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gscadhfdé ‘coagtlactén”

“Sistema de Inhibidores o

-activadores:







Nﬁ't‘riclor;

de”qhe. el "Instituto

este’ estudlo’con la:ventaja’.. -

érfectamente controlado para garantizar

e enfermedades’que’ se 'transmiten por sangre y sus

'pr!nclp;;l :‘dg‘r‘eénté, t'x"a‘ba_lq se ‘plantea 'deéa‘rroilar

un 'r‘n'etp‘ o ide,rohi:n"cib‘n de: trQinbiﬁé ‘a partir de pla‘smai humano qlie.




ademas. de ser) senclllo. 'y ‘répldo.;rpermlta —pﬁténe in'extracto
enzindtico de actlvidad y establlldad ‘ :
..en el curso. semestral de Laboratorio de’Hematologfa en la Facultadi

_-de Qulmica UNAM



“‘la:elrculagl

‘diférentes ‘componentes que’ a contlnuacién se-menclonal

II.1% Compon hté:yaséuiar

11.2 Componente celular

-IIf3,Coyponente enzimético

“11.4 Sistena de lnhlbidores 0 ctxvadores'de 1a'f T

coagulaclén y‘de la f »clén plaquetaria

“II S Componente hemodinémico

t‘II 6 '1st a, flbrlnolitlco

1.1 Componentérfvéscﬁlar.

Los vasos ng eos ‘sen- componentes importantes  en el

mecanlsmo hemostético. Todo el lntercamblo metabblico depende de

la sangrc a través de— logr capilares. | La

';permeabilidad del vaso proporciona el estimulo mas importante para

1a,trombosjs qupués del dafio v;scular; la importancia de estas
‘reacciones de estimuld varlén‘ségﬂn el tamafio de la -lesién. Los

capilares uha vez dafiados sellan directa e . lnmedlatamente can



e‘scasé' depéndeni:la de la hemostasla Por otra parte-las rupturas

de arterlolas y vénulas son ocluldas rapldamente con una masa ue
plaquetas fuslonadas;‘ las venas que contlenen un 70Y dcl »olunen
sansumeo pueden romperse ante un traumatismo,_su hemostasla:

depende de la conlracclén vascular. asl como ‘de - la- activacién .

perlvascular e' [ nLraVascular de los factores hemostéticos

as arterl;as_son ‘mas reslstentes debido a su hayor

“1'~Vespesorv en" lya’s; péreaéé f‘Un t.raumausmo slgnlflcativo puede

origtnar una henorragla arterlal y el evitarle constltuye la'

runclbn la hemostasla..‘
: El endotello vascular no dafiade funciona como una Superflt:ie

1nerte en las::reacclones de coagulacién sanguinea

plaquetarla. ‘sin embargo 1a més minlma leslon_al endotel

provcca "inmedlatamente agregac\bn plaquetaria,‘

reacclones de >

clrculacién actlvadores del plasminbgeno. que tlenen 1mportancla

flsloléglca en " la depuraclén de j?la flbrlna or trombos

,1ntravasculare§. Esta llberaclén aumenta marcadamente por la

acclon de”sustancias vasoactlvas y.por estlmulnclén adrenérgica
‘Otra- funclon importante del endotello ‘es la producclén del

Factor VIII. Se ha observado que su uberacion por el endoteuo

aument.a por l.a esthnu].acién adrenérglc :y po dlversas sustancias

vasoactkvas camo la serotonlna y la adrenallna.




II 2 Componente celular.

Las plaquetas funclonan ccmo -disce: »cltqplasﬁatitos'qon un

dlémetro promedlo de 3 Va 4 [Tee y dé ,10’ fL la "

con:las demés celulas sangulneas, En el estado lnactivo la forma

dlscoide se ' caonserva ﬁor L,uhi ‘cltoesqueleto clrcular de
'kmicrotubulos. Los receptores‘,glgcoprotefnléos de su meﬁbrana
‘medlan ias reaccliones superfl;léles por contacto .de. viscosidad

V'cambic de forma, adﬁerencla"contraccién Interna y aglutinaélén;

::;‘i, activacién por contacto de -los fosfolipldos ‘de: su membrana
'ﬂtamblén promueve actividad procoagulante y la producclén de écldo
‘;réﬁuldgﬁlco. pyecursbr de prostag!andlnas (éstas inhiben en forma ]
;;aﬁ%nté laylédheslbn y agregacién plaguetaria). Las plaqueta;

E;amb{én contienen proteinas musculares en cantidades lmportantes ‘
"éomo;‘son:  acL1na, miosina, tropomiosina, w«-actina, filamina y

troponlna. La energia para la contracclén proviene.del metabolismo

’aercblo de la mitocondria y de la glucollsls anaerobia que utill:a

B :grénulns ‘de’glucogenc de'reserva,

" En las plaquetas exlsten tres tlpos de grénulus de reserva-




”:encuentran también en”el ansma como albumlna. f!brlnéﬁénb yilos -

- actlvldad proccagulante (factor plaquetario 3) para que la cascada

de coagulacibn se lnicle

: " Acelera la reparaclén vascular - al 9s§imﬁldbAlh‘brélifgfné;éqf o
“eelular. (24)
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I1.-3:La‘cascada;de coagulacién
asi Un mecanismo

iversas causas:y

;'ldentlflcados, aceptados por el Comlté nternaciona dc Hemostasla =

"y Trcmbosls (C!HT). son trece y se detallan en’ la tabla # i (29)




TABLA: % 1

FACTOR DE LA wasa molecular - forma activa
COAGULACION (Daltones) o
SISTEMA INTRINSECO
Factor XII 80.000 
Factor de Hageman
Precalicreina - 80,000
Factor de Fletcher R .
Factor de Fitzgerald 120,000 " .cofactor

Factor X1
Precursor de
tromboplastina

Factor IX

Factor Vill
Factor anti-hemo-
filico/factor de
von Willebrand

SISTEMA EXTRINSECO

Factor VIl
Proconvertina

Factor 111
Factor tisular
Tromboplastina

VIA COMUN
Factor X {factor de

160,000 "

Factor Stuart Prover|-

Factor V
Proacelerina

Factor I
Protrombina

Factor 1
. Flbrlnbgeno

Factor XII1

Estabillzador: de la
fibrina

“proteasa




S n gétl.va ehte.

Una vez act!vados por estos‘&

Iaquetario 3). formando un” compIeJo que activa

'este a su vez .al comblnarse cun e]. factor

flnalmente el activador: lntrin}sn‘eco‘ i

S tromboplastina plasmética,” -

El codgulo f'ormadc fuera del v ‘ :

V porr la activaclén del Factor 'VII,  por.acclén.de Ia tromboplustlna::
tlsular una vez en presencl 1 ‘

X.’siguiendo un canifo similar 2 via 1ntrinsecva., p_:gra :




“para “formar

actividad! la ‘molécula de protrombina ‘se -disocl
trombina, esta dltima constituye una e‘r'xzzlli:ia"pr'o

Son tres las acclones’ més‘lmﬁorﬁ;a\hté;

contribuyen a &u efecto catalfticos

Liberacién del

o A;:'t:l»yz:l‘cilén

10




Sistema Intrinseco

N N N N I T e e T Ty

Factor Xl —(<"Superficle
Factor XHee
contacto

" Broactivador ), Activador
plasminbgeno plasminégeno :
Plasminégeno~» Plosmina:

'Preculicrelno—o Callcre(n (qUInln;o geno’
h bradicinina}

Factor XI= Factor Xlo

Factor IXCE—— (Factor IX a + Factor VIl € —— — —-
CajPL

Factor X —— Factor Xa +

Factor & Vll 4 Ca® Factor V «- —

Factor histico . "1
(Veneno de vibora _Ca** \ Cal PL

de Russell)

Sistema
exfrfnseco

Protrombinasa

-+
Protrombina®®—— trombing

o e e i e e it 12 o

Fibrindgenol——fibrina
Ca++
Factor Xl - factor Xilla
[ o .—.;__—_.—..-....-—_......_._..__}J

o usqusd X1, ‘
MECANTSHO . DE CASCADA Dié 1A COAGULACION
DE LA SanGHE (21).



: El flbrinégeno es. una glucoproteina, que juega un lnpartmte
b papel en; el mecanismo de 1a coagulac&on, tiene una masa molecular

de 340 000 Es una estructura apareada de tres cadenas homologas

: respecuvamente La ‘secuenclia de aminoécldos ya -ha

S regiones antlpax‘élela

observa en el esquema u 2 (:lO)‘

12°



- MQNOMERO DE FIBRINA A

Gly

I} I}
COOH Val Asp Gly Ala Gin Lys Alo Gly Gly Leu His His Gln GIn Gly G

Gly

ESQUEMA # 2
FSTABILIZACION DEL COAGUID DE FIBRINA
TOR LNTRECRUZAMIENTD Dt BIS REGIONES
ANTIPARALEIAS (30).

Glu Gty Gin Gin His His Leu Gly Gly Ala Lys Gin Als Gly Asp Vau'J CQOH e



La molecula de flbrinégeno alterada res ltante conocida como

monomero de ﬁbrlna . posee una carga negaliva

formar»cordones de flbrlna. El Factor XXI

entrecruzamiento mutuo de dos grupos amlno

los grupos carboxllo de otra (17).

14



~>!I.§ inhibidbrea": acuvadores de “la’ cnagulaclon :

1 plasma normal exlsten lnhibidores de la coagulacién

entre ellos se’ cuenta la; antitrombina II[. la a-i—antltripslna,

la a-z 2

: actuan fundamentalmente para controlar los procesos hemost{xtlcos.‘

-macroglobullna y Ia a- -antiplasmlna.‘

Estos 1nh1bidore< ’

que se producen como fendmenos lacallzados, por eJemplo, por ‘la
acumulacién de vesiculas fosfolipidicas de la membrana plaqueta'rlz'\:
en un sltio de agregacién plaquetaria.

Los antlicoagulantes. clrculantes también pueden ‘encont‘raréé de .

“‘manera ‘anormal 'y . se presentan - como 'c'!'e'feé'tas T‘:hemos'.«‘it!.cns
adquiridos.. . Por  lo géneral son lnmunoglobullnns

. ”qe;gt;t'ars;e_ en: ;las pruebas globales, ) como

~en_: anclanos. . Jum‘.o ,‘con‘ afecclones'

'cnmo la artrltis reumatolde. tambien se . .

-p k;é'sgs flr‘lmunlytyaxr-l‘os ﬁpistp;ivrtq &




II 5 Componente hemdinamico ‘

La velocidad con"que clrcula la ‘sangre ', a partir de su

! sallda de.\ vent ict 1' zqulerdg. ;nlsmu que -disminuye confore. se

va gcercando apilar, ‘esta condicionada principaluente

.por tres factore ;

ergia‘de contracclén ventricular

cas}l estancamlento en.la: clrculaclbn capllar favorece esa.

: actlvac&én‘ y pnr,»lo vtantq,,la '_coagulacién ,1ntrayascular‘,

16



11,6 Slstema fibrinolitico
El sistema fibrinolitico eilnlna lcs depésltos indeseables de
fibrina para restablecgr el flujo de los vasos -ocluidos por un
trcmbo, -0 para faclillitar el proc.eso de curaclén que siguera la
inflamacién y. el daflo. és un sistema enz&mét1c§ qe comppnentes
maltiples, conslltuldoipor un.ilﬁégéno circulante, actlv;dores,ff

cofactores e iﬁhibldbres(19).,

La prlnclpal' enilma es la 'plasmlna;’ qqeg plfculi COMO'

plasnlnbgeno y més tarde es activ

;actlvacién deli

: fdlstlpgas;

cuando la hemostas

1nmed1ato por lnhibldores muy potente: '§9m5u}a‘ﬁ—Z-gﬁtlplhsmfﬁé y-;'

la o-2- macroglobullna




_CAPITULO. 1i

 TROMBINA CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES

III 1’ caracteristlms fisicas y bloquimicas

la famllia de las

catallza-s_e:c’on;;dera, una hidrolasa.’ Este- gripo de

Su masi

tromblna, una- molecula de dos cadenas ‘a través d'
Vlntermediarios, -.como sﬂe”qbsgrya

e5quemat1ca (21).Figura i3



Profrombing {70 Q00)
ALA

1 I
CHO CHO CHO
Xa + lla

Int.-3 (23.000) Int -4 (13.000) Int.-2 (4{.000)

ALA—————+ SER + THR—

CHO CHO CHO

[

-trombina (6.000) {(33.000!

ESQUEYA A3
REPRESENTACION DI LA ACTIVACION DE A
PROTROMBINA, LA CUAL S ESCINDE PARA
FORMAR 14 TROMBINA, UNA FOIECULA LE BOS
CADENAS. (30).



x.as‘ maséé iolec\xlares de. la protromblna. ids: intermediarios

- (INT) y Xas dos cadenas de 1la Lromb\na. f\guran entre paréntesis..‘

',CHO deslgna hldrato de carbono. ALA, SER, THR e’ ILEU designan'

"grnpos term‘nales anino-libres. Cuands 1o prot"onblra es a:’..lvada‘

se forma rép&damente trombln‘

: IVIEF)."para L

_lntermedlarios 3. lntermedlo 4 e_ lnterme io»z. Despues

T reacciona un enlace pept.idlco lnternc del 1nt me lo Z para darm‘ v

unu mclécula de dos cadenas rx-—tronblna. - :
o XSladu trombina de. dlferentes

ibovlna, porclna y equlna. encontrindose que dent.ro de cada especle

'hay d ferentesvariedades la porclén relauva de estas varledades

enuna’ preparaclﬁn dada no. altera signlﬂcativamente su acuvidad

3 enzlmatlca.‘ Estudios realizados por cromatografia de lnteermblo'-

‘16 ico.‘ han revelado las slgulentes ,varlggiades. a-trombina,

ﬁ-trombina. Esta nomenclatura sé basrira»en' el ‘or'den de’ elucidn en

T una columna de sulfopropil—sephadex Por eJemplo la :B-trombina
eluye més répido que la u-tromblna.
VLa ,estru_c'.ura de..la ' trombina conrslste,' en’ dos  cadenas

- 'éqnéct’ada‘s}por puentes ‘dlsulfuro, lévtrednlﬁa y'lh isoleucina son

iloé afhinéécldbs - N—term.lnalcs.i Otros estudlos real!zados con,

: jdﬂ.h-:c:pn.)p!.lfost.‘ol'luc:rldato han. revelado partc .del’sitio catalitlco
"dve la trombina el cual tlene “una o secuencla ode .
GLY—-ASP SER-GLY-GLU—ALA siuuar a la de la famllla de lag"

proteasas de serina (1),(2), (3) (35)

20



I1.2 Mecaniemo de acéidn de 1a trombina.

La trombina actia sob;'e el flbr..'tnbéeno:;‘ ‘su ;px"lknc!pal sustrato,
aunque también actua sobre otros sustr;rtgosl pequefios’ como &steres y
amidas. Actua sobre el Factor XI‘IX.' v yvVIIIy causa - agregacién
plaquetaria. La trombina hidroliza dlrectamente 4 - de unos 300
enlaces peptidicos de arginil-péptido y. " 1isil péptido en .el
fibrindgeno. El codgule de . fibrina se establliza por‘
‘-‘entrecruzamlento de dos regicones antiparalelas'de las cadenas 1}
para ello se establecen enlaces covalentes reciprocos entre dos
pares lisina-glutamina (30),tal como se observa en el sigulente

esquema., flgura # 4.

21



11.3 Mecaniamo de inactivacién fisiolégica. -

" El. cuerpo. humano tienre mecanismos. para ‘evitar 1.5 formacién:de
;tronbos, una vez que la coagulacién se ha Iniciado, "ya qﬁe se
produce la activacién de enzimas préteoll»t&cas due,acti\)ah lqs :

factores de la coagulacién; exiysten inhibidores circulantes dé las

proteasas y los mas importantes que inactivan a la tromblna se

enumeran a cantlnuaclé

a-2- macroglobulina; -

la- inhibicién  de™ la
reacclones de inflamaclén (29).

i1, =

ahutrombln'a ‘

La

se-considera;

un mportante mecanismo de lnactlvaclén flslolég ’a

2



111.4 Unidadea para exprasar la aetividad enzimética i

- En¥ 197177 1a C.G P.M" (Conférence Genérale 1,des ‘ Poids> ;

et Mesures) introdujo itha septxna unidad béslca. el mol definlda’

- como unidad-para la cantldad de sustancla. s :
{ La unidad SI-( Slstem; ;nternaclonal) de.actividad enzimatica
.kegiel Katal, se define como la: cantidad de enzima que catailza la
?#rénsforﬁapibn de p; mol de. sustrato por segundo en -un-sistema

‘adglltlco (20).(31)!

‘7'—A118E5crlblr la'actividad enzimitica sc deben tener en éueﬁﬁa

;trééjéoﬁdiciones' La canéldéd de . sustrato convertlida o productb o

:Tformado en mol, el tlempo de reaccién en segundos y la cantidad dc

Jenzlma en gramos ' de protelna (31).

: En el ‘caso espectflco de la tromblina, . existe -una unldad

}especial definida por el National Institute of Health (N.I.H. J .
‘ “Una unidad de trombina NIH se define como aquella,que en'
Un volumen de 23, 5 ml de solucién de fibrindgeno al 0.36%, producc

v 9.37 umoles de N-terminal glicina, en 20 minutos, a un pH de 9.0,

una. fuerza .i6nica-de 0.2 y'una’temperatura de 25°C* (35].

23



CAPITULO IV

OmcION Y PURIFICACION DE LA TROMBINA
’ . Una “vez que se selecclone la fuente de la proteina que'
_‘"'ilnteresa. se debe elegir la metodologia apropliada para separarla.
"f«Durﬂ.hte la® operacién de liberacién y ‘en la v fa.se de
,‘{i_"aicclor'\gmlento subsiguientes deben controlarse - los ’sigltxie_n‘tés o

" parametros:

- Temperatura . . ..o ...
PH

' “concentraccién protelca

" Las prq;gﬂnas’ son xioléculas fréglles, por. lo qué su e#poslc!bn i

raturas puede desnaturallzarlas, en consecuencia, la

b a'i: ertas’ t

- ‘mayorfa de:.los »procedimientos de puriflcacién protelca dcben

"i're‘allzavrse a tegpergturas préxlmas al punto de congelacién del

equivaldria a una puriflcacién

1o cual

telnas también son—senisibles A concentraclones

varladas de lones, p0r~~lo cual "la purl!‘lcacién se realize en

de so uclones amort&guadoras. También conviene mantener
la concentraclén proteica tan alta como sea posible, puesto que
» muchas de lasf proteinas tienden a desnaturalizarse en solucleones

- diluidas. (200, (21).

[
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! Se ‘conocen varios métodos de purlficaclén de las

. como -a contlnuacion se menclonan" Jr&béjaj

comblnando més de un métod P ¥

Cromatografia..

E'leg:t'ro[br;sls

C.r__is_t‘auzacﬂlbh‘ sl

-~ Para 1a obtcnclbn y purlficacibn de la tromblna, ‘se tomé como :

acetona’como disulvente par preclpltar Ia tromblna.‘ (20).(72‘73).':_5




HATERIAL BIOLOGICO

El plasna humanu utilizado en este” trabajo fue proporcionado
_pér Jel Ban¢o de Sangre del t :

Nutrlcibn "Salvador. 2ubiran”.

. Tomando especial ciudado en el transporte del plasma. del
“ hospital a la Facultad de Quimica. en un;:caJa dg;pnlqel. con .una

) bélsa de solucidn refrigerante que proporc!éne una atﬁésfera fria,
,al. llegar-a la Facultad se procede a gQar&arlo én el rerrigérador,:

para empezar a trabajar inmediatamente

" ~REACTIVOS

Agua destilada

Acldo acétlco 2%, o

» Snluclbn salina 0. 85A -

e Carbonato de sodlo 2

“Citrato de. sadlo 3:8%
Hldréxldo de sodio IOA
Carbonato de sod!o ZOAr i
Reactivo de fenol Folln-Clocalteau

Tromboplastina Si-Lab




'RATERIAL

EQUIPO

Cleruro de calclo 0,02 mol/L

Solucién estandar de-tirosina (1 mg.de tlfoslna =:

11.7 mg de fibrinbdgeno)
Albimina 25% Ortho

Manitol R.A.

Probeta de 10G ml

Matraz aforado de 1000 m!

Vaso de precipitado de 2000 ml
Matraz aforado de 100 ml

Tubos de ensaye de pléstico

Tubos de centrifuga de i5 ml

Plpetas serolégicas de 0.1, 0.2, 1.0, 5.0, y 10:ml

Pipetas Pasteur
Tubos de ensaye de 13 x 100 y de 16 x 150 mm

Plseta

Frascos de vidrio de 3 ml con tapén de hule y de

rosca
Hielera de unicel de 40 x 30 cm
Desecador

Gasa

Potenclémetro
Centr{fuga clinica refrlgeradé
Fibrémetro BBL

Espectfofotémetro COLEMAN Jrl1/620

27



baho d : 1 ubacién

"_ Llofillzadora uwconco

)E.T(Jm

Sobre un bano de hlelo colocar un matraz aforad de 1000 ml‘

agregar 100 ml de plasma fresco human

destllada. transferlr el contenldo del matraz a,un:mlvaso dej -

preciplitado de 2000 ml y aJustar el pH a 5 3 con écldo acétlca al

+ 2%, centrifugar toda la nezcla a 2000 rpm durante 10 mlnutos y, T

desechar el sobrenadante. Redisolver el preclpltado con 25 0 ml de
solucli6n salina 0.85% y ajustar.el pH a 7. 0 -con carbonato de sodio :

al 2%, aglitar suavemente.y: deJar reposar sobre el baﬁo de hlelo,

agregar posteriormente solucién de clnruro de calclo 025 Vmol\L.‘

DeJar reposar a temperatura amblente dns horas hasta la’” ormacién i

el .

sobrenadante,

re suspender

{6niide ‘cloruro de sodio.al "0.85%. .
10 mlnutos y descartar el

es la tromblna parclalmente purlficada.

{28),(30).

28



1v,2 MEDICION' nz LA ACTIVIDAD INICIk
En este pasose determlné la acuvldad de la: trombina“ mldlendo

‘el “tiempo de coagulaclén (T.T.).

dos mlnptos, ‘se agregan 0. 2 ml de soluc.lén

el tiempo ,de : cogguxaclén.i :

‘determinaclén fue el sigulents:

ctividad (tiempo de Erdpb;hn‘)‘}[‘llqlgl :

termlnaciones Tlempb de éoa.gulacién' (T.-TL) S

29



con agua destllada en’un atraz voxumétrlco. Esta solucidn

contlene 0.2 ng de tiroslna/nl que equlvalen a 234 mg de
fibrlnbgeno/nl y con ella se prepara una’ curva de callbraclbn, como.

se exppica en el slgulente cuadro:

3.~ CURVA DE CALIBRACION DE TIROSINA ™'~

Adiclonar en tubos separados (ml) : . Blanco (ml)

Estindar de tirosina 0.2 [05]10; 15 ————

(20 mg/dL)
Hidroxido de sodioc 10%4) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Agua destilada 6.8 6.5 6.0 5.5 7.0

Mezclar después de la adiclon de cada reactivo. Colocar en bafio
de agua hirviendo 10 minutos y enfriar.

Carbonato de sodio 20% 3.0 | 3.0 | 3.0 [ 3.0 3.0

Reactivo de Fenol 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Folin~ Ciocalteau

Homogenizar y.repoéar durante 10 minutos, diluir cada tubo cqﬁ’
agua destilada 1:3. Leer la extinci6n a 650 nm. Gontra blance de

reactivos.
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" 4/~ RESULTADOS '~ ~

‘'mg de tirosina

‘B650 o

:|: Cone. de fibrinégeno
i mg/dL

0.04
0.10
0.20
20,30%

0.0

00128
--0,208 -
0319

9;.6;*
1234.0

.3t



- CUANTIFICACION ‘DE-F IERINOGENO

2 p;opprclbn de  1:

liindoﬁé!trato de

10

nmuestra de plasma

blanco de reactivos

~VIdrio melido

S5 w1y aprox 0.50 0.50 .
Soluclén salina | 10.0 10.5
(ml)
tromboplastina
{ml) Si-Lab 0.20 0.20
cloruro de calclo
0.02 mol/L 1.50 1‘. 50
plasma  (m1) C.50 ——

Agltar por Inversioén, incubar a 37°C', durante 10 minutos.

Mezclar y centrifugar 10 minutos a 2500 rpm, - descartando el’

...i.sobrenadante . con ayuda de una plpeta. Pasteur. Repetir. el Jdavado. & .

con soluclén sallna dos veces y descartar el sobrenadahte. El

" sigulente paso es la disolucién del codgulo de tibrina,

1



6.~ DISOLUCION DEL COAGULG DE FIBRINA

Adicionar a cada tubo problema blanco

Hidréxido de sodio 10% (ml) 1.0 1.0

Colocar los tubos en agua hirviendo durante 10 minu-
tos, enfriar en hlelo. Adicionar

Agua destllada {(ml) 7.0 7.0

Carbonato de sodio 20% (m}) 3.0 3.0

Reactivo de Fenol
(Folin-Ciocalteau} (ml) 1.0 1.0

Mezclar después de la adiclén de cada reactivo,  repo-
sar a temperatura ambiente 10 minutes. Centrifugar

S minutos a 2000 rpm. Transferir a cada tubo de ’
13 x 100 los sigulentes volumenes

Sobrenadante de cada tubo 1.0 1.0

Agua destilada 2.0 2.0

Leer la extincién del problema contra blanco de reac-
tivos a 650nm. Interpolar en la curva de tirosina.

7 '7,~ RESULTADO -

Extincién 650 7 | “Concentracién de fibrindgens ..
- s om : N et
- ; ) L mg/di - . et
ToIE T 9.6
. £, 0.128 ' 292.21
Promedlo % ) : 295.63
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FIBRINOGENO
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61!do puede pasar en forma".

i pasar por el liquldo, se cqnoce

l} medlo ambiente La cantidad =

de sublimaclén AH.

‘y_,‘esta;,expr‘egéda en. @i
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ser adlclona acetona al hielo ‘sec

frlgorlﬂca. la cual dlsminulré la

aproximadamente, se clerra:herméticamenle‘l hiéig;é»y,}e deja-:

'Vdurante fodd 1a noche. .-
Al dia slguiente se c.alib‘ra‘ Vl'a‘lqulrlll_‘zadéra de“ tél‘ mahéfa que -
la temperatura” no exceda- lds;/'.-sooc"y‘la'ﬁr:eslén l:o;s 0:0001 Torr, A
Inr.nedlatamente Vse proceég a derstr;’:[.(w.ar los frascos y a colocarlos en
la qémara de desecaci.bn de 'tres en Lx;es,' ésto se hace réapldamente
para evitar que ‘los fras‘:c'os‘ s'e‘ déscéhgelen.  Se 7 revisa la
"temperatura 'y 1la presion cada . vez 'q'ué se éoldque;\‘ los ‘frascos ‘en
: las c;'imaras. . ‘ :
La liefilizacién se consldera termlnada, cuando en.los frascos

se . observa un polvo blanco adherldo ‘a las paredes ' es decir

cuando el agua se ngll

tamente. 71 I proceﬁd

aproxlmadamente S5a7? horas
Durante ‘el p_rlmer ylntento “de l;yéflllzar' 1;1 tr\ombina se
' descongeld a Vlas‘dois‘_holl'abs'd'e: habel; .iniciado ei pfdceso. por lo
-cuali fue necésarlo" ‘adlci’o.nér‘j un soporte para aumentar ‘lva:,
‘cantidad | de s6lldos - t‘;fesen!‘:e‘s:,‘ qué perlmitlera ur;g‘ meJor

Hofilizactén. Como ageniés éstablllzadores, se "probaron:. ma'nltol



' Se‘xnael6'un"nué

- observb un polvo blanco

: colocaron en el desecador

intento de liuflllzaclén y a-las. 6 horas’se

Se apago la " bomba de vacio hastaii

se’ taparon con el tapbn de hule y:-de :

AgenLe establllzador
‘manitpl g/frasco: -

ml de tromblna B

‘Aspecto del liofilizado

No se llofilizé
No se llofilizé
No. se -1iof1lizé
Pastilla
Pastilla

No se liofillzé .7~

No se liofilizd
“Pastilla~=
Pastilla
Pastilla .~




de hidratar cada’ frasco con: 1 ml” de . solucién’ salina.

9.~ EFECIO PROTECTOR DEL ESTABILIZADOR

Liof1l1zado con .
albimlna’ 25% (ml)

~Aspecto de lvaf

tronbina -

reconstitulda.’

leyembo de “;d:vlg\.yt:lacién

% 0.
‘0.
51

o N

clare ¢
i clare -
“-claro

Y
00
W
msuq
o e b
& wo
pBAS
J-SERY- N

00 e

preciplitads’

“mayor de’3 mlnutos -

‘ precipitado’

“mayor 'de 3 minutos:
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Se cc1sldeL como meJor agente de’estabillzaclon la albumlna
al 25%,: en proporcién de 0.5 ml/frasco, para la liofillzaclén de
lavtromblna‘pbtepldA en este'trabajo.,, ‘ .

... 1v.4 CALIBRACION DE LA TROMBINA
'Pgré delermlﬁar;iﬁ actlvidad de una enzima en especimenes o

"liquldos bloléglcos, -se mlde la velocldad de reaccidén catalizada-

~jpor la enzlma sobre un sustrato especifico En el caso particular

de laAtrombina oblenida experimentalmente, por no disponer de una |

,soluclbn de f!brlnégeno ‘de alta pureza, para determinar

;dlfﬁétament ctlvldad en. unldades NIH . se opté'pof callbrarla

tromblna comercial de orlgen humano. de ;

 ‘cdﬁstfﬁyenab “una_“clrvaiide a;fividéé',dé unldades - NIH. VS~ I(T'i .




cada una ‘de

710.CALIBRACION DE LA TROMBINA®

“Soluclén de tromblna solucién: salina’: Unldades Nm/ml
"~ PARKE- " DAVIS ‘(m1) : aprox. -
50 U. NIH (ml)- k Vol n S 5
0.20 : c0080 7 e T 0.0
0.40 o : ‘0.60. 20.0
0.60 e e S0, A0 ST E 30007
0.80 . 0.20 . '40.0),
1,00 I RN N s R 1. s0:0
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11, - CURVAS DE CALIERACION DE TROMBINA FARKE-DAVIS

AUUNIHL Dias
de trombina 30 60 90 120
PARKE-DAVIS| 1 ¢ Ty 7 T |1t [T | v |
. : (s) (s} {5) (s)
10 Z2.20| 0.045 | 20.00] 0.050 | 22.00| 0.045 |20.10( 0.49
20 11.10} 0.090 | 9.75| 0.102 | 10.30] 0.097 |10.30( 0.097
30 7.40] 0.135 | 6.66| 0.150 { 7.10| 0.140 | 6.91] 0.144
40 5.55| 0.180 | 4.87| 0.205 | s.o0} 0.20 | 4.71} 0.212
50 4.31) 0.232 | 4.16] 0.240 | 4.30{ 0.23 | 4.21} 0.237
Trombina
experimental
4.8 5.3 4.9
4.9 5.1 4.9
4.9 5.7 5.2
5.0 5.4 5.0
Promedlo ' 4;9" 53| 5.0
Unidades . 39.3 V343 46.4 2.0
NIH . e - -
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CURVA ESTANDAR DE TROMBINA
30 DIAS
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CURVA ESTANDAR DE TROMBINA
60 DIAS
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'CURVA ESTANDAR DE TROMBINA
90 DIAS
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1
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CURVA ESTANDAR DE TROMBINA
120 DIAS
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IV'S lHOHDGENEIDAD Y ESTABILILAD DE LA THOHBIIA

".|.ipromedio
1938
19,32
19.48
-19.02
19.90

19.42

‘Medla'= 19.4047 Varianza'= 0.5869 D.E. 0.6093- C.V.= 3.14 %

a8



CTIVIDAD ENZIMATICA:(T.T.) alos 60 dias’

: . .Fxfésj;o‘ ‘; : JA:’:lei’dad enzimatica (T.T.) (s) promedlo
i 19.57 20.3 20.1 - 19.7 181 19,54
Yoz oecfo 20010189 213 198 1901 19.84
P B 19.4 18.7 19.1 19.3 19.7 19,24
4 19.2 17.8 - 19.9 19.8 19.4 | 19.22
Liiss 20.3 -18.5 19.4 22.4 19,8 | 20.08
_ i . “promedio| 19.7 ~ 18.84 19.96 20.02 19.2 | -19.58
L B , B

s Medla:=:19.58 varianza = 0.8880 D.E. =.0,9423 C.V,= 4.87%. S

"+ #1A7 = ACTIVIDAD:ENZIMATICA a los. 90 dias (T.7.)

:’?)\Vct;i‘{idéq'enzrx'xﬁéﬂéa 1.} (87 | promedio

18.9 18.9 19.5 19.4 . 19.7 19.28
18,07 18.1 20,3 18.8  19.9 19.02
S 18.7718.T 18,6 18,5 - 19.7 18,54
©419:9-20:1:0.21,0 . 19.3 . 19.0 19.86
219.3-21.1 203 19.0- '19.5 19.84

18.967719.30 119,94 19,00 719,56 19.36

D.E. = 0,8434 varlanza = 0,714 C.V, = 4.49' %

ACTIVIDAD ENZIMATICA (T.T.) a los 120 dias.

‘Actividad enzimitica (T.T.) (s) promedio

19.1 21.0 19. 19.7. 19.3 19.62

20.1  20.0 19: 18.5 19.8 19.76
19.7 19.7 20.70 .
21.0 20.0 19 19.4 191 19.80

1
2
3 21,3 23.1 19
4
S

LU~ > O

22.3  19.7  23. 19,7 .20.0 | 21.00
promedio] 20.76 20.70 - 20.18 19.60 .19.58 20.17

RYUEN



‘Medla = 20.17 D.E.=1.18 Varianza

1401 C:V. = 418 %
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CAPITULO V.

* INTERPRETACION DE RESULTADOS

El. -étodo utulzado en este trabaJo pa.r

) tromblna, fue la preclpltaclén de’.la

'isoeléctrioo.‘ su converslbn a tronblna y supuri

con\acetona Esta fue la base de los. es

N Miller (1) Tsvetkov Kordlch

(3)

y L.

de 25 ml en solucién sallna, con una actividad 'enzlmé_t‘['c‘:a'

como tiempo de trombina (T.T.) de 3.81 * o.045 segur_x&osyy un’

coeficiente de varlacion de 11.9%. Este valor bastante -elevad
podria deberse a las lmpurezas presentes, ya que el extract ,éyrudo

se obtuvo por un solo paso de purificacién, o también a la:al.t.

concentracién del extracto, ya que la actividad medida (T
reallzd directamente sin diluir para obtencr un tiempo

equivalente al valor de referencia (21).

La medicién de la actlvidad en el extracto slr'vlé‘c’om‘
criterio para pasar a la fase de conservacién (llorilléiésip)
El método de llofilizacién empleado para con's'e‘rv‘ér‘ l
no tuve éxito cuando s'e traté de liofilzar la txﬁoml:rli;afrdjs‘ug ae

solucién salina comprobindose asi la necesidad: dne‘_utlllzar(t un”



"sopof'te (57) Se probaron dos establllzadores albumlna human als

~25% y manitol R.A. ,co-o se observa en el cuadro LB 7. El manitol_‘”"
‘siy funcioné para Formar una pastilla, pero al rehldratarlu con
‘somclén salina lsotdénica, no se solubjlizé ni mstrb actlvldad
enzimidtica asumiéndose 1Inactivacién de la trombina. “El segundo
soporte probado, la albimina humana al 25% demostré ser un bue.yp‘ :

soporte en las tres concentraciones probadas seleccionindose el de

~0.5 mi\frasco.

“de

valorar  la- activldad

Para enzlm}itiﬁa,

9 alta pureza 'y “de actividad conocida, (PARKE- DAVE

N]H) ya. ‘que es accesible para todo laboratorlo
dispone de un sustrato de alta pureza. ‘
‘la callbraclén se realizé a los 30, 60, 90

i de la liofilizacién, como se observa en el cuad_rxs #

‘fgraf_‘lca' 2, 3, 4, 5 , las cuales permliéﬁ calculal

—'equivalehte del extracto enzimitico

sin em z

activldad 1n1cial {a ‘1los 30 dias).

Exlste

varlaclén en . los diferentes frascos llofilizados utilizados ‘a

,dlferentes - tiempos. Esto podria.- 1nterprcta sg:.‘ comp ‘»\ir;a'




heterogeneldad al Ilenado ‘de los - frasco..
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‘ ‘fc}b_NbL USIONES

En el presente traba_}o fue poslble obtener un extracto crudo

’ de Lrombln 5 ':"partir de - plasma. humano. utllizando un método

= sencll ¢ y répldo. Partlendo de 100 ml de plasma. en sélo 2' dias,

la ccagulaclén. preclpltadas Ju.ntv

50°y 120 dias, tlempo-maxim
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