina; aumenta su potencia en presencia 

de calcio ioni1.ado. Ea~.lc y Harris propusieron que la trornboplastina constituye una 
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enzima proteolítica semejante a la tripsina en su constitución para activar el mecanis 

mo de coagulación. Es importante enfatizar que este factor no cumple con las pro

piedades típicas de estas enzimas, por lo que esta teoría no quedó establecida. (31,-

32, 37). 

La segunda teoria, basándose en la ley de estcquiornetría: establece que la 

tromboplastina se une directamente a la protrombina para formar trombina. Al fijar

una cantidad de protrombina y mezclarla con incrementos controlndos de tromboplas

tina, la cantidad de trombina formada es directamente proporcional a la cantidad de

tromboplastina, hasta llegar a una concentración en la que la producción de trornbi

na es constante. (Fig. No. J 1 ). 

"' "' E 
E 

"' "" e: 

1250 2amr Ja tr mLo ilasti~ 

1--1--0---l---- ---- --·--- --------·· 
___ ,_ 

l--><1---1---l---+.---- -------- ---- - -- -- ---

~ ,__& 50 gamr:w tr imLo i!._:;_~l1a j __ Q--~~ 

''. ~~=~:; :::~:("'f J¡~+;n 
:E i~'" 
E 
o 

{::. 

~~~.....¡~--:- c~_·::t=jj 

o 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 
Tiempo en minutos 

Fig. No. ll Cantidad de trombina formada a partir ele una cantidad cons 
tante de protrornbina, variando Ja cantidad de tromboplasti_:
na. La concentración inicial de protrombina fué de 2300 -
u/mi. (31). 

En adición a la tromboplastina, un segundo factor es esencial para la activa- -

ción de la protrombina, el calcio. En la sanere, csLe factor se presenta en dos far-

mas, libre y unido o también llamado ionizado o no ionizado. Los iones calcio son i,!!l 

portantes en tres µasas dentro del sistema de coagulación: 

l. Durante la activación final de la tromLoplastina, por activación de los pro

ductos t romboplastínicos del sistema intrínseco o ext rinseco con el factor

V y factor X. 
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2. Durante la transfo1mación de protrombina en trombina, bajo la acción de la 

trombop1astina activa. 

3. Durante la formación de fibrina. (Fig. t-:o. 12) 

Ca ++ 
Factor X-------~ Factor X activo 

~Factor Vactivo Factor V 

~++ 
Protrombina ---~-=ª'--Trombina 

~++ 
Fibrinógeno --------> Monómero de fibrina 

L 
Polímero de fibrina 

l ++ Ca 

Fibrina 

Fig. No. 12 p.._¡;el del calcio en la coagulación. (31) 

Cuando se extrae sangre puede evitarse que ésta so coagule, disminuyendo la -

concentración de iones calcio por debajo del umbral necesario, esto se logra desioni-

zandolo al hacerlo reaccionar con ión citrato provocando un complejo soluble calcio-

citrato, o precipitándolo con iones oxalato. (2, 10, 16, 23, 32, 32). 

1.3.e. ESTABILIDAD DE LA TROMBOPLASTINA 

Es diffcit determinar el efecto directo de la temperatura sobre la tromboplasti

na, mientras que el medio y la presencia de otras sustancias influyen enormemente s~ 

bre este factor. Los ext[O.ci..ü~ de tejidos acuosos pierden relativamente poca actividad 

cuando hierve. Puede establecerse que la t romboplastina es más resistente que la pro.. 

trornbina, que se ve levemente afectada a 600 C. 

Los extractos de puln16n después de ser sujetos a teinperatura de ebullición por 

una hora, permanecen más activos que los extractos de cerebro, con lo que se deduce 

que los extractos de cerebro son más lábiles que los de pulmón. Estas variaciones -

pueden verse en la tabla r-<o. 5. 
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Es probable que la t romboplastina purificada presente mayor estabilidad que los 

extractos crudos y la_ marcada resistencia al calor, debate la teoría que indica que la 

tromboplastina es una enzima. (13, 17, 31). 

Tabla No. 5 

Efecto del calor sobre la actividad trombop!ástica de extractos hísticos. (31) 

Tiempo de formación del coágulo 

Extracto de cerebro de Extrae to de pulmón de 
conejo. (segundos) conejo. (segundos) Temperatura (ºC) 

54 

60 

75 

90 

100 

8 

8 

25 

30 

37• 

50i 

7.5 

8 

12 

13 

15* 

20i 

Lu:; ex.tractos tisulares fueron calentados por 15 rnin. a la temperatura especificada. 
* calentado por 10 min. 
i calentado por 60 min. 

La tromboplastina cu:·.ndo es ex.puesta al aire, gradualmente se torna café y si

multaneamente ocurre la pérdida de actividad. Almacenando las preparaciones en -

un tubo evacuado o tm attnósfera de nitrógeno, la potencia completa puepe mantener

se indefinidamente, probablemente por prevención de la oxidación. (12, 17, 30, 31, 32 

36). 

1.3.f. ESPECIFICIDAD DE ESPECIES 

Se encuentran diferencias entre la actividad tromboplástica de tromboplastina -

tisular obtenida de diferentes animales de laboratorio, así. como una diferencia en la

respuesta de \a sangre de esos anirnnles a la tromboplastina. Este efecto se presen-

ta más en cerdos de Guinea, los extractos tisulares de éstos, aceleran la formaci6n -

del coágulo del plasma de cerdos de su especie, siendo menos efectivo para plasmas de 

conejos e inefectiva para plasmas de pollos. Se ha observado que la tromboplastina -
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obtenida de conejo tiene actividad sobre plasmas de animales de otras especies asi co

mo para plasmas de su misma especie¡ esto es debido a su composición qufmica. Lo_ 

cual sugiere que la acción de la twmboplastina depende de las especies para definir -

Sll actividad, por lo que se considera que tiene especificidad. (3, 15, 23, 24, 31, 32) 
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1.4. FUNDAMENTO DEL METODO DE QUICK 

El tiempo de formación del coágulo de fibrina en la sangre o plasma, es medi

do por una relación directa que depende de la concentración de protrombina con otros 

factores de la coagulación, como son tromboplastina, calcio y fibrinógeno. El fibrinó

geno es encontrado en sangre, en concentraciones constantes, por lo que es considera

do como un factor constante. La concentración de calcio es completamente controla

da por la adición de oxalato de calcio en sangre y recalcificando el plasma por la ad!_ 

ción de cantidades constantes de cloruro de calcio. La tromboplastina tisular es adi

cionada en exceso al plasma. 

Bajo estas condiciones, la formación de la trombina que determina el tiempo -

de coagulación, es exclusivamente dependiente de la concentraci6n de protrombina en

sangre. 

La quimica de estas reacciones se expres.a de la siguiente forma: 

Protrombina -

(prot rombina decalcificada) 

Protrombina Ca 

(protrombina activa) 

Protrombina Ca + Tromboplastina ______ _,, Trombina 

Fibrinógeno + Trombina ----- • Fibrina 

El tiempo de protrombina de un solo paso, es una prueba de selección para la 

vía extrínseca y vía común de la coagulación. (5, 19, 20, 31, 34) 
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LS. VALORES NORMALES 

Un plasma normal debe coagularse en un tiempo entre 11 y 14 segundos des- -

pués de añadir clacio con una tromboplastina activa. Las muestras duplicadas se coa

gularán con un intervalo de 0.3 segundos entre sr. (5, 19, 34) 
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l.6. DEFICIENCIAS Y ALTERACIONES EN EL SISTEMA DE COAGULACION 

Los diferentes estados hemorrágicos en un paciente, pueden ser detectados o e~ 

cluídos con la ayuda de dos parámetros: una historia clínica familiar y los reportes de 

las determinaciones del laboratorio de coagulación. Las coagulopatfas son facilmentc 

detectadas indicando si la anormalidad radica en la vfa extrínseca o en la intrínseca -

de la coagulación. (15, 28) 

l. El tiempo de protrombina (método de Quick) nos indica si la anormalidad -

se encuentra en la vía extrínseca de la coagulación. 

2. El tiempo de generación de tromboplastina (método de Biggs y Douglas), 

nos reporta si la anormaJidad se encuentra en el sistema intrínseco de la -

coagulación. 

La medición del tiempo de protrombina, con tromboplastina tisular y calcio, en 

concentraciones adecuadas, mide la contribuci6n de la protrombina, factor V, factor -

VII y factor X para la generación de protrombina. Por tal razón cuando uno o más -

de uno de estos factores están en concentraciones reducidas, el tiempo normal de -

protrombina se prolonga. Se sabe que la influenci::i efe l?.s conccntiaciunt!~ <lt! acuerdo 

a su importancia cita al factor VII como el primero, seguido por el factor X factor

V y protrombina. El fibrinógeno también juega un papel importante en el proceso de 

coagulación. (20, 28) 

A. Factor VII (proconvertina) 

El déficit congénito (hipoconvertinemia congénita) parece resultar de un gen -

autosómico alterado. El defecto es autosómico pero tan solo parcial~ente recesivo; -

los pacientes presentan una tendencia a un sangrado excesivo, hematomas fáciles y -

gingivorragias. En las mujeres es frecuente una menorragia importante. 

Las deficiencias adqui ricias de este factor pueden ser detectadas desde el perf~ 

do neonatal, en pacientes tratados con cumarina, tambi6n en personas con enfermeda

- des del hígado, deficiencias de vitamina K y neoplasias malignas. 

Estas deficiencias deben sospecharse en pacientes cuyo tiempo de protrombina

sea prolongado. 
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B. Factor X (Stuart Prower) 

La deficiencia hereditaria de este factor es rara, aparece como un factor aut~ 

s6mico recesivo. 

La deficiencia adquirida es asociada con un factor estable formado en higado -

y dependiente de 18.: producción de vitamina K, aparece en pacientes a los que se les -

administra cumarinas. Debe sospecharse en pacientes con tendencia a sangrar y tie!!l 

po de protrombina y tromboplastina parcial anormales. 

C. Factor V (Proacelerina) 

La deficiencia del factor V es conocida como para-hemofilia o enfermedad de

Owren. Es un defecto hereditario con un rasgo autosómico recesivo. Se presenta en

hombres y mujeres con signos similares a los de una hemofilia. Los síntomas consisten 

en una hemorragia excesiva debida a un trauma. 

La para-hemofilia adquirida puede asociarse con enfermedades severas en hígado, 

septicemia, leucemia y neoplasias malignas. La deficiencia se sospecha en pacientes

con tiempo de protrornbina prolongado. 

D. Factor 11 (Protrombina) 

La deficiencia hereditaria o también llamada l-lipotrombonernia es rara encon-

trarla. El déficit adquirido ocurre cuando la producción de vitamina K es inter[erida

(sintetizada en el tracto intestinal); por lo tanto en padecimientos gastrointestinales

se puede presentar un sangrado excesivo. Asimismo se encuentra en pacientes con -

enfermedades hepáticas. 

El diagnóstico de esta deficiencia es dificil, ya que siempre está asociada a la 

de[iciencia de otros procoagulantes. 

E. Factor 1 (Fibrinógeno) 

El fibrinógcno es esencial para la formación del coágulo sanguíneo. La canee!!_ 

tración nonnal es de 100 mg/100 ml de plasma. Las deficiencia congénitas son raras 

presentandose tres tipos: 
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E.L Afibrinogenemia congénita .. - La sangre de estos pacientes no forma un

coágulo visible al añadir trombina.. Parece demostrarse la ausencia de -

fribrin6geno. 

E .. 2. Disfibrinogenemia congénita.- La concentración de fibrinógeno es menor a 

la normal. Se forma un coágulo visible al dejar que la sangre coagule -

espontáneamente. 

E.3.- 1-lipofibrinogenemia congénita. La concentración de fibrinógeno es tan b<o_ 

ja que no es posible detectarla, se necesita un método inmunológico par~ 

lograrlo. 

Las deficiencias adquiridas se presentan en pacientes sometidos a intervenciones 

quirúrgicas con complicación posterior, en hemorragias retroplaccntarias, cirugía de hi._ 

gado> padecimientos pulmonares, transfusiones de sangre incompatil>les, cirrosis hepáti

ca, cáncer prostático e infecciones bacterianas. El fibrinógeno parce~ estar controla

do por un gen rece~ivo ::wtosúwico. La deficiencia debe sospecharse en pacientes con 

tiempo de pro[rombina largo, y va.lores anormales en pruebas especificas para este -

fáctor. (5, 15, 19, 20, 21, 28, 37). 
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1.7. ESfUDIOS DE ESTABILIDAD ACELERADA 

L.7.a. CONCEPTO DE ESfABILIDAD 

La estabilidad de un fármaco puede ser definida como el lapso de tiempo des

de Su preparación inicial, durante el cual se mantienen las propiedades físicas, quim_L 

cas y bioló~icas dentro de especificaciones, a pesar de estar sujetas a una variedad -

de cambios, como son, calor, luz y temperatura. (4, 36) 

La estabilidad de los productos debe ser demostradas por el uso de métodos -

adecuados. Las consideraciones de estabilidad, deben incluir , no solo los requerimie!!_ 

tos establecidos en sus especificaciones, sino también los cambios en su aspecto física 

Los parámetros de estabilidad de un producto pueden ser afectados por diversos fact~ 

res, como son: temperatura, radiaciones, humedad, oxígeno, bióxido de carbono u - -

otros gases atmosféricos, presión, solventes, cambios de pH, contaminación microbiana 

componentes del empaquetado, propiedades del agua u otros solventes. (36) 

Los criterios aceptables de estabilidad de un fármaco o producto, se presentan 

en la tabla No. 6. 

Tabla No. 6 

Criterios de niveles aceptables de estabilidad. (36) 

Tipo de estabilidad 

Qurmico 

Físico 

Microbiológico 

Terapeútico 

Condiciones mantenidas a lo largo de la vida media 
del producto 

Cada ingrediente activo mantiene su integridad quí
mica, potencia y pureza dentro de especificaciones. 

Las propiedades físicas originales como su color, fo.!_ 
ma, olor, tamaño, etc., deben mantenerse dentro de 
su especificación. 

La esterilidad o resistencia al crecimiento bacteria
no es mantenida de acuerdo a la especificación. La 
acción de los agentes antitnicrobianos es efectiva. 

Los efectos terapeúticos se mantienen sin cambios. 
~~~~~~~~~~~~~~~--~~~~~~~-

Toxicidad No hay incremento en la toxicidad. 
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En el mantenimiento de la estabilidad en lfquidos esrériles, debe considerarse -

la presencia de contaminación microbiana por indicios de opalescencia, cambio de co

lor, presencia de coágulo, capa superficial parriculada, formación de gas o materia 

floculante. (4, 17, 36) 

1.7.b. ESI'A131LIDAD ACELERADA 

Existen razones y necesidades para realizar estudios de estabilidad acelerada. -

Una razón es de tipo sanitario, ya que el hecho de que un fármaco sea inocuo, no -

significa que sus productos de degradación también lo sean. Otra razón es de tipo -

legal, que exige que todos los medicamentos cumplan con las condiciones de identi-

dad, efectividad, potencia, pureza e inocuidad durante el período en el que se encuen

tran en el mercado. (13, 30). 

Inicialmente los estudios de estabilidad acelerada son empleados para predecir -

el periodo de tiempo en el que la potencia cae bajo condiciones ambientales. Esen

cialmente la prueba involucra la exposición de las muestras bajo estudio a 3 ó 4 tem

peraturas elevadas, elegidas entre un rango de SO a 100º C. (4, 33). 

Todos estos métodos, se basan en la cinética de su velocidad de reacción. Es 

posible obtener experimentalmente los datos cinéticos, correlacionarlos por medio de -

ecuaciones matemáticas, proponer el mecanismo de la reacción y establecer las candi_ 

cienes para acelerar o dism·nuir la velocidad de reaccion según cada finalidad. 

La velocidad de una reacci"ón, es definida como la velocidad con la que cambia 

la concentración de una sustancia que interviene en esa reacción. Es de interés para 

la cinética, determinar los cambios por los cuales se puede llegar de los reactivos -

(estado inicial), a los productos (estado final). 

En la reacción A B------oC 

A y B son los reactivos y C el producto, la velocidad de reacción, es la veloci

dad de desapar ici6n de A, la velocidad de desaparición de B o la velocidad de apari-

ción de e, teniendo: 
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V 
- d [ B] d [e] 

dt dt dt 

La concentración de determinada sustancia, suele relaciomirse con alguna propi~ 

dad de fácil med{ción, como presión, absorción de radiación, rotación óptica, etc., y -

por lo tanto la velocidad de reacción es susceptible a medirse por el aumento o dismi 

mución de estos parámetros. 

El orden de la reacción es definido como el número de moléculas de cuya con

ccnt ración depende la velocidad de reaccion. 

En una reaccion de orden cero, la velocidad de la reacción es independiente de 

la concentración de los reactivos. Su ecuación matemática es v - k 

En la reacción A + B---->C 

- d A - d B d e 
V k 

dt dt dt 

Si llamamos x a la concentración inicial del reactivo, se representa 

d X 
k 

dt 

d X k dt 

Para obtener la forma integrada, se usará como límites la concentración inicial 

y la concentración al tiempo eº ) 

f c d X k Jt dt 
e o o 
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-1 X ( 
c 

k i t r 
o o 

e ca k 

ca c 
k 

La representación de la concentraci6n en función del tiempo en una reacción -

de orden cero, es una recta cuya pendiente es la constante de velocidad de reacción 

( - k ) y la ordenada al origen la concentración inicial ( C
0 

). La recta siempre -

va a ser con pendiente negativa ( - k ) pof lo que la constante de velocidad será po

sitiva .. 

En una reacción de primer orden, la velocidad de reacción es proporcional a la 

concentración de uno de los reactivos. 

En la reacción A + B-----.C 

- d X 
k X 

dt 

- d X 

k dt 
X 

te d X 
k f: dt 

o X 

1 In 1 

c 

1 t r X - k 

ca o 
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In e k t 

La representación del logaritmo natural de la concentración actual en función -

del tiempo, es una recta de pendiente igual a ( - k ). Puede controlarse el orden de 

la reacción calculando numericamente la k : 

k In 

e 

En una reacción de segundo orden, la velocidad de reacción es proporcional a -

la concentración de dos reactivos o a la segunda potencia de uno de ellos. 

En la reacción A + B 

V k A B 

La representación de la concentración en función del tiempo queda representa

da de la siguiente forma: 

+ k t 

e 

La representación gráfica de la inversa de la concentración en función del tiem 

po, es una recta de pendiente ( k) y ordenada al origen 1 

17.c. TIEMPO DE VIDA MEDIA Y t 90 % 

En los estudios de estabilidad, es común encontrar en lugar de la constante --

de velocidad de reacción, el llamado tiempo de vida media ( t 1 / 2 ) en el que la -

concentración del fármaco ha bajado a la mitad de la inicial. 

El tiempo en el que la concentración del fármaco es el 90 % del valor inicial -

es_ denominado t 90 % ó también t 10 % • (4, 17, 33) 
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1.7.d. METODO DE ARRHENIUS 

El método de Arrhenius es también conocido como método de Garret, ya que -

este autor desarrolló su aplicación al cálculo de la estabilidad de productos farrnaceú

ticos. La relación cuantitath•a entre la velocidad de reacción y la temperatura puede 

provocar una reacción de orden cero o de primer orden. 

La ecuación de primer orden es: 

y . ( t k t 

en donde y
0 

y y 

es una constante, y 

son las potencias iniciales y después de un tiempo k 

t ) graficado contra es una recta con una pendiente de -

( - k ). 

La ecuación de primer orden es: 

In y ( t } In k t 

el In· y ( t } contra dá una recta con penrlíente de ( - k ). 

La relación entre la descomposición y la temperatura están dadas por la sustit~ 

ción de k en la ecuación de Arrehnius: 

k Ae E/ R T 

en donde A es un factor de frecuencia o constante., E la enegía de activación o e!!_ 

tcalpta de activación, T la temperatura en grados absolutos y R la constante de los 

gases. 

En forn1a logarftmica tenemos: 

In K ln A E 

RT 

el lag. k contra l / T dá una recta con pendiente de 
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Empleando estas ecuaciones es posible predecir el tiempo que toma el fármaco 

para descomponetse en x % a una tempcratua T y con esto obtener el tiempo de 

vida media del mismo. (4, 17, 30, 33, 36) 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Considerando que en la actualidad se presenta el problema de abastet:imiento -

de material de importarión utilizado en el laboratorio de Análisis Bioqufmico- Clinico, 

y encontrando que dentro de estos reactivos se encuentra la tromboplastina tisular, -

se propone que al obtener este producto en la E.N.E.P. Zarago1.a, se logrará un siste

ma económico de autoabastecimiento Je rca.ctivos de uso clínico y se propiciará la -

creación de una infraestructura interna del plantel. 

E:s importante tomar en cuenta que hasta ahora, se ha relizado poca investiga-

ción sobre la producción de reactivos en la E.N.E.P. Zaragoza. Por esta razón, el pi.<?_ 

yecto es considerado de gran utilidad. 
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3. OBJETlVOS 

3.1. OBjETlVO GENERAL 

3.1.a. Obtener Ja t romboplastina tisular a ,partir del tejido encefálico de conejo y 

acondicionarla farmacéuticamente en la E.N.E.P. Zaragoza, para ser utiliza

da en los laboratorios de Análisis Bioquímico-Clínicos. 

3.2. OBJETlVOS ESPECIFICOS 

3.2.a. Estandarizar la tromboplastina tisular obtenida. 

3.2.b. Efectuar las pruebas de estabilidad acelerada 

3.2.c. Dejar establecidas las condiciones de producción y acondicionamiento del pro-

dueto, así como los parámetrc;>s de control de calidad del mismo, para la produE 

ción posterior del reactivo dentro de la E.N.E.P. Zaragoza. 
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4. HIPOTESIS DE TRABAJO 

La tromboplastina tisular obtenida en la E.N.E.P. Zaragoza, tendrá las propieda

des químicas y de calidad, equivalentes a la obtenida comercialmente. 
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5. MATERIAL Y METODOS 

5.1. MATERIAL BIOLOGICO 

Plasma obtenido de sangre venosa. 

Cerebro de conejo post-mortem, de preferencia obtenido de 24 a 46 hrs. después 

de la muerte. 

5.2. EQUIPO 

Centrifuga clínica Solbaat Mod. 12. 

Balanza ana\Itica Mettler H - 60. 

Baño de agua Mapsa Mod. BMT 4. 

Refrigerador American A - 2. 

Cronómetro. 

5.3. MATERIAL 

Tubos de ensayo de 12 x 75 mm Pyrex. 

Tubos de ensayo de 12 x 100 mm Pyrex. 

Embudo de vidrio. 

Mortero con pistilo. 

Matraz volumétrico de 100 ml. 

Matraz volumétrico de 500 mi. 

Matraz erlenmeyer de 250 y 500 mL 

Vasos de precipitado de 100, 250 y 500 ml. 

Pipetas graduadas de 0.1, 1.0, 5.0 y JO.O mi. 

Pipetas Pasterur. 

Termómetro. 

Probetas de 50 y 100 mi. 

Ampolletas de 5 mi. color ambar. 

Gradilla para tubos de ensayo. 

Espátula de acero inoxidable. 
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"perilla de succión 

Bulbos de goma. 

Ligadura. 
Estuche de disección. 

Pape\ filtro. 

5.4. Rl?.ACflVOS 

solución salina isotónica. 

Oxalato de sodio 0.1 M. 

Cloruro de calcio 0.02 M. 

Acetona 
Agua destilada. 

Azida de sodio. 
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5 .5. METOOOLOGIA 

5.5.a. OBTENCION DE TROMBOPLASTINA TISULAR. (1,21,34) 

1. Obtener un cerebro de conejo post-mortern de r.·referencia de 24 a 48 horas des-

pués cie su muerte. El órgano se t ransporra perfectamente sellado en un reci- -
piente que contenga suficiente solución salina isotónica para cubrirlo. 

2. El cerebro puede guardarse en refrigeraci6n, si ne se utiliza inmediatamente. 

3. Teniendo cuidado de manejar el órgano, remover y descartar las meninges Y el ce 

rebelo bajo agua corriente fría. Quitar todos los vasos pequeños que sea posible. 

4. Cortar el órgano en pequeños fragmentas de aproximadamente 1 a 2 cm. de diá

metro. Asegurarse de que no quede ningún vaso :;ar1gurneo ni coágulo diminuto. -

Enjuagar los cortes otra vez con af.Ua corriente. 

S. Emulsi ficar los fragmentos en un mortero grande cory acetona, hasta que adquieran 

un aspecto de hojuelas. 

6.. Desechar la acetona sobrcnadantc y repetir la emulsión hasta que ya no adquie

ra aspecto lechoso, lo que indica que ya se han quitado todos los lípidos solu-

bles en acetona .. 

7. La sustancia cerebral restante se esparce sobre papel filtro seco, y se deja secar 

a temperatura ambiente. 

8.. Este material debe ser pulvurento, de color pardo claro y puede conservarse por 

tiempo indefinido en recipientes herméticos a 4º C, conteniendo un agente dese

cante. 
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5.5.b. PREPARAC!ON DE LA SUSPENSION DE TROMBOPLASTINA TISULAR 

l. Tomar 0.2, 0.5 y 0.7 gramos óel polvo seco óe cerebro y suspenderlos por separ!!o 

do en 10 m1. de solución salina isotónica. 

2.. Calentar a 37º C durante lS ó 20 min., agitar cada cuatro minutos por inversión 

del tubo de eusayo, donde está contenido e\ extracto. 

3.. Las partículas gruesas se dejan sedimentar, centrifugar el Hquido restante. 

4.. Utilizar el sobrenadante opalescente para efectuar la estandarización de la trom

boplastina tisular. 

S.. Almacenar el liquido opalescente en frascos viales a temperatura de refrigeraci611 

si no se utiliza inmediatamente 

.S.c. MUESfRAS DE SANGRE Y OBT[);NC!ON D[);L PLASMA. (5, 19) 

1. Las rnuest ras de sangre para las pruebas de coagulación debc11 recogerse por veni_ 

puntura simple de una vena anticubitaL 

2.. Obtener la sangre po1 la técnica de dos jeringas de plástico.. La primera unida

ª la aguja durante la venipuntura propiamente dicha, se usa para recoger los pri-: 

meros 2 6 3 mL de sangre (con más posibilidades de <.;Ontaminación por pequeñas 

cantidades de factor tisular), y para descartarlos, la segunda jeringa con 0.1 mi. 

de anticoagulantc se une a la aguja que descansa en el Jumen de la vena y se -

usa para la recolección de la muestra de sangre que va a usarse para la prueba. 

3. Después de recoger la cantidad apropiada de sangre, la jeringa se retira con la -

aguja unida y después se invierte varias veces11 de inmediato para que se mezcla -

la sangre y el anticoagulante. 

4. Después de la recolección, centrifugar la sangre a 1 500 rpm durante 10 minutos. 
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S. Separar el plasma con una pipeta Pasteur y transferirlo a un tuto, se tapa y se 

conserva en un baño de hielo hasta la prueba. 

s.s.d. ESTANDARIZACION DE LA TROMl.IOPLASflNA TISULAR. (15, 21, 34) 

l. Utilizar 10 plasmas obtenidos de pacientes normales, a los cuales se les determina. 

su tiempo de protrombina (TP) con un reactivo comercial. 

2. Dichos plasmas deben caer en el rango <le referencia (de 11 a 14 seg.). 

3. Una vez que se ha determinado e\ TP para cada uno de los plasmas, proceder a -

preparar un plasma de trabajo, consistente de la mezcla de plasmas normales. 

4. Determinar el TP del plasma de trabajo que servirá como control normal en cada 

una de las determinaciones posteriores. 

S. De la tromboplastina tisular obtenida, preparar suspensiones con las siguientes 

concentraciones: 

Extracto de Tromboplastina 
tisular (g) 

0.2 

o.s 

0.7 

0.9 

Volúmen de SS! 
(1111) 

10.0 

10.0 

10.0 

10.0 

6. Determinar el TP para cada concentración, empicando el plasma de trabajo co

mo referencia. 

7. Hacer las detern1inaciones de TP por triplicado. 

8. Seleccionar la concentración que reporte un TP dentro de los valores normales, 

para su acondicionarnicnto. 
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5.5.e. DETERMINACION DEL TIEMPO DE PROTROMBINA. (1, 31, 35) 

l. Antes de la toma de muestra, calibrar \os tubos de ensayo de 13 x 100 mm., -

para depositar en ellos exactamente 5 ml de sangre. 

2. Agregar 0.5 mi de solución de oxalato de sodio 0.1 ,\\ a cada tubo. 

3. Obtener alrededor de 5 mi de sangre venosa y depositarla de inmediato en el -

tubo calibrado, hasta alcan1.ar la marca. 

4. Mezclar la sangre y la solución de oxalato mediante una suave inversión del tubo. 

5. Centrifugar la muestra a 1 600 rpm en un lapso de 10 min. 

6. Separar el plasma sobrenadante en otro tuLo de ensayo limpio y seco. 

7. Para cada muestra que se quiera someter a prueba, colocar 0.5 ml de solución -

de cloruro de calcio 0.02 M en un tubo de ensayo. 

8. En otro tubo, depositar la misma cantidac.l de la suspensión de tromboplastina ti 

sc\ar (obtenida en el laboratorio). Poner ambos tubos en un baño de agua a 

37º c. 

9. Medir exactamente 0.1 ml del plasma problema en un tub9 de ensayo de 11 x -

75 mm y colocarlos en el baño de agua a 37º C. 

10. Dejar incubar el plasma aproximadamente por 60 seg., añadir 0.1 mi de la sus

pensión de trombop\astina tisular agitando ,el tubo suavemente y :::enseguida 0.1 -

mi de la solución de cloruro de calcio 0.02 M. t'\l mismo tiempo accionar el -

el cron6mctro. 

11. Dejar el tubo dentro del baño aprox. 8 seg. 

12. Someter al tubo a un suave movimiento de vaivén frente a una buena [uente de 

luz y observar el contenido hasta la formación del coágulo de fibrina. En este 

momento, detener el cronómetro, registrando el tiempo. 
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13. Repetir el procedimiento dos veces más para tener tres registros por cada probl!: 

ma. La primera determinaci6n dá una idea aproximada del valor del TP, la se

gunda y tetcera de.terminación, no deben variar en mtis de dos segundos. 

s.s.f. ACONDICIONAMIENTO DE LA TROMBOPLASl"INA TISULAR. 

L Colocar las ampolletas de 5 ml color ambar en recipientes para su esterilización. 

Introducirlas al horno a una temperatura de 160º C por un tiempo de dos horas. 

Sacarlas y dejarlas enfriar. 

2. De la suspensión de tromboplastina estandarizada (V.5.d.), colocar con la ayuda -

de una }eringa estéril, 2 mi de la suspensión en cada una de las ampolletas, ha

cer esto en \a zona de seguridad del mechero, para evita.r contaminaci6n del pro

, dueto. 

3. Cerrar la arn¡_,ullcta utilizando el mechero como fuente de calor. 

4.. Hacer cuatro lotes e incubarlos a ias siguientes temperaturas: 42 C, 25º C, 

37º C y 47º c. Durante un períoc!o de tres meses. 

5. Medir por triplicado la actividad de la tromboplastina tisular de acuerdo al méto

do {V .5 .. e.) por semana áurante tres meses, para cada una de las temperaturas. 

S .5.g. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD ACRLERADA 

l. Realizar análisis inicial de las muestras, reportando potencia y descripción ftsica 

pnra obtener datos al tiempo inicial 

2. Reportar los datos de análisis semana\ durante 14 semanas en una tabla de tlem

po de protrombina contra tiempo. 

49 



3. Por análisis gráfico determinar el orden de la reacción. Representar la concen-

traci6n del producto contra el tiempo, correspondiendo respectivamente, a una -

reacción de orden cero (si se grafica c;oncentración contra tiempo), de primer º.!.. 
den ( ln de la concentración contra el tiempo) y de segundo orden (l/concentra

ci6n contra el tiempo).. La función que se aproxime a una recta, decidirá el or

den de la reacción. 

4.. Obtener la ecuación de la recta por mini.mas cuadrados~ 

S. Obtener las constantes k al graficar la concent1aciGn contra el tiempo. 

6. Determinar el valor de la pendiente que corresponde al valor de k. 

7. Obtener las constantes de la ecuación de Arrhenius. Determinar graficamente la 

ordenada al origen A y la pendiente equivaldrá a la energía de activación, tenie!'. 

do el valor de la constante de los gases. 

8. De la ecuación de Anhenius, determinar el valor de la constante k para la -

temperatura de 259 C. 

9. Determinar la vida media del producto. 
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6.. RESULTADOS 

6.1. ESTANDARIZACION DE LA TROMBOSPLASTINA TISULAR OBTENIDA 

A partir de la disección de cabezas de conejo (material obtenido como desecho) 

se obtuvo la masa encefálica de éstas. Se emplearon 20 cabezas de conejo, el extra~ 

~ to derivado de l!na cabeza fué de 1.5 ¡;rn.r.10:¡, por lo tanto: 

1 cabeza de conejo 

20 cabezas de conejo 

LS g. extracto seco 

30 g. extracto seco 

Se procedió a hacer la estandarización del producto como indica la tabla No. 7 

Tabla No. 7 

Estandarización de la tromboplastina tisular 

Extracto, seco de trombosplastlna 
TisnlM (g.) 

0.2 

0.5 

0.7 

0.9 

Volúmen de S.S.!. 
(ml.) 

10.0 

10.0 

10.0 

10.0 

A continuación, en la tabla No.' 8 se dan los datos obtenidos a partir de los -

tiempos de protrombina para cada una de las. concentraciones mencionadas. Se traba

jó con un plasma Ge trabajo, formado por 5 plasmas de pacientes normales. 
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Tabla No. 8 

Tiempo de Protrombina para cada concentración de trornboplastina tisular 

No. 0.02 

19 seg 

2 18 seg 

3 18 seg 

4 17 seg 

5 17 seg 

Concentración de tromboplastina tisular 
(g/ml) 

o.os 0.07 

15 seg 12 seg 

13 seg 11 seg 

13 seg 11 seg 

13 seg 10 seg 

12 seg 10 seg 

sacando la media de los valores para cada una de las concentraciones: 

Concentración de 
tromboplastina tisular Media 

(g/ml) (seg) 

0.02 17.80 

o.os 13.20 

0.07 10.80 

o.os 10.60 

0.09 

12 seg 

11 seg 

10 seg 

10 seg 

10 seg 

estos valores, se presentan en la gráfica A Aqu! se observa el efecto de la con-

centraci6n de tromboplastina tisular en relación al tiempo de protrombina. 
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6.2. VALIDACION DE LA TROMBOPLASTINA TISULAR OBTENIDA 

EN LA E.N.E.P. ZARAGOZA 

La validación consistió en comparar a la tromboplastina tisular obtenida contra 

una tromboplastina comercial. Para esto, se emplearon 10 plasmas de pacientes nor-

males. Los resultados se dan en la tabla No. 9 

Aplicando la distribución de la población obtenida a Ja media muestrea! 

formemos el estadístico: 

X - }'-

Gossett demostró que esta tiene una distribuci6n exacta, que depende de 

p - n - l. Se denomina distribución de Student o distribución t. 

Tabla No. 9 

Plasma 

2 

3 

4 

s 
6 

7 

8 

9 

10 

Validación de tromboplastina tisular 

Tromboplastina Comercial 

Tiempo de protrombina 
(valor x seg) 

12.S 

12.S 

12.S 

13.0 

13.0 

13.0 

13.0 

12.S 

12.S 

12.S 
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Tromboplastina Obtenida 

Tiempo de protrombina 
(valor x - seg) 

12.5 

12.5 

12.2 

12.5 

12.5 

13.0 

13.0 

13.0 

12.7 

12. 7 



En este caso, la población distribuida normalmente son los tiempos de protro_!!1 

bina para ambas tromboplastinas. 

Debemos verificar la hipótesis nula, de modo que: 

Hipótesis nula Ho 12.66 

Hipótesis alternali va Hi ) 12.66 

Fijemos el riesgo del error de tipo en ; S por ciento. Con los grados -

de libertas (, n - 1 10 - 9, podemos encontrar en la tabla t los va 

lores de que corresponden a esa probabilidad del 9S% 

Para nuestro planteamiento: 

X - /J.-

x valor medio del tiempo de protromh\na en la tromboplastina comercia\ 

\"- valor medio d'el tiempo de protrombina en la tromboplastina obtenida 

cr- desviación estandar del tiempo de protrombina en la tromboplastina -
obtenida 

n número de muestras. 

derivados de los resultados de la tabla No. 9, obtenemos: 

X 12.66 

12.70 

0.260 

n 10 

SS 



sustituyendo en la fórmula: 

12.66 12.70 -0.04 

- 0.48650 
0.260 / J10 9.082219 

p ( -1.833 < < 1.833 ¡I, 9 ) 95 % 

Con la probabilidad del 95 % podemos observar que la hipótesis nula no se re

chaza, por lo que la tromboplastina tisular obtenida cae en el rango de aceptabilidad 

con respecto a la tromboplastina comercial. 
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.\ 

6. 3. ESl'AB!LlDAD ACELERAD/\ 

Tabla No. 10 

Tiempo de protrombina en relación al tiempo (segundos) 

Temperatura 

Tiempo 4º e 25º e 37º e 472 e 
se11•an.as 277º K 298º K 310º K 320º K 

13 1.6 78 149 

2 13 122 137 206 

3 13 129 230 195 

4 13 138 199 161 

13 150 166 180 

6 13 174 120 207 

7 13 118 135 124 

8 13 114 125 109 

9 13 109 116 108 

10 13 116 139 134 

11 13 181 171 157 

12 13 174 154 146 

13 13 168 109 135 

14 13 154 140 144 

Nota.- Los valores reportados son la media de cinco determinaciones del tiempo de 

protrombina. 
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Tabla No. 11 

Porcentaje de la potencia con relación al tiempo 

Temperatura 
Tiempo 4º e 25º e 37º e 47~ e 

semanas 2772 K 2982 K 310º K 320º K 

100 81.25 18.66 8.72 

2 100 10.65 9.48 6.31 

3 100 10.07 5.65 6.66 

4 100 9.42 6.53 8.07 

5 100 8.66 7.83 7.22 

6 100 7.47 10.83 6.28 

7 100 11.01 9.62 10.48 

8 100 11.40 10.40 11.92 

9 100 11.92 11.20 12.03 

10 100 11.20 9.35 9.70 

11 100 7.18 7.60 8.28 

12 100 7.47 8.44 8.90 

13 100 7.73 11.92 9.62 

14. 100 8.44 9.28 9.02 
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Tabla No. 12 

Tiempo 

semanas 

2 

4 

6 

7 

8 

9 

11 

12 

13 

14 

Logaritmo natural de la potencia en relación al tiempo 

42 e 
2772 1: 

4.6051 

4.6051 

4.6051 

4.6051 

4.6051 

4.6051 

~.6051 

4.6051 

4.6051 

4.6061 

4.6051 

4.6051 

4.6051 

4.6051 

Temperatura 

252 e 372 e 
2982 K 

4.3975 

2.3655 

2.3095 

2.2428 

2.1587 

2.0108 

2.3988 

2.4336 

2.4782 

2.4159 

1.9712 

2.0108 

2.0451 

2.1329 
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3102 K 

2.8130 

2.2491 

1.7316 

1.8764 

2.0579 

2.3823 

2.2638 

2.3418 

2.4159 

2.2353 

2.0281 

2.1329 

2.4782 

2.2278 

47.2- e 
320º K 

2.1656 

1.8421 

1.8961 

2.0880 

1.9171 

1.8373 

2.3494 

2.4782 

2.4878 

2.2721 

2.1138 

2.1860 

2.2688 

2.2002 



Tabla No. 13 

Inverso de la potencia en relación al tiempo 

Temperatura 
Tiempo 4º e 250 e 370 e 47º e 
semanas 277º K 298º K 310º K 320º K 

0.0100 0.0123 0.0600 0.1146 

2 0.0100 0.0938 0.1054 0.1584 

0.0100 0.0993 0.1769 0.1501 

4 0.0100 0.1061 0.1531 0.1238 

0.0100 0.1154 0.1277 0.1384 

6 0.0100 0.1338 0.0923 0.1592 

7 0.0100 0.0908 0.1510 0.0954 

8 0.0100 0.0877 0.0961 0.0838 

9 0.0100 0.0838 0.0892 0.0831 

10 0.0100 0.0892 0.1069 0.1030 

11 0.0100 0.1392 0.1315 0.1207 

12 0.0100 0.1338 0.1184 0.1123 

13 0.0100 0.1293 0.0838 0.1039 

14 0.0100 0.1184 0.1077 0.1078 
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Los valores obtenidos en las tablas anteriores, fueron ajustados por mínimos cua· 

drados, obteniéndose los siguientes, para cada una de las temperaturas. 

Tabla No. 14 

Valores ajustados para T 

Tiempo 

8 

Actividad 100 100 

In actividad 4.6051 4.6051 

1/actividad 0.0100 0.0100 

Tahla No. 15 

Valores ajustados para T 

Tiempo 

8 

Actividad 81.25 13.97 

In actividad 4.3975 2.6375 

1/actividad 0.0123 0.0715 

61 

= 4º e (2772 

(semanas) 

10 

100 

4.6051 

0.0100 

= 25º e (2982 

(semanas) 

10 

11.20 

2.4165 

0.0852 

K) 

K) 

14 

100 

4.6051 

0.0100 

14 

B.45 

2.1352 

0.1182 



Tabla No. 16 

Valores ajustados para T ; 372 C (310º K) 

Tiempo (semanas) 

1 8 10 14 

Activida_d 81.25 13.90 11.20 9.28 

In actividad 4.3975 2.6375 2.4165 2.2278 

1/ actividad 0.0123 0.0715 0.0852 0.1077 

Tabla No. 17 

Valores ajustados para T 472 C (3202 K) 

Tiempo (semanas) 

1 8 10 14 

Actividad 8.75 8.69 8.68 8.66 

In actividad 2.1690 2.1621 2.1610 2.1587 

1/ actividad 0.1142 0.1150 0.1152 0.1154 
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Se tomó la actividad de 13 seg. como 100%. 

Utilizando las tablas anteriores, se obtuvo el coeficiente de determinación r, 

deduciendo de esta forma el orden de la reacción. Gráfica B 

Para 242 C: 

Orden de reacción 

o 

2 

Coeficiente de determinación 

0.984147 

0.993818 

0.999370 

De acuerdo a los valores obtenidos para el orden de reacción, determinamos 

que la cinética de reacción de la tromboplastina tisular es de segundo orden. 

d[wr] 
d t 

k t + 1 

[TPr] 

como no se midió concentración sino actividad, la cinética es: 

d [ a] 
d t 

k [ a J 2 

la ley de la velocidad es: 

1 

k t 
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A partir de la gráfica 

tes temperaturas. 

e se obtienen las constantes k para las diferen-

Tabla No. 18 

Valores de k para cada temperatura 

Inverso de la 
Temperatura 

Temperatura Valor de k 

277º K 0.00361 o 
298º K 0.00335 0.0077 

310º K 0.00322 0.0078 

320º K 0.00312 0.0100 

De la ecuación de Arrhenius: 

k A 

E a 
- R T 

e 

Logaritmo natural 

de k 

-4.8665 

-4.8536 

-4.6010 

se puede calcular la energía de activación parael producto. A es un factor pre-e~ 

ponencia! y se puede calcular de manera gráfica como la ordenada al origen, al - -

graficar el In k contra el inverso de la temperatura. En este caso, la ordenada al 

origen es In 8.1 x 10 - 3 

se tiene entonces que: 

A 8.1 X 10 - 3 

sustituyendo en la ecuación de A rrhenius para una temperatura de 252 C se tiene 

que la Ea 6 entalpía es: 

E a 15.12 Kcal/mol 
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Gráfica C 

Logaritmo natural de k contra el inverso de la temperatura 
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4.0 -

- 5.0 

0.0031 0.0032 0.0033 0.0034 0.0035 0.0036 0.0037 

1 / temperatura 9 K 



sustituyendo estos valores en la ecuación origina\, tenemos: 

Valor de k 7.8951 X 10 - 3 

252 e 

utilizando este valor en la ecuación obtenida de orden segundo, podemos determinar 

el tiempo a t = 95% y 50% • 

t 95 0.066 días 

t so 1.26 días 
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7. DISCUSION DE RESULTADOS 

Considerando que en la actualidad se enfrentc1 \.ll1. problema de al:x=.i.steci.:7.i.ento 

de material de importación utilizado en el lalx:>ratorio clíni.= para efectuar an1i.li

sis de rutina, es irnp:n.-tante considerar que la obtenci6n de la trornl::oplastina tisu

lar, a nivel de pro:1ucci6n en la E.N.E.P. Zaragoza, rE..-<luciría en alguna raeclida este 

problana. 

La técnica empleada para obtener la tromboplastina tisular a partir de cer?-. 

bros de conejo, es considerada de fácil ejecuci6n y tiempo corto de elal::ioración. -

St.nnando a esto, el hecho de que el material biolé<Ji= se =nsigue a precio e=n6mi

co, ya que las cabezas de conejo son consideradas co1:rc desecho. Otro J?unto de con

sideraci6n, es el solvente usado, puede ser scrnetido a re.proceso y ser nuevamente -

de utilidad; en nuestro caso el solvente es acetona, q:ue al destilarse, queda en -

condiciones de ser nuevamente usada. 

la trc:xnboplastina tisular 2stá distribuida ampliamente en el cuerpo siendo_ 

el cerebro y puln'6n los órganos que tienen una ric.:t reserva de 6sta.. Por tal raz6n 

se optó por utilizar los extractos acuosos de cerebro, ya que se ha indicado tienen 

ur..:l gra~ act-ividad tranboplástica cuando son tratados con plasmas recalcificados. 

la trcxnlx:iplastina tisular aislada de los teji.clos, es un complejo de proteí

nas-fosfolípidos, que vari•. clepenclienclo del 6rgano tratado. Es importante =nside

rar que para una identificación total de la tronboplast.ina ti.su] ar, es necesario -

el uso ele metodología como filtraci6n en gel y electroforesis. 

Al realizar las pruebas ele estandarizaci6n ele la tromboplastina tisular, -

es muy importante tanar en cuenta las =ndiciones bajo las cuales se. realizó la -

punción venosa, para obtener el plasma usado. la punción venosa debe estar exenta 

de traumatisrro, ya que =n ésto se tiene la posibilidad ele =ntaminaci6n de la - -

muestra =n factor tisular del tejido traU11Btizado; esto provocaría que los datos_ 

obtenidos en la estandarizaci6n no fueran correctos, ya que debido a la presencia_ 

del factor tisular se generarían tiemp:is de protrcrnbina =rtos, al ser estos ~ 

rados =n el rango normal. 
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Todas las pruebas de estandarización, se hicieron por quintuplicado, re

portandosc solo la media de estos valores. 

En la estandarización de la tranboplastina, refiriendonos a la gráfica A, 

observarros que a bajas =ncentraciones de trcrnboplastina, el tiempo de protrombi

na es largo, variando =nsiderablEmente por pequeñas cantidades de tranboplastina. 

Al aumentar la =ncentración, el tiempo de protrcxnbina se acorta, hasta que se o!?_ 

tiene illl valor mínim::> constante, indicando asi, que la =ncentración óptima de -

tranboplastina para la formación del coágulo se ha alcanzado. Por esta razón, la 

concentración elegida para el acondicionamiento de la tromb:Jplastina tisular fué 

de O. 07 g/1111. 

La validación de la tranboplastina tisular =nsistió en cximparar la acti

vidad coagulante de la tranboplastina obtenida en el E.N.E.P. Zaragoza =ntra una 

tranboplastiru:l cxxn=cial. Para esta finalidad se aplio6 la distribución t o 

Student. Considerando la población normal distribuida corro los tietipos de pro-

trcxnbina, la hipótesis nula propuesta no es rechazada, por lo que se concl.uye que 

la trcrnboplastina tisular obtenida es equivalente a la trcrnboplastina comercial -

en un intervalo de =nfianza del 95%. 

Al referirnos a los estudios de estabilidad de la trcxnboplastina tisular_ 

COTO proc1uct.o terminado, obse.i.-vai1os que para Uilcl ternperalu:ca de 25º C se tiene un 

t 95 = O. 66 días y para illl t 50 = l. 26 días. Con estos resultados verificamos que 

los preparados de tipo biológico requieren de condiciones de almacenaje estricto_ 

y controlado, ya que de lo contrario ocurre su degradación, =n la =nsecuente -

baja de su actividad. Observamos que a temperatura de refrigeración (4° C), la_ 

trcxnboplastina tisular obtenida, mantiene su actividad un 100% durante catorce 

semanas de almacenaje. Esto_:s satisfactorio, ya que este producto marca en sus 

=ndiciones de almacenaje, esta temperatura. Es importante =nsiderar que no so

lo el efecto de la temperatura provocó la baja de actividad en la tranboplastina_ 

a las diferentes temperaturas, ya que la exposición de ésta al aire, gradualmente 

la torna café y si.multáneamente genera la pérdida de su actividad. Es recanenda

ble almacenar los preparados en recipientes cerrados al vacio o =n atmósfera de 

nitrógeno, para prevenir fenánenos de oxi.daci6n, y de esta forma mantener el pro

ducto activo iridefinidarrente. 
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8. CONCLUSIONES 

Con los resultados obtenidos, podemos conCluir que la tromboplastina t.isular -

obtenida a partir de cerebro de conejo producida en la E.N.E.P. Zaragoza, cumple con 

las condiciones requeridas de cent rol de calidad para este producto. 

La validación de la tromboplastina obtenida con una tromboplastina comercial, -

nos indica que la obtenida es un producto totalmente /comparable con un intervalo de

confianza del 95%. 

Las condiciones de almacenaje delproducto terminaáo deben ser a temperatura 

de refrigeración (42 C) como es recomendable para este preparado biológico, teniendE 

se una actividad del 100%. 

Es recomendable que se realicen fabricaciones de este producto, considerando -

el ~fecto que tiene el aire en los preparados. Se propone que las condiciones de - -

acondicionamiento sean en recipientes cerrados al vacfo, o con atm6Efera de nitrogé-

no para prevenir la oxidación y con ésto ·la pérdida gradual de la actividad del produE_ 

to. 

Es importante la necesidad de efectuar estos esLudios con las condiciones pro-

puestas, para proponer una posible fecha de caducidad del producto. 

70 



9. BlBLIOGRAFIA 

l. Baner J. "Chemical Laboratory Methods". Ed. The C.V. Mosby Company 8a. ed. 
U. S. A. 1984. p.p. 165-167, 267-273. 

2. Bhagavan H. V. "Bioqufmica". Ed. Nueva Editorial lnteramericana S.A. la. ed. 
en español. México. 1978. p.p. 262-269. 

3. Bjorklid e. and. Storm E. Purification and sorne propertíes of the protein -
Componenet of Tissue Thromboplastin from Human Brain. journal of Biochem. 
165: 89-96. 1977. 

4. Buncher c. R. and Tsay J. Y. "Stadistics: in the Pharmaceutical lndustty".Ed. 
Marce! Dekker, !ne. 36. 1981. p.p. 355-395. 

S. Davidson l., Bernard J. H. "Diagnóstico Clínico por el Laboratorio". Ed. Salvat 
S.A. 6a. ed. España. 1979. p.p. 425-458. 

6. . Goodman L., and Gillman. "Las Bases Farmacológicas de la Terapeútica". Ed. 
Médico Panamericana. 6a. ed. Buenos Aires. 1981. p.p. 1316-1318. 

7. Gradwohl and Sonnenwirth C.A. " Métodos y Diagnóstico del Laboratorio Clfni
co". Ed. Médica Panamericana. 8a. ed. Buenos Aires. 1983. p.p. 912-927. 

8. Guyton A. "Tratado de Fisiología Médica". 6a. ed. Nueva Editorial Interamerí
cana. México. 1984. p.p. 110-122. 

9. Harper H. "Manual de Qutmica Fisiológica". Ed. El Manual Moderno. 7a. ed. -
México, 1980. p.p. 327-354. 

10. Hecht E.R. et. al. Thromboplastin: Nomenclawre and Preparation of Pro.tein -
Frne Material Different from Platelet Factor 3 or Lípid Activator. American
Journal of Physio\ogy. 193: 584-592. 1958. 

11. Henker H. C. and Kahn M. J. Reaction Sequence oE Blood Coagulation. ~ 
215: 1201. 1967. 

12. Howell W. H. "Theories of Blood Coagulation". Physiological Reviews. January: 
15 (1): 435-467. "i935. 

13. lrigram G. l. The Stahílity of the WHO Referencie Thromboplastin NIBS & C 
67/40. Thromb. Haemost.. Dec.; 42 (4): 1135-1140 • 1977. 

-14. Lehninger A. "Bioquímica". Ediciones Omega S.A. 2a. ed. Barcelona. 1979. --
p.p. 293-300. 

15. Linman J. "Haematology". Ed. Me. Millan Pub\ishing. U.S.A. 1975. p.p. 849-893. 

7l 



16. Loeliger E. A. et. al. Biological Propierties of the Thromboplastins and Plasmas 
lncluded in the lCTH/lCSH Collaborative Study on Phrothrombin Time Standar
tization. Thromb. Haemost. Dec; 42 (4): lll5-1127. 

-... 
17. Loeliger E. A. Sta.bility of reference Thromboplastins. Lan~. Dec; 2 (8051): 

1279-1281. 1977. 

18. Lyberg T. et. al. Synthesis of Thromboplastin by ll - 937 cells. Br. J. Haema
tol. Aug.; 51 (41: 631-41. 1982. 

19. Lynch M. "Métodos de Laboratorio 11
• Nueva Editorial lntcramericana. 2a. ed. -

México. 1969. p.p. 806-84'1. 

20. Manual Merck de Diagnóstico y Terapeútica. Ed. Merck Sharp & Dohme lnter
national. 6a. ed. 1978. p.p. 330-350. 

21. Manual 1-lyland. "Pruebas de Coagulación". 

22. Mac Farlene R. G. An enzyme Cascade in the Blood Clotting Mechanism and 
its function as a Biochemical Ampliflier. Nature. 202: 498. 1968. 

23. Nemerson Y. Charactcrislics and Lipid Requerirnents of Coagulant Protein --
Extracted from Lung and tlrain. The joumal of Clínica\ lnvestigation. 48: 330-
332. 1969. 

24. Nemerson Y. Purification and Characterization of the Protein Component o[ -
Tissue Factor. Biochemistry. 9 (26): 5100-5104. 1970. 

25. Nemerson Y. The Reaction Between Bovine Brain Tissue Factor and Factors -
Vil and X. Giochcmisrry. 5 (2): 601-608. 1966. 

26. Osterud B. et. al. Production of Blood Coagulation Factor V and Tissue Throm 
boplastin by Macrophages in vitro. FEBS. May S; 127 (1): 154-60. 1981. 

27. Palkuti H. A. et. al. A Precision Study of Coagulation factor assay Technics. 
Am. J. Cli. Pathol. 59: 231-235. 1973. 

28. Platt W. R. "Color Atlas and Textbook of 1-lematology". Ed. J. B. Lippincot -
Company U.S.A. 1969. p.p. 193-220, 223-280. 

29. Poller L. et. al. Measuring Partial Thromboplastin Time. An lnternational Co-
llaborative Study. ~- Oct. 16; 2 (7990): 842-6. 1976. 

30. Poller L. ele. al. Stabilility Studies on Lyophilised Reference Thromboplastin -
far Standardisation of Phrotrombin-Time. Lancet. Nov. 12; 2 (8046): 1019-22. 
1977. ---

31. Quick A. J. "The 1-Jemorrhagic Diseases and the Physiologi of Hemostasis". Ed. 
Charles C. Thomas. 5a. ed. lllinois. 1942. p.p. 3-17, 64-79, 312-318. 

32. Quick A. J. On various properties of Thromboplastin (aqueous tissue extracts). 
Am. J. Physiol. 114: 282-296. 1936. 

72 



33. Sbarbati N. E. "Estabilidad de Medicamentos". Ed. Ateneo. 1975. p.p. 1-16,--
77-1<15, 135-152. 

34. Sonnenwirt A. C. et. a\. "Métodos y Diagnósticos de Laboratorio CHnico". Ed. 
Médica Panameircana. 8a. cd. Buenos Aires. 1983. p.p. 913-926. 

35. Tocantis L. "Coagulación de la Sangre, Hemorragias y Trombosis' 1
• Ed. Cientí

fico Médica. España. 1969. p.p. 125-130, 175-183. 

36. The United States Pharmacopeia. XXI. Twenty-First Revisions. Official [roro -
January 1, 1985. United States. p.p. 1285, 1333-1334, 1345-1347, 1412. 

37. William J. W. et. al. "Hemmcology". Ed. Mac. Graw-Hi\l. Book Company. 3a. -
ed. 1983. p.p. 1202-1211, 1222-1243, 1257-1263. 

38. Zeldis S.M. Tissue Factor (Thromboplastin): Loca\itation to Plasma Membranes 
by Peroxidase-Conjugated Antibodies. Science. 175: 766-768. 

73 



APENDlCE 1 

Preparación de Soluciones 

1. Solución Salina Isotónica (S.S.!.) 

Pesar 0.850 g de cloruro de sodio, diluir y aforar a 100 mi. con agua destilada 

2. Cloruro de Calcio 0.02 M. 

Pesar 0.222 g de cloruro de calcio, diluir y aforar a 100 mi. con agua destilada 

3. Oxalato de Sodio 0.1 M. 

Pesar 1.340 g de oxalato de sodio, diluir y aforar a 100 mi. con agua destilada 

Este anticoagulante se utiliza en Ja proporción de 

y 9 p~rres de sangre total . 
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APENDICE 2 

Abreviaturas 

ADP Adenosina 5' - di fosfato 

ATP Adenosina - 5' - Tri fosfato 

ca++ Calcio 

Fibrina M Monómero de fibrina 

Fibrina Ps Polímero de fibrina soluble 

PF3 Factor 3 de Plaquetas 

PG12 Prostaciclina 

SFC Complejos de fibrina soluble 

SSI Solución Salina Isotónica 

TP Tiempo de protrombina 

1 
\' 
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