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1. INTRODUCCION
11 ANTECEDENTES HISTORICOS

Un corto esbozo histdrico del estudio de la coagulacifn, sirve como antecedente
para apreciat los descubrimientos concernientes a éste importante proceso fisioldgico.
Antes de llevarse a cabo los métodos experimentales, la coagulacién solo fué vista co
mo la solidificacién de la sangre liquida. I.a primera evidencia de que solo una sus--
tancia de la sangre, es responsable del fenémeno visible de la coagulacién, fué dado -
por Malpighi (1666), quien dié a conocer la existencia de una masa filamentosa de co
lor blanco, que permanece estable, después de efectuar lavados del codgulo de sangre.
Hewson y Chaptal (1770) separaron un sélido de la sangre, al que llamaron fibrina. -

(12, 31).

Aparentemente, el primer suceso para probar el precursor de la fibrina en la -
sangre, fué dado por Denis (1859), logrdé precipitar un sélido gelatinoso al que llamé
plasmina. Este material fué redisuelto en agua, obtenidnduse fibrina y una proteina -
soltible. De ésta forma, en el transcurso de 100 afios la existencia de la fibrina y de

su precursor, ahora conocido como fibrindgeno, quedo establecida.

Buchanan (1835) introdujo la importante idea, de que en la sangre existe un --
agente primordial, que es responsable de la coagulacién. Mis tarde Alexander Schmidt
(1861), descubrié que la fibrina resulta de la inieraccion del fibrinégeno con fibrino--
plastina que es un constituyente del suero, al que lamé para-globulina. Encontré que
un tercer factor es necesario, y lo llamé fermento de fibrina; presente en suero y que
puede ser obtenido de sangre coagulada. Este {actor ahora es conocido como trombi-
na. Al mismo tiempo, Hammarsten (1880) logré el aislamiento del fibrindgeno del -~
plasma y observé que éste coagula con el fermento de Schimdi, con lo que se elimina

ba a la fibrinoplastina como un elemento esencial en el mecanismo de coagulacién.

Mills (1883) adoptd el término de fibrinégeno tisular, para designar al factor -
proporcionido por las células; definié su constitucién quimica, basada en los grupos de
fosfolipides e iones calcio. Morawitz {1904) presents la hipdtesis en la que la trombi
na es formada por la activiacién de protrombina por la accién de la tromboplastina; -

esta nltima, un activador orgdnico o también lamado cinasa. Bordet encuentra que-

el factor tisular o Citozima se combina directamente en diferentes proporciones con -



la protrombina, en presencia de calcio para dar trombina. Howel (1912) encuentra, -
que los fosfolipidos del factor tisular son de naturaleza de cefalina y que su actividad
trombopléstica es debida a su composicién de dcidos grasos en su molécula. Fischer-
(1934) descubrié que la actividad trombopldstica es debida a complejos de cefalina y-
cerebrésidos. (12, 31, 32).



1.2. SISTEMA DE COAGULACION

L2.a. MECANISMO DE CONTROL HEMOSTATICO

Bl mecanismo hemostdtico comprende una serie de reacciones integradas de las
paredes vasculares, plaquetas y factores de coagulacién, cuyo Gnico fin es mantener o
reestablecer la integridad vascular. Este mecanismo es un sistema de equilibrio influi
do por el tamafic de los vasos, las alieraciones hereditarias o adquiridas de las concen
traciones plasméticas de los factores de coagulacién y también por los inhibidotes pre
sentes en el plasma normal o asociados a estados patolégicos.

Las variaciones de 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 hemostitico incluyen: vasoconstriccién local,
hemostasia primaria o formacién del trombo plaquetario, hemostasia seccundaria o for-

macién del codgulo de fibrina y {ibrinolisis & disolucién del codgulo de fibrina.

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

depende del papel que cada uno desempefia en la hemostasta. (Fig. No. 1).

A. Vasoconstriccion local.

Cuando la sangre fluye a través de vasos normales, sus constituyentes entran en
contacto con un tapizado continuo de células endoteliates, formando una barrera efec-

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

Este tapizado endotelial puede perturbarse por un trauma mecédnico o por accién
de agentes circulantes como endotoxinas bacterianas o bfen por cambios c¢n la estruc~

tura del endorelio. Se supone que las plaquetas desempefian la funcién de mantener -

la integridad vascular cubriendo las pequefias uniones entre las células cndoteliales.

El restablecimiento de la integridad vascular después de un dafio en los capila~

res puede lograrse resellando rdpidamente por contraccidn del vaso. Cuando el tama-
fio del vaso aumenta, la vasoconstriccibn viene a ser menos importante entre los fac-
tores que limitan la cantidad y levan a pato de la hemorragia.

l.a vasoconsiricecidén -
es producida por estimulo quimico, provocado por la

salide de sustancias vasoconstric
toras de las plaquetas, como la serotonina y prostaglandinas.

Al mismo tiempo, en cl
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Fig. No. 1 Interacciones complejas del mecanismo de coagulacin



endotelio vascular se sintetiza una prostaglandina, la prostaciclina (PG12), que pasee -
accién vasodilatadora.

L.z sintesis de las prostaglandinas en las plaquetas es producida al estimufar la-
membrana con inductores como la trombina, se activa una enzima en la membrana que
libera el &cido araquidénico y tromboxano A2. (Fig. No. 1). {34, 37).

B. Hemostasia primaria

Es también llamada formacién del trombo plaquerario; si un vaso esta dafado y
hay interrupcién del tapizado endotelial, las plaquetas se adhieren a estructuras como-

microfibrillas, la membrana basaly al coldgeno del tejido conjuntivo. Esta reaccibn -

se asocia a un cambio de forma de las plaquetas de discoidal a esférica y formacibn-
de pseudopodos; seguida de la liberacién de sustancias de almacenamiento como ade-

ninanucledtidos (AT y ADP), aminas vasoconstrictoras, enzimas lisosomales e interme~

diarios del metabolismo de plaquetas (endoperdxidos 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 daiado, provocando el cierre del de-

fecio vascular y el fin de la hemorragia por formacién del tapbén hemostitico de pla-—
quetas. (Fig. No. 2) (19, 34, 37).

€. Hemostasia secundaria

L.a placa inicial de plaquetas se estabiliza mdés tarde por activacién del proceso
de coagulacién, tanto por via intrinseca:

Col4ageno ————————— factor Xii, plaquetas ———————— factores Xl y Xi

y en via extrinseca / comin:

Factor tisular——— 4 factor Vi, plaquetas ——————— fosfolipidos PF3

Este mecanismo activado de coagulacién, lleva a la formacién de una pared de-

fibrina que rodea a las plaquetas adheridas. La pared hemostdtica queda asf firmemen

te anclado. a los bordes de la pared del vaso lesionado. (Fig. Neo. 2).
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Fig. No. 2 ESquema de los eventos que intervienen en la hemostasia
primaria y secundaria. (36)
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D. Fibrindlisis

&1 sistema fibrinolftico es el mecanismo responsable de la degradacién enzimé-
tica del codgulo de fibrina.

Es importante que exista un balance entre el sisieina de
coagulacién y el sistema de fibrindlisis.

£1 mecanismo fibrinolitico estd representado~
por la transformacién de plasminépeno en plasming, una enzirna proteolitica.
20).

(8, 19,~

La plasmina digiere tanto al f{ibrinégenc como a la fibrina.

La accién sobre el
fibrindgeno es progresiva y los productos iniciales son grandes moléculas que todavia -

coagulan bajo la influencia de la trombina; apareciendo mdés adelante moléoulas més-
pegueflas gue la trombina ya no pucde coagular. Estos productos impiden la conglome
racifén, adherencia y metamaorfosis de las plaguetas;

ademis se ejerce un efecto inhi-
bidor potente sobre ia polimerizacion de la fibrina.

Al incorporarse el polimero de fi

brina disminuye su ritmo y da lugar a un codgulo de fibrina sumamente fréigil. {5, 8,~
19, 20, 34, 36).

£l sistema fibrinolitico se esguematiza en la Fig. No. 3

profibrinclisina
(plasmindgeno)

Inhibicién {(4cido g - aminocaproico)

Activacién por la

Fibrinolisocinasa
v (fibrinocinasa)
Fibrinolisina
(plasmina)

:}//lnactivacién por la antifibrinolisina plasmética
Cofigulo de

Lisis del cofgulo
fibrina

Fig. No, 3. Sistema fibrinolfticc. {8)



1.2.b. FISIOLOGIA DE LA COAGULACION

Nos cortamos y sangramos, pero la hemorragia se detiene, 1a sangre se coagu--
la. Los fragmentos celulares denominados plaquetas tienen la propiedad de adheritse -
al punto donde existe la solucién de continuidad, cerrando parcialmente la abertura. -
Las plaquetas poseen otra importante funcién, en su superficie se concentra un ejérci--
to enzimético cuyo producto final serd una proteasa llamada trombina. El blanco de -

tal proteasa es el fibrinégeno.

Se pone en marcha ademés, un segundo proceso. L.a pared del vaso seccionado -
(al igual que otros tejidos lesionados), contiene un factor tisular que incia la coagula-
cién sanguinea. La exposicién de la sangre a dicho factor, dispara una compleja se~-
rie de reacciones en virtud de las cuales, una proteina pldsmatica, la protrombina, se-
convierte en trombina. Bajo la accién de la trombina, el fribrindgeno experimenta una
notable transformacién: sus moléculas alteradas se encadenan espontdneamente forman-
do un polimero fibrilar, denominado fibrina, principal constituyente del coagulo sanguf-
neo. Los haces de fibrina se originan en una red; este trenzado, que surge sélo en las
proximidades de las plaquetas adheridas, donde se genera la trombina, transforma local

mente el plasma sanguineo en un gel

Estos pasos de la coagulacién pueden esquematizarse de la siguiente mancra ---
Fig. No. 4.

Fase | Tromboplastina
Ca +4+
Fase i Protrombina ——————————+¢Trombina

Fibrindgeno —————————— Fibrina
(co4gulo)

Fig. No. 4. Principales pasos de la Coagulacién. (8)
La coagulacién de la sangre ha sido considerada como un proceso enzimético, -

recibiendo diferentes expresiones como “cascada" o "manantial", hipdtesis propuestas-
por MacFarlene y por Davie y Ratnoff (1944). La coagulacién se percibe como una -



secuencia de reacciones estrechamente acopladas en las cuales los factores de coagula
cién que circulan como precutsores enzimiticos inactivos se convierten en enzimas ac-
tivas, actuando cada factor primero como sustrato y después como enzimas. Un esque

ma de esta cascada se ilustra en la Fig. No. 5.
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Fig. No. 5 Esguema modificado de la hip6tesis de “cascada" del mecanismo
' de coagulacién. (36)



En este proceso enzimdtico, la coagulacién es activada por dos vias diferentes
un sistema intrinseco iniciado por activacién de contacto con el factor Xii, de - - -
Fletcher,de Williams, X1, 1X, VIil y fosfolpidos (factor 3 de las plaquetas) y un sis-
tema extrinseco, desencadenado por activiacién del factor tisular y del factor VIL. -
Ambas vias desembocan en una via comin que concluyen los factores X, V, 3 de pla-
quetas, protrombina y fibrinégeno.

A. VIA INTRINSECA

A.l. Fase de contacto

El primer paso que desencadena la coagulacién por via intrinseca, incluye la -

unién del factor XII a una superficie activa o extrafia, como el coldgeno y otros acti

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

cambio conformacional de la molécula del factor Xil, que puede exponer el sitio acti

vo de la enzima (reacci6n 1). El factor Xlia generado convierte la precalicreina en-

calicreina (reaccién 2), que parece requerir un cofactor, el kininégeno KMW (factor -
de Williams) y llega a la activacién directa del factor X{l por un mecanismo de retro
alimentacién positiva. El factor Xlla convierte el factor XI en la enzima activa Xla-
(reacci6n 3), que también requiere kininégeno KMW. [sta activacidén paiece tcncr un
papel importante en la activacién de otros tres sistemas enzimiticos bioldgicos:

a. FEl sistema plasminégeno-plasmina que es capaz de la degradacién proteoli-
tica y remocién de depdsitos vasculates de {ibrina.

b. El sistema calicreina-bradikina que desempefia un papel importante en el -
sistema inflamatorio.

c.

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

Esta fase se- esquematiza en la Fig, . No. 6.
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» Factor X1

Factor Xii—
L——— Factor Xlla

HMW - HMW -
Kininégeno Kininégeno

-

Factor Xl———+ Factor Xla Precalicreina Calicreina
Cascada de
Coagulacién
HMW - Kininégeno --\——4’ Bradikinina ) Plasminégeno ————+ Plasmina

Fig. No. 6 Reacciones de la fase de contacto de la coagulacién éanguinea. (37)
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A.2. Formacién de complejos de activador del factor X.

El factor Xla actia sobre su sustrato natural, el factor IX para formar IXa (re-
accién 4), que requiere de iones calcio. La dltima reaccidén de la via intrinseca (reac
cién 5), consiste en una interaccién no enzimética enire el factor IXa, PF3 (fosfolipi-
do en forma de plaquetas activadas ) el factor Vill 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 extrinseco empieza cuando la sangre entra en contacto con teji--
dos traumatizados, este tejido libera dos factores que inician el proceso de coagulacién
Estos factores son: el factor tisular y fosfolipidos tisulares; éstos, activan !a proenzima
factor VII (reaccién 6). Aunque el factor de los tejidos forma un complejo compacto
con factor VII durante éste proceso de activacién, el factor Vila separado de la activi
dad del factor tisular, activa probablemente el factor X. La conversién del factor - -
VIl en factor Vila puede inducirse concalicreina, reaccién que puede ser un eslabén en
tre el sistema intrinseco y el extrinseco. (Fig. No. 7)

/ Traumatismo tisular \

Factor tisular

Fosfolipidos
Tisulares
X H I X activado
catt Vil
Vo> o Ca™*t

Activador de protrombina
Protrombina ~~———————& Trombina
+
ca”*

Fig. No. 7 Via extrinseca de la coagulacién.  (20)
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C. ViA COMUN DEL MECANISMO DE COAGULACION
C.1. Formaci6n del compléjo conversor de protrombina

La primera reaccién de la via comin incluye la conversién del factor X en el -
factor Xa (reaccién 7) en presencia de iones calcio, que puede lograrse por complejo-
de activacién del factor X formado en la reaccién 5 de la via intrinseca, o por el fac

tor Vikh formado en la reaccién 6 de ta via extifnseca. E! factor Xa forma un compie

jo reversible con el factor V (reaccién 7) y iones de calcic (complejo conversor de pro
trombina), que es un poderoso activador de la protrombina.

C.2. Activacién de la Protrombina

El complejo conversor de protrombina (reaccién 8), actia sobre su sustrato, pro

trombina (reaccidén 9). La activacién de protrombina a trombina parece ocurrir en -

varios pasos, con tres productos proteolfticos intermedios. La trombina es una serina-

molecular de 32 000. Se -

proteasa que consiste en una cadena pesada con un peso
ha observado que trazas de trombina provocan activacién de factores V y Vil; por és-

ta razén, la trombina puede tener un papel fundamental de amplificador o autocatali-
zador del sistema de coagulacion.

C.3. Formacién y polimerizacion de fibrina

Después de la activacién de la protrombina, la trombina convierte al fibrinégeno

en fibrina monémera (reaccién 10). El mondémmero de fibrina esta formado por el 97%

de los residuos de aminodcidos del fibrin6égeno original, constituido por péptidos de -

bajo peso molecular {fibrinop&ptido A y B) de cada uno de los pares de cadenas A-ot

Yy B—ﬁ en el extremo N-terminal de la molécula. Una vez formado el mondmero de

fibrina (fibrina M) se polimeriza espontineamente con aparente agregacién extremo
extremo y lado a lado (reaccién 11).

a
Los monédmeros estdn unidos por ligaduras no -

covalentes relativamente débiles que pueden disociarse facilmente por exposicién del -
polimero a urea

5M, de donde viene el nombre de polimerc de fibrina soluble (fibri
na Ps).

La fibrina M formada en la sangre puede también unirse al fibrinégeno para
formar complejos de fibrina solubles (SFC).

13



C_4. Estabilizacién de fibrina

La fibrina formada en la sangre normal se convierte rdpidamente en polimero -
de fibrina insoluble (fibrina Pi) (reaccién 13) que incluye la unién cruzada covalente -
de las cadenas Y (y en grado menor las cadenas o ) de los monémeros de fibrina -
adyacentes. Esta reaccién esta catalizada por una enzima, el {actor Xila, que se for
ma con un precursor ipactivo por trombina (reaccién 12) y requiere la presencia de -
iones calcio. L.a fibrina Pi es mucho mas resistente que la fibrina Ps a la proteélisis

de la plasmina, es entonces el producto final de la via comin de la cascada de la ~
coagulacién. - (Fig. No. 8)

PROTROMBINA
Activadot extrinseco
o intrinseco de la _— ca ¥
protrombina
TROMBINA
FIBRINOGENO + MONOMERO DE FIBRINA

Factor estabilizador de la
fibrina

FILAMENTO DE FIBRINA

Fig. No. 8 Estabiliacién de f{ibrina. (9)
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1.2.c. BIOQUIMICA DE LOS FACTORES DE COAGULACION

Excepto por el calcio, los factores plasmiticos de la coagulacién son todos pro
telnas. La nomenclatura usada para estos factores ha presentado muchos problemas;

resolviendo esta dificultad la Comisién Internacional de Nomenclatura, les ha designa-

do niimeros romanos, segin ¢l otden en que fueron descubiertos y no indicando el lu-

gar que ocupan en el mecanismo de coagulacién. Bstos factores se presentan en la
tabla No. 1.

Tabla No. 1
Nomenclatura internacional y sinénimos para los factores de coagulacion. (7).
Niameros Romanos Nombre Preferido Sin6nimos
1 Fibrinégeno
11 Protrombina Protrombina
m Factor Tisular Tromboplastina Tisular
v Calcio
Vv Proacelerina Factor 14bil, Globina aceleradora
(AcG).
Vi No asignado
viu Proconvertina Factor estable, acelerador de la —--
conversién de protrombina sérica -
(SPCA), Autotrombina 1
Vil Factor Antihemofl- Globulina antihemofflica (AHG) Fac
lico (AHG). tor antihemofilico A, Factor plaque
tario 1
X Componente plasmé Factor de Christmas, Autotrombina
tico de tromboplas- 1l, Cofactor plaquetario lI, Factor-
tina (PTC) antihemofiflico B
X Factor de Stuart Factor de Stuart-Prower, Autotrom
bina Ill, Tromboquinasa
X1 Antecedente plasmi  Factor antihemoflilico
tico de tromboplas-
tina {(PTA)
X1l Factor Hageman Factor de contacto
psit

Factor estabilizador

Fibrinasa, Factor de Laki-Lorand.
de 1a fibrina.
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Los nimeros denctan los factores que existen en el plasma, excepio el factor
IIf, que no se encuentra ahi. Los fasfolipidos 6 fofolipoproteinas no se les ha asig-~
nadc nimero, pero las fosfolipoproteinas de las plaquetas, son conocidas como el - ~
factor 1res de las plaquetas. (5, 7, 19, 37).

En la tabla No. 2 se presentan algunas propiedades de los factores de coagu---
lacidn, designados por nimeros romanos.
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L1

Tabla No. 2

Algunas propiedades de los factores de coagulacién. (7)

Sitio de Vida media Actividad Deficiencia con
Factor Bioquimica sintesis Biolégica en el Funcién Hemorragia
(horas) suero manifiesta
Fibrinégeno Glucoproteina Higado 77-108 Ausente Precursor de la si
PM 340 000 fibrina
Protrombina Glucoproteina Higado, dep. 68 Ausente Proenzima si
PM 70 000 Vit. K i
v Glucoproteina Higado 20 Ausente Cofactor si
PM 30 000 B - .
Vit Glucoprotelina Higado, dep. 4-6 Aumentado  Proenzima si
PM 63 000 Vit K .
Vi Glucoproteina Higado, RES 9-15 Ausente Cofactor si
PM 1 100 00C .
1X Glucoproteina Higado, dep. 20-30 Aumentado = Proenzima si
PM 72 000 Vit K. ]
X Glucoproteina Higado, dep. 32-48 No cambia - Proenzima si
PM 55 000 Vit K. : 5 X o o :
X1 Gamma-2-glo Higado ? 48-84 No cambia " Proenzima st
: bulina .
PM 164 000 : ; .
X1 Beta-globuli ? 52-60 -Disminuido ' Proenzima no
na PM 80 000 S i : e ‘
X Alfa-2-globu Higado ? 108-168 .. Disminuido - Proenzima si
lina . . : e

PM 320 000




1.3. TROMBOPLASTINA TISULAR

13.a. GENERALIDADES

La tromboplastina tisular puede ser definida como un complejo presente en -
plaquetas y en varias células de tejidos, interviene esencialmente en la conversién de
protrombina a trombina, iniciando la via extrinseca de la coagulacién. Al parecer, -
las plaquetas son la fuente de tromboplastina durante la coagulacién de la sangre 1o
tal. Los términos originales para esta sustancia fueron: trombocinasa (Morawitz), -
citocima (Fuld y Spiro), susiancia zimopldstica de Schmidt, tromboplastina (Howell),
término comunmente usado en América. Una varicdad de términos como extracto -
de tejidos, fibrinégeno tisular, trombocima, factor de fosfolipidos, fueron empleados.~
Se le ha asignado por el Comite Internacional para la Nomenclatura de los factores-
de la coagulacién sanguinea, el término de factor IIl. (5, 19, 30, 31).

13.b. COMPOSICION QUIMICA

La tromboplastina tisular aislada de diferentes tejidos es un compiejo de ---
proteina~-fosfolipidos. La composicién y purificacién de este factor se obruvo con la
ayuda de métodos como filtracién 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 proteina es calculada alrededor
de 6.3. g/100 g.

La composicién de la parte lipidica del factor se reporta en la tabla No. 4.
El factor tisular purificado, contiene aproximadamente un 7% de fosfolipidos en su -
constitucién. ‘Es necesaria la recombinacién de 7.5 mg. de fosfolipidos por mg. de -

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

Contenido de carbohidratos del factor tisular. (3)

Contenido ‘
(mo! de carbohidrato/mol de proteina)

Fructosa - - 2.4 ¥ o1

Manosa . 6.0 ¥ 0.7

Galactosa 7.4 t 0.5

N-Acetilglucosamina 2.6 ¥ 10

N-Acetilneuraminato 0.7 ¥ o8
Tabla No. 4

Contenido de lipidos del factor tisular. (3)

Contenido
(gramos /100 gramos de lipido total)

Colesterol + ac. grasos libres 12

- 23
Fosfatidilcolina 34 - 43
Fosfatidiletanolamina 13 - 22
Lisofosfatidilcolina 5 - 16
Esfingomielina - 9
Fosfatidilserina 6 - 7

Fosfatidilinositol trazas
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Los fosfolipidos son una gran clase de lipidos complejos, son también llamados-
fosfogliceridos & gliceril-fosfdtidos. Los fosfogliceridos son sdlidos blancos de consis-
tencia cerea, que por exposicién al aire se obscurecen, ya que sus 4cidos grasos no -
saturados tienden a oxidarse por la accién del oxigeno atmosférico. Los fosfolipidas
son solubles en muchos solventes no polares que contengan cierta cantidad de aguaj
son extraidos adecuadamente de las células mediante mezclas 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. EI -
grado de insaturacién u oxidacién de los 4cidos grasos y el tamafio de las micelas --
-formadas, son pardmetros importantes. Una carga negativa en la superficie de la mi-

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

Los méas abundantes en las planias superiores y en los animales son la fosfati--
dil-colina y la fosfatidil-etanolamina, conocidos como lecitina y cefalina respectivamen
te. Las lecitinas contienen glicerol, 4cidos grasos,, 4dcide fosférico y colina, estdn dis

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

La fosfatidiletanolamina difiere de las lecitinas solo en su cabeza aminoalcohol,
que en éstas es una etanolamina.

El fosfatidil-inositol (lipositol) tiene como grupo de cabeza al aziear-alcohol --
ciclico de seis carbonos llamados inositol, se ha encontrado en tejidos encefidlico.

La fosfatidil-serina, se ha encontreado en tejido nervioso. En ésta, el grupo hi
droxilo del aminodcido L-serina esta esterificado por el dcido fosférico.
-

El fosfatidil-glicerido tiene como grupo de cabeza 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 lipido complejo constituido por una molécula de fofatidilglicerido. Ambos~
fosfolipidos son caracteristicos de las membranas celulares.

Las esfingomiclinas se encuentrun en grandes cantidades en el encefalo y tejido
nervioso de animales superiores. En la molécuia de éstos compuesios 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 compleje.
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L.as estructuras quimicas de éstos

compuestos se presentan en la Fig. No. 9.
(2, 3, 9, 14, 15, 32, 34, 37}
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Fig. No. 9 Estructura quimica de los Fosfolipidos componentes del Factor Tisular.

(9
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1.3.c. DISTRIBUCION DE LA TROMBOPLASTINA TISULAR.

La tromboplastina esta ampliamente distribuida en el cuerpo. Aparece forman-

do parte de muchas células de tejidos. El cerebro, pulmdn, timo, testiculos y otros --

érganos contienen gran cantidad de esta sustancia. Para el punto de vista de la coa-

gulacién de sangre, la tromboplastina contenida en las plaquetas es de suma importan
cia. La tromboplastina es un producto intracelular, no se encuentra libre en la san--

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

contienen tromboplastina y esta dltima tienc particularmente una elevada actividad —-
tromboplédstica. (3, 24, 32).

Es interesante que todos los tejidos activos parecen tener una rica reserva de -
tromboplastina asi como el hecho de que extractos acuosos de cerebro y pulmén ten-
gan una actividad trombopldstica cuando son probados con plasma recalcificado. Se -
consideré al observar la amplia distribucién de la tomboplastina como una medida pre
ventiva del organismo en el caso de una hemorragia interna, pero ésta explicacién es

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

na en-los tejidos es normal, sin embargo un sangrado interno es caracteristico de esta

enfermedad. La tromboplastina cstd distribuida en todas las partes del cuerpo.

La tromboplastina es un agente indispensable en el mecanismo de la coagula- -
cidn, su presencia es necesaria, acompafiada de los {actores que intervienen en el me-
canismo. (3, 24, 31, 22).

13.d. FUNCION DE LA TROMBOPLASTINA EN LA COAGULACION

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

ausencia de cantidades significativas de tromboplastina libre o disponible. Debe men-~

cionarse que otros dos factores, el {ibrinégeno y la protrombina se presentan libres en
la sangre, y se encuentran en concentraciones muchas veces, mayores que las requerj
das fisiolégicamente. La tromboplastina en marcado contraste, es el factor limitado-

en el sistema de coagulacién, (3, 32),

La relacién de liberacién del factor tisular, determina el tiempo de coagulacién

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

Seg.
50

40
30 |
20
10 I~

2 ) - — ' - —1 ] I 1 1
0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08 0.09 90.10
Tromboplastina

Fig. No. 10 Relacién del tiempo de formacién del codgulo contra la con_
centracién de tromboplastina. (Se usaron 0.1 m! de plasma

humano recalcificado y cantidades variables de tromboplastina
tisular). (32).

Observanios que a elevadas concentraciones de tromboplastina el cambio en el -

tiempo de formacién del codgulo, es exageradamente marcado para pequefas variacio-

nes de tromboplastina. Al aumentar la cantidad de ésta, el tiempo se acorta, hasta-

que un valor minimo constante es obtenido. Al alcanzarse la concentracién 6ptima de

tromboplastina, el tiempo se establcce cntre 11-13 seg., considerdndose este rango de
tiempo como valor normal.

El suministro de tromboplastina en Ia sangre, es derivado de las plaquetras, que

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

destruccién de las plaquetas, determinan el mecanismo de coagulacién sanguinea. (3,-
10, 32).

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

estima que su accién es de tipo enzimético y la otra establece que es de tipo quimi-
co.

El concepto enzimético fué propuesto por Morawitz y Douglas, quienes notaron

la gran habilidad que tienen las enzimas protecliticas como la tripsina. Esta actha di

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

de calcio ionizado. Eagle y Harris propusieron que la tromboplastina constituye una
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enzima proteolitica semejante a la tripsina en su constitucion para activar el mecanis
mo de coagulacién. Es importante enfatizar que este factor no cumple con las pro-
piedades tipicas de estas enzimas, por lo que esta teorfa no queds establecida. (31,-

32, 37).

L.a segunda teoria, basdndose en la ley de estequiometria, establece que la -~
tromboplastina se une directarmente a la protrombina para formar trombina. Al fijar-
una cantidad de protrombina y mezclarla con incrementos controlados de tromboplas-
tina, la cantidad de trombina formada es directamente proporcional a la cantidad de-
tromboplastina, hasta llegar a una concentracién en la que la produccién de trombi-

na es constante. (Fig. No. 11).

1250 gamtha trombogplastipa

gamrpa trpmboplastipa

25{ gamrfia trpmboflastifa

Trombina en gammas
w
S

sjn troboplasting

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Tiempo en minutos
Fig. No. 11 Cantidad de trombina formada a partir de una cantidad cons
tante de protrombina, variando la cantidad de tromboplasti-
na. La concentracidn inicial de protrombina fué de 2300 -
u/mi. (31).

En adicién a la tromboplastina, un segundo factor es esencial para la activa- -
cién de la protrombina, el calcio. En la sangre, este factor se presenta en dos for--
mas, libre y unide o también llamado ionizade o no ionizado. Los iones calcio son im

portantes en ires pasos dentro del sistema de coagulacién:
1. Durante la activacién final de la tromboplastina, por activacién de los pro-

ductos tromboplastinicos del sistema intrinseco o extrinseco con el factor-

V y factor X.
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2.- Durante la transformacién de protrombina en trombina, bajo la accién de la

tromboplastina activa.

3. Durante la formacién de fibrina. (Fig. No. 12)

+o
Ca
Factor X_w7~§ Factor Xactivo
Factor V-——-*————s Factor Vactivo
Ca **
Protrombina Trombina
e

Ca
Fibrinégeno ~—————————+ Mondémero de fibrina

Polimero de fibrina

Ca **
Fibrina

Fig. No. 12 Papel del calcio en la coagulacién. (31)

Cuando se extrae sangre puede evitarse que ésita sc coagule, disminuyendo la --
concentracidn de iones calcio por debajo del umbral necesario, esto se logra desioni--
zandolo al hacerlo reaccionar con i6n citrato provocando un complejo soluble calcio--
citrato, o precipitdndolo con iones oxalato. (2, 10, 16, 23, 32, 32).

L3.e. ESTABILIDAD DE LA TROMBOPLASTINA

Es dificil determinar el efecto directo de la temperatura sobre la tromboplasti-
na, mientras que el medio y la presencia de otras sustancias influyen enormemente so

bre este factor. L.os extracios de tejidos acuosos pierden relativamente poca actividad

cuando hierve. Puede establecerse que la tromboplastina es més resistente que la pro-

trombina, que se ve levemente afectada a 60¢ C.

Los extractos de pulmén después de ser sujetos a temperatura de ebullicién por
una hora, permanecen més activos que los extractos de cerebro, con lo que se deduce
que los extractos de cerebro son més {dbiles que los de pulmén.
pueden verse en la tabla No. 5.

Estas variaciones --



Es probable que la tromboplastina purificada presente mayor estabilidad que los
extractos crudos y la marcada resistencia al calor, debate la teoria que indica que la
tromboplastina es una enzima. (13, 17, 31).

Tabla No. 5

Efecto del calor sobre la actividad trombopldstica de extractos histicos. (31)

Tiempo de formacién del codgulo

Extracto de cerebro de Extracto de pulmén de
Temperatura (eC) conejo. (segundos) conejo. (segundos)
54 8 7.5
60 8 8
75 25 12
20 30 13
100 37* 15%
50§ 201

Los cxtractos tisulares fueron calentados por 15 min. a la temperatura especificada.
* calentado por 10 min.

i calentado por 60 min.

La tromboplastina cuindo es expuesta al aire, gradualmente se toma café y si-

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

un tubo evacuado o en armésiera de nitrdgeno, la potencia completa puede mantener-

se indefinidamente, probablemente por prevencién de la oxidacién. (12, 17, 30, 31, 32
36).

1.3.f. ESPECIFICIDAD DE ESPECIES

Se encuentran diferencias entre la actividad trombopléstica de tromboptastina -
tisular obtenida de diferentes animales de laboratorio, asi como una diferencia en la-
respuesta de la sangre de esos animales a la tromboplastina. Este efecto se presen--
ta més en cerdos de Guinea, los extractos tisulares de éstos, aceleran la formacién -
del coédgulo 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 -

26



obtenida de conejo tiene actividad sobre plasmas de animales de otras especies asi co-
mo para plasmas de su misma especie; esto es debido a2 su composicién quimica. Lo
cual sugiere que la accidn de la tromboplastina depende de las especies para definir -

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

El tiempo de formacién del codgulo de fibrina en la sangre o plasma, es medi-
do por una relacién directa que depende de la concentracién de protrombina con otros
factores de la coagulacién, como son tromboplastina, calcio y fibrindgeno. El fibrino-
geno es encontrado en sangre, en concentraciones constantes, por lo que es considera-
do como un factor constante. La concentracién de calcio es completamente controla-
da por la adicién de oxalato de calcio en sangre y recalcificando el plasma por la adi
cién de cantidades constantes de cloruro de calcio. La tromboplastina tisular es adi-
cionada en exceso al plasma.,

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

de coagulacién, es exclusivamente dependiente de la concentracién de protrombina en-
sangre.

La quimica de estas reacciones se expresa de la siguiente forma:

Protrombina - + CaCiz———————~—v Protrombina Ca

(protrombina decalcificada) (protrombina activa)
Protrombina Ca +  Tromboplastina ~——————¢ Trombina

Fibrinégeno + Trombina & Fibrina

El ticmpo de protrombina de un solo paso, es una prueba de seleccién para la
via extrinseca y via comdn de la coagulaci6én. (5, 19, 20, 31, 34)
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L5. VALORES NORMALES
.Un plasma normal debe coagularse en un tiempo entre 11 y 14 segundos des- -

pués de afiadir clacio con una tromboplastina activa. Las muestras duplicadas se coa-
gulardn con un intervalo de 0.3 segundos entre si. (5, 19, 34)

29




- L6. DEFICIENCIAS Y ALTERACIONES EN EL SISTEMA DE COAGULACION

Los diferentes estados hemorrdgicos en un paciente, pueden ser detectados o ex
cluldos con la ayuda de dos pardmetros: una historia clinica familiar y los reportes de
las determinaciones del laboratorio de coagulacién. Las coagulopatias son factlmente
detectadas indicando si la anormalidad radica en la via extrinseca o en la intrinseca -~

de la coagulacién. (15, 28)

1. El tiempo de protiombina (método de Quick) nos indica si la anormatidad -

se encuentra en la via extrinseca de la coagulacidn.

2. EIl tiempo de generacién de tromboplastina (método de Biggs y Douglas), -
nos reporta si la anormalidad se encuentra en el sistema intrinseco de la -

coagulacién.

La medicién del tiempo de protrombina, con tromboplastina tisular y calcio, en
concentraciones adecuadas, mide la contribucién de la protrombina, factor V, factor -
VIl y factor X para la generacién de protrombina. Por tal razén cuando uno o méds -
de uno de estos factores estdn en concentraciones reducidas, el tiempo normal de - -
protrombina se prolonga. Se sabe que la influencia de las concentiaciones de acuerdo
a su importancia cita al factor VIl como el primero, seguido por el factor X, factor-
V y protrombina. El fibrinégeno también juega un papel importante en el proceso de

coagulacién. (20, 28)
A. Factor VII (proconvert{na)

El déficit congénito (hipoconvertinemia congénita) parece resultar de un gen —-
autosémico alterado. EIl defecto es autosGmico pero tan solo parcialmente recesivo; -
los pacientes presentan una tendencia a un sangrado excesivo, hematomas fdciles y —-

gingivorragias. En las mujeres es frecuente una menorragia importante.

Las deficiencias adquiridas de este factor pueden ser detectadas desde el petig
do neonatal, en pacientes tratados con cumarina, también en personas con enfermeda-

- des del higado, 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 tara, aparece como un factor auto
sémico recesivo.

La deficiencia adquirida es asociada con un factor estable formado en higado -
y dependiente dela produccién de vitamina K, aparece en pacientes a los que se les -

administra cumarinas. Debe sospecharse en pacientes con tendencia a sangrar y tiem

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 autosémico recesivo. Se presenta en-
hombres y mujeres con signos similares a los de una hemofilia.

en una hemorragia excesiva debida a un trauma.

L.os sintomas consisten

Lz para-hemofilia adquirida puede asociarse con enfermedades severas en higadg
septicemia, leucemia y neoplasias malignas.

con tiempo de protrombina prolongado.

La deficiencia se sospecha en pacientes-

D. Factor 11 (Protrombina)

La deficiencia hereditaria o también llamada Hipotrombonemia es rara encon--
trarla. El déficit adquiride ocurre cuando la produccién de vitamina K es interferida-
(sintetizada en el tracto intestinal); por lo tanto en padecimientos gastrointestinales-

se puede presentar un sangrado excesivo. Asimismo se encuentra en pacientes con --
enfermedades hep4ticas.

El diagnéstico de esta deliciencia es dificil, ya que siempre estd asociada a la
deficiencia de otros procoagulantes.

E- Factor 1 (Fibrin6geno)

El fibrindgeno es esencial para la formacién del coédgulo sanguineo. La concen
tracién normal es de 100 mg/100 m! de plasma.
presentandose tres tipos:

Las deficiencia congénitas son raras
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E.1. Afibrinogenemia congénita. - La sangre de estos pacientes no {orma un~
codgulo visible al afiadis trombina. Parece demostrarse la ausencia de --

fribrindgeno.

E.2. Disfibrinogenemia congénita.~ La concentracidn de fibrindgeno es menor a
la normal. Se forma un codgule visible al dejar que-la sangre coagulie -

espontdneamente.

E.3: Hipofibrinogenemia congénita. La concentracién de fibrindgeno es tan ba

ja que no es posible detectarla, se necesita un mérodo inmunolégico para

lograrlo.

L’as deficiencias adquiridas se presentan en pacientes sometidos a intervenciones
quiriargicas con complicacidén posterior, en hemorragias retroplacentarias, cirugia de hi
gado, padecimientos pulmonares, transfusiones de sangre incompatibles, cirrosis hepéti-
ca, cdncer prostiatico e infecciones bacterianas. El fibrinégeno parcce estar controla-
do por un gen recesivo autoslwico. La deficiencia debe sospecharse en pacientes con

tiempo de protrombina largo, y valores anormales en pruebas especificas para este -
facror. (5, 15, 19, 20, 21, 28, 37).
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7. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD ACELERADA

L7.a. CONCEPTO DE ESTABILIDAD

La estabilidad de un firmaco puede ser definida como el lapso de tiempo des-
de Su preparacién inicial, durante el cual se mantienen las propiedades fisicas, quimi
cas y biolégicas 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 requerimien
tos establecidos en sus especificaciones, sino también los cambios en su aspecto fisica
Los pardmetros de estabilidad de un producto pueden ser afectados por diversos facto
res, como son: temperatura, radiaciones, humedad, oxigeno, biéxido de carbono u - -
otros gases atmosféricos, presién, solventes, cambios de pH, contaminacién microbiana
componentes del enfpaquetado, propiedades del agua u otros solventes. (36)

Los criterios aceptables de estabilidad de un fdrmaco o producto, se presentan
en la tabla No. 6.

Tabla No. 6

Criterios de niveles aceptables de estabilidad. (36)

Condiciones mantenidas a lo largo de la vida media

Tipo de estabilidad del producio

Quimico Cada ingrediente activo mantiene su integridad qui-
mica, potencia y pureza dentro de especificaciones.

Fisico Las propiedades fisicas otiginales como su color, for
ma, olor, tamafo, etc., deben mantenerse dentro de
su especificacidn.

Microbiolégico La esterilidad o resistencia al crecimiento bacteria-

no es mantenida de acuerdo a la especificacién. La
accién de los agentes antimicrobianos es efectiva.

Terapeiitico Los efectos terapefiticos se mantienen sin cambios.

Toxicidad No hay incremento en la toxicidad.




En el mantenimiento de la estabilidad en liquidos estériles, debe considerarse -
la presencia de contaminacién microbiana por indicios de opalescencia, cambio de co-

lor, presencia de codgulo, capa superficial particulada, formacién de gas o materia -
floculante. (4, 17, 36)

1.7.b. ESTABILIDAD ACELERADA

Existen razones y necesidades para realizar estudios de estabilidad acelerada. -
Una razén es de tipo sanitario, ya que el hecho de que un firmaco sea inocuo, no --
significa que sus productos de degradacién también lo sean. Otra razén es de tipo --
legal, que exige que todos los medicamentos cumplan con las condiciones de identi--
dad, efectividad, potencia, pureza e inocuidad durante el periodo en el que se encuen-
tran en el mercado. (13, 30).

Inicialmente los estudios de estabilidad acelerada son empleados para predecir -
el perfodo de tiempo en el que la potencia cae bajo condiciones ambientales. Esen-
cialmente la prueba involucra la exposicién de las muestras bajo estudio a 3 6 4 tem-
petraturas elevadas, elegidas entre un rango de 50 a 1002 C. {4, 33).

Todos estos métodos, se basan en la cinética de su velocidad de reaccién. Es
posible obtener experimentalmente los datos cinéticos, correlacionarlos por medioc de -
ecuaciones matemdticas, proponer cl mecanismo de la reaccién y establecer las condi

ciones para acelerar o dism'nuir la velocidad de reaccion segin cada finalidad.

La velocidad de una reaccit6n, es definida como la velocidad con la que cambia
la concentracién de una sustancia que interviene en esa reaccién. 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 reaccién A + B-——C

A y B son los reactivos y C el producto, la velocidad de reaccién, es la veloci~
dad de desaparicién de A, la velocidad de desaparicién de B o la velocidad de apari--
cién de C, teniendo:
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-a [a] -d [8] a [c]

de dt dt

La concentracién de determinada sustancia, sucle relacionarse con alguna propie
dad de facil medi'cién, como presién, absorcién de radiacién, rotacién éptica, etc., y -
por lo tanto la velocidad de reaccidén es susceptible a medirse por el aumento o dismi
mucién de estos pardmetros.

El orden de la reaccidén es definido como el mimero de moléculas de cuya con-
centracién depende la velocidad de reaccion.

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

la concentracidén de los reactivos. Su ecuacién matemdtica es v - k

En la reaccidén A + B ———C
-d A -d B d C
v = = = = k
dt dt dt

Si Hamamos x a la concentracién inicial del reactivo, se representa

- d x

dt

Para obtener la {orma integrada, se usard como limites la concentracién inicial

( Co } y la concentracién al tiempo t ( C0 )

C t
- j d x k J dt
C

©° o

[}
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La representacién de la concentracién en funcidn del tiempo en una reaccién -
de orden cero, es una recta cuya pendiente es la constante de velocidad de reaccién
( - k ) y la ordenada al origen la concentracién inicial ( C, )- La recta siempre --

va a ser con pendiente negativa {( - k ) por lo que la constante de velocidad serd po-
sitiva.

En una reaccién de primer orden, la velocidad de reaccién es proporcional a la
~ concentracién de uno de los reactivos.

En la reaccién A + B—m——C
-dx
———— k . x
dt
-d x
= k . dt
x
jc t
- d x dt
c = k 0
o x
C t
In x = -k t \
Co 0
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In C = In C - kt

La representacidén del logaritmo natural de la concentracién actual en funcién -

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

la’ reacci6én calculando numericamente la k :

En una reaccién de segundo orden, la velocidad de reaccién es proporcional a -
la concentracién de dos reactivos o a la segunda potencia de uno de ellos.

En la reaccién A + B —— s C
v = k A . B

La representacién de la concentracién en funcién del tiempo. queda representa-
da de la siguiente forma: ’

La representacién grifica de la inversa de la concentracién en funcién del tiem
po, es una recta de pendiente { k) y ordenada al origen 1

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

En los estudios de estabilidad, es comin encontrar en lugar de la constante ---
de velocidad de reaccién, el llamado tiempo de vida media ( t 1/ 2 ) en el que la -
concentracién del fdrmaco ha bajado a la mitad de la inicial.

El tiempo en el que la concentracién del fdrmaco es el 90 % del valor inicial -
es denominado t 90 % 6 también t 10 % . (4, 17, 33)
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17.d. METODO DE ARRHENIUS

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

este autor desarrollé su aplicacién al célculo de la estabilidad de productos farmacea-

. ticos. La relacién cuantitativa entre la velocidad de reacci6n y la temperatura puede
provocar una reaccién de orden cero o de primer orden.

La ecuacién de primer orden es:

y.(t) =y, - kit

en donde Yo Y Y ( © ) son las potencias iniciales y después de un tiempo t k ~
es una constante, y {( t ) graficado contra t es una recta con una pendiente de -

(-k )
La ecuacién de primer orden es:

lny(t):lnyé—k[

el'lmw y (t) contra t dd una recta con pendiente de ( - k ).

La relacidn entre la descomposicibn y la temperatura estdn dadas por la sustitn
cién de k en la ecuacién de Arrehnius:

EE k = Ae ~ E/ RT
[
en donde A es un factor de frecuencia o constante, E la enegia de activacion o en
talpfa de activacién, T la temperatusra en grados absoluios y R la constante de los
gases. ,
En forma logarftmica tenemos:
in K = In A N E
RT
el log. k contra I/ T d4 una recta con pendiente de = E / R”
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Empleando estas ecuaciones es posible predecir el tiempo que toma et fdrmaco
para descomponerse en X % a una temperatua T y con esto obtener el tiempo de
vida media det mismo. (4, 17, 30, 33, 36)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando que en la actualidad se presenta el problema de abastecimiento --

de material de importacién utilizado en el laboratorio de Andlisis Biogquimico~ Ciinico,
y encontrando que dentro de estos reactivos se encuentra la tromboplastina tisular, -

se propeone que al obtener este producto en la E.N.E.P. Zaragoza, se logrars un siste-
ma econdémico de autoabastecimiento de rcactivos de uso clinico y se propiciard la --

creacién de una infraestructura interna del plantel.
-

Es importante tomar en cuenta que hasta ahora, se ha relizado poca investiga--
cién sobre la produccién de reactivos en la E.N.E.P. Zaragoza. Por esta razén, el pro
yecto es considerado de gran utilidad.
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3. OBJETIVOS

3-1. OBIETIVO GENERAL

3.1.a. Obtener la tromboplastina tisular a_partir del tejido. encefdlico de conejo y

acondicionarla farmacéuticamente en ta E.N.E.P. Zaragoza, pava ser utiliza- -
da en los laboratorios de Andlisis Bioguimico-Clinicos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.a. Estandarizar la tromboplastina tisular obtenida.

3.2.b. Efectuar las pruebas de estabilidad acelerada

3.2.c. Dejar establecidaslas condiciones de produccién y acondicionamiento del pro--

ducto, asi como los pardmetros de control de calidad del mismo, para la produc
cibn 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, tendrd las propieda-

des quimicas y de calidad, equivalentes a la obtenida comercialmente.
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5.1.

5.2.

5.3. -

MATERIAL Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO

Plasma obtenido de sangre venosa.

Cerebro de conejo post-moriem, de preferencia obienido de 24 a 48

hrs. después
de la muerte. . '

EQUIPO

Centrifuga clinica Solbaat Mod. 12.
Balanza analitica Mettler H - 80.
Bafio de agua Mapsa Mod. BMT - 4.
Refrigerador American A - 2.
Cronémetro.

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.

Martraz voluméirico de 100 ml.

Matraz volumétrico de 500 ml.

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 10.0 mlL
Pipetas Pasterur.

Termémetro.

Probetas de 50 y 100 ml.

Ampolletas de 5 ml. color ambar.

Gradilla para tubos de ensayo.

Espftula de acero inoxidable.
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perilla de succién
Bulbos de goma.
Ligadura. )

Estuche de diseccion.

papel filtro.

"¢.4. REACTIVOS

Soluci6n salina isoténica.

Oxalato de sodio 0.1 M.

Cloruro de caleio 0.02 M.

Acetona
Agua destilada.

Azida de sodio.
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5.5.

5.5.a.

METODOLOGIA

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

Obtener un cerebro de conejo posi-mortem de preferencia de 24 a 48 horas des-

pués de su muerte. El drgano se transporia perfectamente sellado en un reci~ ~

piente que contenga suficiente solucién salina isotdnica para cubrirlo.
El cerebro puede guardarse en refrigeracidn, si ne seutiliza inmediatamente.
8 g

Teniendo cuidado de manejar el &rgano, remover y descartar las meninges y el ce

rebelo bajo agua corriente frfa. Quitar todos los vasos pequefios que sea posible.

Cortar el drgano en pequefios fragmentas de aproximadamente 1 a 2 cm. de dia-

metro.  Asegurarse de que no quede ningln vaso sanguineo ni codgulo diminuto. ~

Enjuagar ios cortes otra vez con agua corriente.

Emulsificar los fragmentos en un mortero grande con acetona,

hasta quc adquieran
un aspecio de hojuelas.

Desechar la acetona sobrenadante y repetir la emulsion hasta que ya no adquie-

ra aspecta lechoso, lo que indica que ya se han quitado todos los iipidos solu--
bles en acetona.

La sustancia cerebral restante se esparce sobre papel filtro seco, y se deja secar
a temperatura ambiente.

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

tiempo indefinido en recipientes herméticos a 42 C, conteniendo un agente dese-
cante.
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5.5.b.

1.

a,

PREPARACION DE L.A SUSPENSION DE TROMBOPLASTINA TISULAR

Tomar 0.2, 0.5 y 0.7 gramos del polvo secc de cerebro y suspenderlos por separa
do en 10 ml. de solucién salina isot6nica.

Calentar a 372 C durante 15 ¢ 20 min., agitar cada cuatro minutos por inversidn

dei tubo de ensayo, donde estd contenido el extracto.

Las particulas gruesas se dejan sedirmentar, centrifugar el liquido restante.

Utilizar el sobrenadante opalescente para efectuar la estandarizacién de la trom-
boplastina tisular.

Almacenar el liquido opalescente en frascos viales a temperatura de refrigeracidn
si no se utiliza inmediatamente

MUESTRAS DE SANGRE Y OBTENCION DEL pl.aSMA. (5, 19)

Las muesiras de sangre para las pruebas de coagulacién deben recogerse por veni
puntuta simple de una vena anticubital.

Obtener la sangre potr la técnica de dos jeringas de pléstico. l.a primera unida-
a la aguja durantc la venipuntura propianiente dicha, sc usa para recoger los pri-
meros 2 ¢ 3 ml. de sangre {con més posibilidades de contaminacidn por pequefias
cantidades de factor tisular), y para descartarios, la sepgunda jeringa con 0.1 mi.
de anticoagulante se une a la aguja gue descansa en el lumen de la vena y se -

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

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

aguja unida y después se invierte varias veces, de inmediato para que se mezcla -
ia sangre y el anticoagulante.

Después de la recoleccién, centrifugar la sangre a 1 500 rpm durante 10 minutos.
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5.5.d.

Separar el plasma con una pipeta Pasteur y transferirlo a un tubo, se tapa y se
conserva.en un bafio de hielo hasta la prueba.
ESTANDARIZACION DE LA TROMBOPLASTINA TISULAR. (15, 21, 34)

Utilizar 10 plasmas obtenidos de pacientes normales, a los cuales se les determima
su tiempo de protrombina (TP) con un reactivo comercial.

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

Una vez que se ha determinado el TP para cada uno de los plasmas, proceder a -

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

Determinar el TP del plasma de trabajo que servird como control normal en cada
una de las determinaciones posteriores.

De la tromboplastina tisular obtenida, preparar suspensiones con las sigulentes --
concentraciones:

Extracto de Tromboplastina Vollimen de SSi
tisular {(g) (1)
0.2 10.0
0.5 10.0
0.7 10.0
0.9 10.0

Determinar el TP para cada concentracién, empleando el plasma de trabajo co-
mo referencia.

Hacer las determinaciones de TP por triplicado.

Seleccionar la concentracién que reporte un TP dentro de los valores normales,
para su acondicionarmiento.
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5.5.e. DETERMINACION DEL TIEMPO DE PROTROMBINA. (1, 31, 35)

1. Anmtes de la toma de muestira, calibrar los tubos de ensayo de 13 x 100 mm., -
para depositar en ellos exactamnente 5 ml de sangre.

2. Agregar 0.5 ml de solucién de oxalato de sodio 0.1 M a cada wubo.

3. Obtener alrededor de 5 ml de sangre venosa y depositarla de inmediato en el --
tubo calibrado, hasta alcanzar la marca.

4. Mezclar la sangre y la solucién de oxalato mediante una suave inversién del tubo.

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

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

7. Para cada muestra que se quiera someter a prueba, colocar 0.5 ml de solucién -
de cloruro de calcio 0.02 M en un tubo de ensayo.

8. En otro tubo, depositar la misma cantidad de la suspensidén de tromboplastina i
sular (obtenida en el laboratorio). Poner ambos tubos en un bafio de agua a --
3792 C.

9. Medir exactamente 0.1 ml del plasma problema en un tubo de ensayo de 11 x -
75 mm y colocarlos en el bafic de agua a 372 C.

10. Dejar incubar el plasma aproximadamente por 60 seg., afiadir 0.1 ml de la sus-
pension de tromboplastina visular agitando .el tubo suavemente y zenseguida 0.1 -
ml de la solucién de cloruro de calcio 0.02 M. Al misino tiempo accionar el -
el cronémetro.

11. Dejar el tubo dentro del bano aprox. 6 seg.

12.

Someter al tubo a un suave movimiento de vaivén frente a una buena fuente de
luz y observar el contenido hasta la formacién del coigulo de fibrina.

momento, detener el cronémetro, registrando el tiempo.

En este
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13,

5.5.p.

1.

Repetir el procedimiento dos veces més para tener tres registros por cada proble
ma. La primera determinacién dd una idea aproximada del valor del TP, la se-

gunda y tercera determinacidn, no deben variar en méas de dos segundos.

ACONDICIONAMIENTO DE LA TROMBOPLASTINA TISULAR.

Colocar las ampolletas de § ml color ambar en recipientes para su esterilizacién

Introducislas al horno o una temperatura de 1602 C por un tiempo de dos horas.
Sacarlas y dejarlas enfriar.

De la suspensién de tromboplastina estandarizada (V.5.d.), colocar con la ayuda -~-
de una jeringa estéril, 2 ml de la suspensidn en cada una de las ampolletas, ha-

cer esto en la zona de secguridad del mechero, para evitar contaminacidén del pro-

ducto.

Cerrar la ampollcta utilizando el mechero como fuente de calor.

Hacer cuatro lotes e incubarlos a las siguientes temperaturas: 42 C, 252 C, - -~
3792 C y 479 C. Durante un periodo de tres meses.

Medir por triplicado la actividad de la tromboplastina tisular de acuerdo al méto-

do {V.5.e.) por semanpa durante tres mescs, para cada una de las temperaturas.

ESTUDIOS DE ESTABILIDAD ACELERADA

Realizar andlisis inicial de las muestras, reportando potencia y descripcién fisica
para obtener datos al tiempo inicial

Reportar los datos de ané&lisis semanal durante 14 semanas en una tabla de tiem-
po de protrombina contra tiempo.
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Por anélisis grifico determinar el orden de la reaccién. Represemar la concen~~
tracién del producto contra el tiempo, correspondiendo rospectivamente, a una --

reaccién de orden cero (si se grafica concentracién contra tiempo}, de primer or

den ( In de la concentracién contra el tiempo) y de segundo orden (1/concentra-
cién contra el tiempo).

La funcidén que se aproxime a una rectia, decidird el or-
den de la reaccidn.

Obtener la ecuacién de la recta por minimos cuadrados.

Obtener las constantes k al graficar la concentiacidén contra el tiempo.

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

Obtener las constantes de la ecuacién de Arrthenius. Determinar graficamente la

ordenada al origen A y la pendiente equivaldrd a la energia de activacién, tenien
do el valor de la constante de los gases.

De la ecuacidén de Arrhenius, determinar el valor de la constante k para la -~
temperatura de 252 C.

Determinar la vida media del producto.
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6. RESULTADOS
6.1. ESTANDARIZACION DE LA TROMBOSPLASTINA TISULAR OBTENIDA -

A partir de la diseccién de cabezas de conejo (material obtenido como desecho)
se obtuvo la masa encefdilica de éstas. Se emplearon 20 cabezas de conejo, el extrac

b to derivado de una cabeza fué de 1.5 graros, por lo tanto:

1 cabeza de conejo

1.5 g. extracto seco

20 cabezas de conejo ————————— 30 g. extracto seco -

Se procedié a hacer la estandarizacién del producto como indica la tabla No. 7

Tabla No. 7
Estandarizacién de la tromboplastina tisular
Extracto. seco de trombosplastina Voliimen de S.S.L.
Tisular (g.) {ml.)
0.2 10.0
0.5 10.0
0.7 10.0
0.9 10.0

A continuacién, 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-
j6 con un plasma de trabajo, formado por 5 plasmas de pacientes normales.
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Tabla No. 8

Tiempo de Protrombina para cada concentracién de tromboplastina tisular

Concentracién de tromboplastina tisular

(g/m1)
No. 0.02 0.05 0.07 0.09
1 19 seg 15 seg 12 seg 12 seg
2 18 seg 13 seg 11 seg 11 seg
3 18 seg 13 seg 11 seg 10 seg
4 17 seg 13 seg 10 seg 10 seg
5 17 seg 12 seg 10 seg 10 seg

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

Concentracién de

! tromboplastina  tisular Media
[ (g/ml) (seg)
i

t,- 0.02 17.80
l 0.05 : 13.20
o 0.07 10.80
o 0.08 10.60

estos valores, se presentan en la grifica A Aqul se observa el efecto de la con-

centracién de tromboplastina tisular en relacién al tiempo de protrombina.
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€5
Tiempo de protrombina

Gréfica A
Tiempo de Protrombina contra concentracién de Tromboplastina Tisular
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6.2. VALIDACION DE LLA TROMBOPLASTINA TISULAR OB TENIDA
EN LA E.N.E.P. ZARAGOZA

La validacidn consisti® en comparar a la tromboplastina tisular obtenida contra
una tromboplastina comercial. Para esto, se emplearon 10 plasmas de pacientes nor--
males. [os resultados se dan en la tabla No. 9

Aplicando la distribucién dec la poblacién obtenida a la media muestreal

formemos el estadistico:

. x K
o

a°

Gossett demostré que esta t tiene una distribucién exacta, que depende de
$ - n - 1. Se denomina distribucién de Student o distribucién t.

Tabla No. 9
Validacién de tromboplastina tisular
Tromboplastina Comercial FTromboplastina Obtenida
Tiempo de protrombina Tiempo de protrombina
Plasma (valor x =~ seg) (valor x - seg)
1 12.5 12.5
2 12.5 12.5
3 12.5 12.2
4 13.0 12.5
5 13.0 12.5
6 13.0 13.0
7 13.0 13.0
8 12.5 13.0°
] 12.5 12.7
10 12.5 12.7
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En este caso, la poblacién distribuida normaimente son los tiempos de protrom
bina para ambas tromboplastinas.

Debemos verificar la hip&esis nula, de modo que:
Hip6tesis nula Ho = 12.66

Hipdtesis alternativa Hi 5 12.66

Fijemos el riesgo del error de tipo I en = 5 por ciento. Con los grados -

de libertas 6 - n -1 = 10 - 1 = ¢, podemos encontrar en la tabla t

los va
lores de t que corresponden a esa probabilidad del 95%

Para nuestro planteamiento:

t = x = M
- _
v‘ n
x - wvalor medio del tiempo de protrombina en la tromboplastina comercial
® = valor medio del tiempo de protrombina en la tromboplastina obtenida
g = desviacién estandar del tiempo de protrombina en la tromboplastina -
obtenida
n = numero de muestras.

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

X = 12.66
" = 12.70
o = 0.260
n = 10

55



sustituyendo en la férmula:

12.66 - 12.70 -0.04

t o= = = - 0.48650
0.260 / {10 9.082219
P( -1.833 ¢ t 4 1.833 6 - 9) = 95%

Con la probabilidad del 95 % podemos observar que la hipStesis nula no se re-
chaza, por lo que la tromboplastina tisular obtenida cae en el rango de aceprabilidad

con respecto a la tromboplastina comercial.
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6. 3. ESTABILIDAD ACELERADA

Tabla No. 10

Tiempo de protrombina en relacién al tiempo {segundos)

Temperatura

Tiempo 42 C 252 C 372 C 472 C

semanas 277¢ K 298¢ K 310¢ K 3202 K
1 13 16 78 149
2 13 122 137 206
3 13 129 230 195
4 13 138 199 161
5 13 150 166 180
6 13 174 120 207
7 13 118 135 124
8 13 114 125 109
9 i3 105 116 108
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.

57




Tabla No. 11

Porcentaje de la potencia con relacién al tiempo

Temperatura

Tiempo 42 C 252 C 372 C 17¢ C

semanas 2772 K 298¢ K 310¢ 320° K
1 100 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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Tvabla. No. 12

Logaritmo natural de la potencia en relacién al tiempo

Temperatura
Tiempo 42 C 252 C 372 C 472 C
semanas 2772 K 2982 K 310¢ K 3200 K
1 4.6051 4.3975 2.8130 2.1656
2 4.6051 2.3655 2.2491 1.8421
3 4.6051 2.3095 1.7316 1.8961
4 4.6051 2.2428 1.8764 2.0880
5 4.6051 2.1587 2.0579 1.9171
6 4.6051 2.0108 2.3823 1.8373
7 4.6051 2.3988 2.2638 2.3494
8 4.6051 2.4336 2.3418 2.4782
9 4.6051 2.4782 2.4159 2.4878
i0 4.6061 2.4159 2.2353 2.2721
11 4.6051 1.9712 2.0281 2.1138
12 4.6051 2.0108 2.1329 2.1860
13 4.6051 2.0451 2.4782 2.2688
14 4.6051 2.1329 2.2278 2.2002
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Tabla No. 13

Inverso de la potencia en relacién al tiempo

Temperatura
Tiempo 40 C 259 C 37¢ C 472 C
semanas 2772 K 2982 K 3102 K 3202 K
1 0.0100 0.0123 0.0600 0.1146
2 0.0100 0.0938 0.1054 0.1584
3 0.0100 0.0993 0.1769 0.1501
4 0.0100 0.1061 0.1531 0.1238
5 Q.0100 0.1154 0.1277 0.1384
[3 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 Q.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 minimos cua-

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

Tabla No. 14

Valores ajustados para T = 42 C (27792 K)

Tiempo (semanas)

1 8 10 14
Actividad 100 100 100 100
In actividad 4.6051 4.6051 4.6051 4.6051
1/actividad 0.0100 0.0100 0.0100 0.0100

- Tabla No. 15

Valores ajustados para T = 252 C (2982 K)

Tiempo (semanas)

1 8 10 14
Actividad 81.25 13.97 11.20 8.45

l In actividad 4.3975 2.6375 2.4165 2.1352

" 1/actividad 0.0123 0.0715 0.0852 0.1182
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Tabla No. 16

Valores ajustados para T = 3792 C (3102 X)

Tiempo (semanas)

1 8 10 14
Actividad 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
)
3
b
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Se tomé la actividad de 13 seg. como 100%.

Utilizando las tablas anteriores, se obtuvo el coeficiente de determinacién 1,
deduciendo de esta forma el orden de la reaccién. Grédfica B

Para 242 C:
Orden de reaccién Coeficiente de determinacién
0 0.984147
1 0.993818
2 0.999370

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

que la cinética de reaccién dela tromboplastina tisular es de segundo orden.

il i) B Y

dt

1
= k¢t

ESI

como no se midié concentracién sino actividad, la cinética es:

e Rk

1a ley de la velocidad es:
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+9

1 / actividad ( 1/ x por 100 )

14.0
13.0
12.0
11.0
10.0
9.0
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0

0.0

Gréafica

B

Inverso de la actividad contra el tiempo para las 4 temperaturas usadas

.

T = 2982 K
T = 3202 K
T = 3102 K
T = 2772 K
Tiempo

(semanas)



A partir de la grdfica C se obtienen las constantes k para las diferen-
tes temperaturas.

Trabla No. 18

- Valores de k para cada temperatura

Inverso de la Logaritmo natural
Temperatura Temperatura Valor de k de Kk
2772 K 0.00361 0 . ———
2982 K 0.00335 0.0077 ~-4.8665
3102 K 0.00322 0.0078 -4.8536
3202 K 0.00312 0.0100 -4.6010

De la ecuacién de Arrhenius:

se puede calcular la energla de activacién parael producto. A es un factor pre-ex
ponencial y se puede calcular de manera grédfica 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 = 81 x 1073

sustituyendo en la ecuacién de Arrhenius para una temperatura de 252 C se tiene —-
que la Ea & entalpia es:

E a = 15.12 Kcal/mol
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99

logaritmo natural de k

1.0

Grdfica C
Logaritmo natural de

e

k

contra el inverso de la temperatura

0.0031

0.0032

0.0033

A i L

0.0034 0.0035 0.0036 0.0037

1./ temperatura

K



sustituyendo estos valores en la ecuacién original, tenemos:

Valor de -k - 7.8951 x 10 "3

252 C

utilizando este valor en la ecuacién obtenida de orden segundo, podemos determinar
el tiempo a t =95% y t = S50% .

tgs = 0.066 dias

s = 1.26 dias
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7. DISCUSION DE RESULTADCS

Considerando que en la actualidad se enfrenta un problema de abastecimiento
de material de importacifn utilizade en el laboratorio clinico para efectuar anili-
sis de rutina, es importante considerar que la obtencién de la tromboplastina tisu-

lar, a nivel de produccién en la E.N.E.P. Zaragoza, reduciria en alguna medida este
problema.

la técnica empleada para obtener la tromboplastina tisular a partir de cere
bros de conejo, es considerada de facil ejecucidn y tiempo corto de elaboracidn. —-
Sumando a esto, el hecho de que el material bioldgico se consigue a precio econdmi-
oo, ya que las cabezas de conejo son consideradas como desecho. Otro punto de con-
sideracién, es el solvente usado, puede ser sometido a reproceso v ser nuevamente —
de utilidad; en nuestro caso el solvente es acetona, gue al destilarse, queda en ——
condiciones de ser nuevamente usada.

La tromboplastina tisular estf distribuida ampliamente en el cuerpo siendo_
el cerebro y pulmdn los drganos que tienen una rica reserva de &sta. Por tal razétn
se optd por utilizar los extractos acuosos de cerebro, ya aue se ha indicado tienen

una gran actividad trambopléstica cuando son tratados con plasmas recalcificados.

La tromboplastina tisular aislada de los tejidos, es un comoledo de protei-—
nas~fosfolipidos, que vari:.. dependiendo del dBrgano tratado. Es importante conside—
rar que para una identificacitn total de la tramboplastina tisular, es necesario --
el uso de metodologia como filtracidn en gel y electroforesis.

Al realizar las pruebas de estandarizaciétn de la tromboplastina tisular, -
es muy importante tomar en cuenta las condiciones bajo las cuales se realizd la —-
puncién venosa, para obtener el plasma usado. La puncidn venosa debe estar exenta
de traumatismo, ya que con ésto se tiene la posibilidad de contaminacitn de la - —
muestra con factor tisular del tejido traumatizado; esto provocaria que los datos
obtenidos en la estandarizacidn no fueran correctos, ya que debido a la presencia

del factor tisular se generarian tiempos de protrambinz cortos, al ser estos campa
rados con el rango normal.
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Todas las pruebas de estandarizacién,v se hicieron por quintuplicado, re—
portandose solo la media de estos valores.

En la estandarizacitn de la troamboplastina, refiriendonos a la grafica A,
observamos que a bajas concentraciones de tromboplastina, el tiempo de protrombi-
na es largo, variando considerablemente por pequenas cantidades de tramboplastina.
Al aumentar la concentracidn, el tiempo de protrombina se acorta, hasta que se ob
tiene un valor minimo constante, indicando asi, que la concentraci®dn Sptima de ——
tramboplastina para la formacidn del codgulo se ha alcanzado. Por esta razén, la
concentracién elegida para el acondicionamiento de la tromboplastina tisular fué
de 0.07 g/ml.

La validacidn de la tramboplastina tisular consistid en comparar la acti-
vidad coagulante de la tramboplastina obtenida en el E.N.E.P. Zaragoza contra una
tromboplastina comcrcial. Para esta finalidad se aplicd la distribucién t o -
Student. Considerando la poblacién normal distribuida camo los tiamoes de pro——
trombina, la hipbStesis nula propuesta no es rechazada, por lo que se concluye que
la tramoplastina tisular obtenida es equivalente a la trawboplastina comercial —
en un intervalo de confianza del 95%.

Al referirnos a los estudios de estabilidad de la tromboplastina tisular
cone producto terminado, observamos que para una temperatura de 25° C se tiene un
t95 = 0.66 dias y para un t50 = 1.26 dias. Con estos resultados verificamos que
los preparados de tipo bioldgico requieren de condiciones de almacenaje estricto
y controlado, va que de lo contrario ocurre su degradacidn, con la consecuente —
baja de su actividad. Observamos gque a tenperatura de refrigeracién (4° C), la_
tromboplastina tisular obtenida, mantiene su actividad un 100% durante catorce -
semanas de almacenaje. Esto es satisfactorio, ya gue este producto marca en sus
condiciones de almacenaje, e;ta temperatura. Es importante considerar que no so—
lo el efecto de la temperatura provocd la baja de actividad en la tramboplastina
a las diferentes tamperaturas, ya que la exposicidn de &sta al aire, gradualmente
la torna café y simultlneamente genera la pérdida de su actividad. Es recomenda-
ble almacenar los preparados en recipientes cerrados al vacio o con atmSsfera de
nitrégeno, para prevenir fenfmenos de oxidacifn, y de esta forma mantener el pro-
ducto activo irdefinidamente.
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8. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos, podemos concluir que la tromboplastina tisular —-
obtenida a partir de cerebro de conejo producida en la E.N.E.P. Zaragoza, cumple con
las condiciones requeridas de control de calidad para este producto.

La validacién 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 terminado deben ser a temperatura
de refrigeracién (42 C) como es recomendable para este preparado biolégico, teniendo
se una actividad del 100%.

Es recomendable que se realicen fabricaciones de este producto, considerando -
el efecto que tiene el aire en los preparados. Se propone que las condiciones de - -
acondicionamiento sean en recipientes cerrados al vacfo, o con atmésfera de nitrogé--

no para prevenir la oxidacién y con ésto Ta pérdida gradual de la actividad del produc
to.

Es importante la necesidad de efectuar estos esitudios con las condiciones pro-—-
puestas, para proponer una posible fecha de caducidad del producto.
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APENDICE 1

Preparacién de Soluciones

Solucién Salina Isoténica (S.S.1.)

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

Cloruro de Calcio 0.02 M.

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

Oxalato de Sodio 0.1 M.

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

Este anticoagulante se utiliza en la proporcién de 1 parte de oxalato de sodic

y 9 partes de sangre total .

74



Abreviaturas

ADP

ATP

ca*t
Fibrina M
Fibrina Ps
PF3

PG12

SFC

Ssi

TP

APENDICE

Adenosina - 5' - difosfato
Adenosina ~ 5' - Trifosfato
Calcio

Monomero de fibrina
Polimero de fibrina soluble
Factor 3 de Plaquetas
Prostaciclina

Complejos de fibrina soluble
Solucién Salina Isoténica

Tiempo de protrombina
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