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CAP !11JLO. I 

J.u.s ·u J;H c A. cjo N 
;,-:'"'-i: ·,; 

La· trombiria· fu~obt~rii~i\po~ ~~l~~~a .v~{en 1958 por Seegers, 

::~:L~~!~Jl4?i~~::~~l~~f ;.,;t::::::: 
· ·oe~d~'. :·~ .~,~~:~~,~~~;~ . .\·s-~~tr·h~~~~~· ;~1:ii4~~i~~: ::~-~:(~~~?~::: a~ ~."_:o~~~nc1_6Jl. __ 

p:~:¡·t1~:~:(~~(~-~rt::;t~i;;~~~1~1:~,~;a~:~¡~~,~~o~b1n·a'·, dti\_ot'ras. especies, 

t~-1~~~-~;~~~~f~:-t~,~-::'.i~G¿i~-~:~z: ~i~-~-~~::--< i:>~t;:'.~ ,. ... ~ 
e~ 0e'n'i~~±'aer%~~ir~~;fr~iiJ;¡;1~~~ ;!~·:estudios de la . carrera . de 

0~1m1JoF~;.nadé~tt~o;e161ogci, ~n:í?.· F~~~ltad. de ·oul.m16a·se"empléa 

ia----.l~~~~b-¡·~~:-;_·,~~~-~ ----~~~ht~~~:,~~-~ -~-f~un;:~·.:.·_·p~~~i!Cas, :.pOr.·:·.10. c:ual .. se 

considero' ~é ¡~~;~~~ ."J~ obtención, en la. ~~~ti~ad y calidad 

(equer.id'aB>¡P~r~·~;~-~~~{liti·1~i .. ~ild~~-~ en·--ias mismas~,~-, --

...• · P~~i~ir:~\{~IJ d~~¡~.¡',a i~ relación exfatent~ entre la Facul tád 

dé Qui~i~;;'.,y el x~:~iiuto' Nacional de ·la Nutrléion "Salvador 
_-:_¡\, -,--, -.. _._,,., ,', 

Zublrán';.;_: se iofr"e~·ia '1a posibilidad de que el lnstl tu to 

. propo~b1ona1'a: material· d'e · partid"'_para __ .,st_e_ estudio_ con _la.ventaja 
--,--= -'---~-0-------~~==--~""=-=--~-'0-;;-~7--:o~,""" ,,------- .. _ - ·- .. - -- - -

de :d1sp6ri~i~~,~~,:-lk-1Ü~Sniá:,'perfeCtamente cOntrolado para garantizar 

Í~ · aus~~c~'~,~ d~ \~n~-~rme~:des -·que"· se trariSmi ten por sangre y sus 
'.·: , .... ,· 

der·1vados·:·: · 

Como ,objetlv~ p~l~clp~l de este tr"abajo_ se plantea desarrollar 

un rnetodo de obten'c16n -de· trombinci a partir de plasma humano que, 



además de ser, .senclll<;> y ·rápido,. permita "obtener.:, ún extra~to 

enzimático de actividad y estabÚldad suflclentes p~ra ~u· empleo 

en el curso semestral d~. Laboratorio :":de =·~~~,a~·~:~~k-~·a: eÜ'c~a-'Facu·l,~ad 
de Qulmlca UNAM. 
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CAPITU..O 11 

t1iRo.ot.Íccloii 
Hemoslas~a: »>·.· :.":_·::·. - ·, .·. -

,_.: ,_,. . .-

El mecaniSmó·. de" ,_he~~~t~~l~ tiene c~~o función d~tener la 

hemorragl,; e~ i.o~· ~a~cis ~esiÓn;d~s ·.o deteriorados,• ~¡ procé~o es 

rápido ,},,,;loc.~i.izad·o~ '_. a\:~nqtlci ~Ci' .~fe'Cta ia· ii~úi~~-:~ d·~,~:-ú1_'_:sani~~ en 

la cfrcu1~C:1¿, La he~ost~~la )ocluye. fa -lnt~r;c~ló~ i:ompl~Ja de 

dlferent6ff é_ó-~~~~-~~-t_e-~:'::~~~-.:·~~- c9ntl~~-~cl¿~:-~~''.'~~~~-¡on·~'ri~- ·: . 

II.3 Componente enzimático 

II.4 Sistema de lnhlb!dores o~actlvad~res-dc la 

coagulación -y de la función plaqu~taria 

II.S Componente hemodln~mlco· 

II. 6 Sistema. f!brlnollÜco. 

-,_. - .-
Los vasos sanguln~os ·son componentes importantes en el 

mecanismo h-~m~sláttco. Todo el intercambio mctab611co depende de 

la _clrculaci6n de _1a sangre a través de lo~ c_<!e_~l~~c~._ La 

permeabilidad del vaso proporciona el estimulo más lmportanlc para 

la trolilbosls después del dafio vascular; la importancia de estas 

reacciones de estimulo varlan según el tamafio de la lesión. Los 

capilares una vez daf\ados sellan directa e lnmcdlatamentc con 
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escasa dependencia de la hemostasia. Por otra parte las rupturas 

de arteriolas y vénulas son ocluidas rápidamente con una masa de 

plaquetas fusionadas; las venas que :contienen un 70Y. del volumen 

sanguineo pueden romperse' ante un traumatismo, su hemostasia 

depende de la contracción vascular, asi como de la activación 

perlvascular e lntravascular ·de- los factores hemostáticos. 

Asimismo· las arterias son más resistentes debido a su mayor 

espesor en l_~s paredes. Un traumatismo significativo puede 

orlginár una,_heaorragla arterial y el evitarlo constituye la 

fUnclón mas' dlfÍCll d,e la hemostasia. 

El endotelio vascular no dañado funciona como ~a super~lcle_ 

inerte, en 'e las reaCciones de coagulac.i6n -sanguinca y l~- -,, fu_riC16~---· 

plaquetar1a; ·~ein, embargo. la niás minlma lesión- al - endotelió. 

provoca inmediatamente agregación p_laquetaria y ~Cti.Va· ; las 
' ,:. 

re.accfónes: de :c0a&ulac16n. . .. <· --~?:\, 
.. ··-. 

·otra· fun-Ción. ·de .. la pared vascular se·. rela_c~ona· ·~ori la 
• --, ----._-,·.e 

actividad ·flbrinolitlca; el endotelio vascular'rÓrma y' llbéra a la 

circulación actlvadores del plasminógeno, 'que tienen importancia 

fisiológica en la depuración de la fibrina o trombos 

lntravasculares. Esta liberación awnenta niarcadamente por la 

á.cclón de sustancias vasoactlvas y ,por cst1mU1aclón adren.érglca. 

Otra función importante del .endotelio. es l.a producción del 

Factor VIII. Se ha observado que su l.lber3.ciÓn por el cndo.tello 

aumenta por la: e~t1mu~a~16n adrenér&ica y P,ºr. dlyersas sUstancias 

vaso.~ctlv3:s co·ma l~ serotonÚ1a :Y la .adr~rla11na_. 



IL2 Com¡)onente_celular. 

Las plaquCtás funclOnan·- -colño dfSCo~:~-~ Cl t~¡:)la~m.á.tlCos con un 

diámetro promedio de 3 a 4 µ .y ,un volUÍ.en de .10 .fL, la 

distribución de tamaf\o de las pla-C¡ue~as c's i:ituy ·amP11a- comparada 

con las demás células sangulneas. ·En el eStado-, inactivo la forma 

dlscolde se conserva por un cltoesqueleto circular de 

mlcrotúbulos. Los receptores _gl':JCOproteÍnlcos de su membrana 

medlan las reacciones superficiales por contacto de vlscosldad 

-cambio de forma,-· -adherencia. contracc16n interna y aglutinación; 

-la-- act1Vac16n- por contacto de los fosfollp1dos de su membrana, 

también -promueve actividad procoagulante y la producción de ácido 

araquldónico, precursor de prostaglandlnas (éstas inhiben en forma 

potente la adhesión y agregación plaquetarla). Las plaquetas 

también contienen protelnas musculares en cantidades importantes 

como. son: acllna, mioslna, tropomloslna, a:-acllna, fllamlna y 

lroponina. La energ1a para la contracción proviene. del metabolismo 

-aerobio de la mltocondrla y de la glucollsls anaerobia que utiliza 

gránulos de -glucogeno de reserva. 

En las plaquetas exl_sten tres tipos de gránulos· de reserva: 

' -,· -

Los ·grán~los-:: a \os':~má~ .:i:umerosos, ·cOnti'~ri:~n ,;.protein~·~ 
especin'cas de las· plaquetas (factor '. p~~qu~tari~ 4, 

tromboglobuÚna i Í'act~r de. ~~~cimiento) /- prol.~in~'s q~e se 

5 



e~CUentr:an ·taiabfér\- en::·el -plasma COIQO albúmina, flbrln6geno y lo~ 

Factores ºV yyrr '.de' la ·'coag\1Jac!6n. 

Los 8r~U10S. o cuerpos densos contienen ·AD?- de reserva. 

serotonlna,· 'calcio y fosfatos. 

j~~ _.'.·~~si~u~~~'-· 11 ~osómlcas son- gránulos _de ;¡~SerJ~·..- .. J·~:~a-;'4u~;; .. 
~:s:lá~'.-::-,t;-~~~n~de :Jormaclón. . -·· -/;:_' . .' '.~·:;¿ ~:-<.:. " 

i:a Ul>eractón del contenido 8~anuiar a1m~cell~d~ r~~~1~r~ de 
-' __ ,- '-"·. _,- ' ~:--, - -o,;,__ -_··. 

conlra~c!Ón ' Interna, . Jos . prOdúcÚÍs secretori'~s ~ facllltan la 

~glut'i!lac16n .· de las . plaquetas y conducen '.,a la agregación 

. ' 

c~~tr·~-. fun~lones d1~t1~tas en resp~;~~~--~-~l ~~fi~_·.v_ascular: 

la _f()~~~~y;;¡~f6~ de la -1nteg'r1dad Va"sé:u1a·r,.- mediante 

reparación por sellado de defect:s·me!lo/~s ;gi e~dotello: · 
Supresión inicial de l.;', he~orragla. mediante la formación de 

tapone!i pl~quetarios primarios. 

· Establlizaclón del tapón hemost;1tlco por· reforzani,lerito: dio :;1a 

actividad procoagulante (factor plaquetarlo 3) para que la .. cascada· 
---- -- -,-.-.-

de coagulación se inicie. 

Acelera la reparación vascular al estimUlar ).·a proli'f~raclóz:i_ 

celular (24) 
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II. -3 La' ~,;,.da de '~~águÍ.;.cJ.Ó~; 
El··· proceso': d~·~-?~-3. -'8óa~~lcli:i6n-.·;:_~~n~¿ihea es··_ ufi::·mecaniSn\ó 

enZÍmá~~c~_ ~r;--~~-~-~~~--~::q;ue puect~ -~·:}:_-_-i·~~bia~~- )>·~:? ~~~:r~as. ~~usa~ .y 

que >d~: ;~-úp~e'.~~r->¡,~~- ,:~~-~~~i:~mri'S- 1~1-bÍ:~-~-;~~: ·n~~~~~\~~- : 1-le':~ -. a _ 18. 
; ·-·· 

formacl6tl-de .un_~o~&u~o de fibl-i~a~· ·- __ ,_ 

---1,-: Los·, ___ raCtores de ia. -·coagulación, ble~---- definidos· -e 

ldentlflcados, aceptados por el Comité Internacional de Hemostasia 

.Y Trombosis (CIHTJ, son trece y se ei.;tallan en la tabla # i (29). 
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FACTOR DE LA 
COAGULAC:ION 

SISTEKA IHTRINSEC:O 

Factor XI l 
Factor de Hageman 

Precal lcre1na 
Factor de Fletcher 

Factor de Fl tzgerald 

Factor XI 
Precursor de 
tromboplastina 

Factor IX 

Factor VI 1 l 
Factor antl-hemo-
f l llco/factor de 
von 1111 le brand 

SISTEMA EXTRINSEC:O 

Factor VII 
Proconvertlna 

Factor l 1 l 
Factor tisular 
Tromboplastlna 

VIA C:OKUN 

Factor X (factor de 
Factor Stuart Prower 

Factor V 
Proaceler lna 

Factor 1 I 
Protromblna 

Factor l 
Fl br l nógcno~ 

Factor XI! 1 
Estabilizador 
fibrina 

TABLA a 1 

masa molecular 
(Daltones) 

80,000 

80,000 

120,000 

forma activa 
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El coágulo se produ6e de~tro y f:er¡, ~el vaso daJ\ádo, el qÚe 

se ;Or~ ;·d~~~··r~ ~~~~:;j:b~y~·.~-~·~·i~::~~~~,J~t~~:~~: .. mlentras~que'-el que- se 

rorm-~:-._ ·ruera -:··e~ ~ de1:.' :~6a :~-:..í·izi~f·t·anCia ~:~~);¡, ~.et·~~~r-~- i-a he~o~~agi~- · 
_,, ~-" - . 

. pQrq'úJ' -n~~·:· cbrÚ:·r~·~~~t:~:~·;_-}a ·:·~~~~·~-Ú>n·. de 'lá: c~r;i:-lente Sangulnea. El 

·,~~á~l~<:f~t~ri'~-r~-, :h~ --j~~uie~·~: ·-:~~-:: b~Or·~·~-~ -tisul~~es,--, e~ ~~·nerado a:-·. 

partir d=~ 1.::'~c~~vaclón del Factor XI i V XI, coláge~a u otra 

sustancia' -~~,~~ad~·'._·· n~~~tlvamente. Una vez· activados por estos 
.. ,·.,··· .. --._·· ,_, 

c_~mPU_~·St'~:~--_.-y )~~ pr~_~en~la _del calcio,_ se activa ·el Fact.C?r IX, que 
- - • :: ~-<- -- ... - ~- - - - , 

a· su ·vez !nteractua con el Factor· VIII y un fosfolip!do (Factor 

pl~qu~tarto 3). formando un complejo qu-e -acnva -e'{:·_fa·ct-ó-r .x •. y· 

~~t~·- a·· .su Vez _al combinarse con, el ·factor- y, y el--é-alclo~:- formará 

finalmente el activador intrlnsecó. de, ta e pr.oif-oiübina o 

tromboplasllna plasmática. 
.~~ - - -_-.. --:. :": . _-. 

El coágulo formado fuera del vaso _(vl3. -extririSecB.J-, ~-e. lnicla-

por la act ! vación del Factor VII, J>Or· a~~~·~n 'de Ja t~oinboplnst!na 
tisular una vez en pre~en~la.· d~'. -~a~~-¡'?/:~~~ti~,~~ -·i~·b_re ___ -el Factor 

X, siguiendo un c.am!rio .· s!~ií.ai; ai''Je.6.a ~Ía i~tr.inseca, p¡ira 
~e - •)•' 

formar el factor e~trinseé~ d~'ha ii~~fro~ii1~a o trcimboplast!na 
.. : <• ·"' :;; ,"·' ~--·.:-'. -·:.· ~. ·' . :::~;---·--

tisular; ··:if}' ··"'·~;.'"9:; · 

La vi; ~om¿n ii2' l~'°i:o~i:1~c:úln.~omp~cncl;; la act!vacl6n' de la 

protro~b1n~f ,.r.~U ~r·.,~~iv~ii~ ;~¿; amb~/~ia;, transformándose ·ª 
. 

_; -~C?mb!H~_:_·me~1ª'rit~~~~éa'i:hú;ri~~~S ~~~~-~-p¿¿ff-i~~~~~ ~-se~ ·-~equteren·:c-rones 
c~~~-~~>-:p~~-~ ·~~.:ausencia ·cfe;;:·e~t~s.·-dos· ··.actlvad0i:-es_ pl~rde s·u 
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actividad, La molécula de protromblna se dlsÍJcla· pai:-a formar.·, 

tromblna, esta última constltuyé una enZlma'"P~ote'~1ltICa-. 
-·;-''. 

Son tres las acciones más importante~-- d~·-/1a .:'t'rombina. que 
~ ·-.;?~, 

'~"""~· . ·::::.:: ~:.' ::: • .:~¿,,,,~', J'/ !' 
Act1vac16;;i~el }i.:i:oi- ~};ir ):f,',· ,;~~.:}y 
Conver~16~~de¡ ·;:ctif J>;fn ;}j;~fci~ma'~ás áctlva. 

·- . ' " . -·.;:/., _, .;.· ,:·"·:?.~. ·<'::· 
.. ~,; ·-~.;:~}~- --:, '~:L~-~~f;;~-- w 

i:,:· --- -;_<' :·.:::·'-' '::.:~~ _, ~--

El mecanl~in~- d~· ~O~g~~"~·~-~~~~~s~~ ¿!P.~-~~~~~~-~-~~:_:_e1_~ -?squ~:~a #:"L' 

10 



Sistema Intrínseco 

............................................................ 
: ¡ (qulnlnógenol ! Prooctlvodor .J... Actlvodor 
;Precollcrelna ... Collcrelno ......... l : plosmlnógeno plosmlnógeno 
:.. ........................ ¡ brodlclnlnol ! Plosminógeno'->Plosmlno 

· Factor Xl-i;ctyrXla:. : ....... 

Sistema Factor IXC9.:..-..:t(Foctor IX o + Factor VIII +-- - - _

1 

¡ 
ext~~~c~-:\_: ______ --- ________ C~!:_L ________ 

1 
l 

1 ~ Factor X - Factor Xo + 1 1 

1 Factor VII + Col+ ""' 1 C~FoPcLtor V ,.. - - -:,' -,11 : Factor hlstlco 
1lVeneno de víbora _c=-º=-+>-------'"'--------' 
1 de Russelll Protromblnoso 1 : 

1 "* 1 1 1 
1 Protromblnéª~ tromblno 1 

' 

: 1 : 
1 Flbrlnógenof--7->I fibrina/ l Ca"+ , 
l _ ·-·---. _ .-·· FoctorXlll__,.factorXlllo 1 L.---- - ______ _;:....~-:::.-·;_::-=:.:. ;.._ __________ - ---- - - _, 

~~~IJl;M .# 1. 
~'l·:CAIHS!-'J) m: CAZCADA !)¡~ !Ji COAGUl.ACION 

Oh! LA SAtmm: (21). 



El fl.brin6geno es una glu-:oprotelna, que juega un import ,nte 

papel en el mecanls~o de la coagulación, tiene una masa molecular 

de 340, 000. Es una estructura apareada de tres cadenas homólogas 

Aa., 813, .y 1 __ , respec~lvamente. La secuencia de aminoácidos ya ha 

sldÓ.re~uelta,. (30): 

:·se:há/.pr~~uesto e~ ordenamiento de sus enlaces disulfuro por 

, li~d~~o·,;:·d~:-.~\r~~[~(~~.~~:~,·-,·.co.~. ·~e~~ti~~s que ·desdoblan los enlaces 

dÍsUlfuro·:.y · s~'Párcln lils · ca:d'énaS'.·Peptidi'cas, "Las - c8.denas prot'eicas 

•pcis~~nun}ext~e'°coco~ un grupo amino (NHzl ·.y otro con un grupo 

carboxllo CCOOH). Á1 deter~lna~ los a~l~~áci~o~ am1noterm1nales de 

las cadenas de flbrln6geno ·se . ·¡cte~Úflcaro'n- tres -distintos 

. ~xlstlendo dos c:;oplas. de_ cad_a uno dé :-el.lós ·en la. molécula, de 

alanfoa- Ccailena «),·de plroglutámico Hcadena :ll_l y de ___ t1roslna 
,_ .. .;-,,- -·. ,_ __ ~.--= ;' 

(cadena 7). 
>.> =.:.::::·.' :·~}·~.· ,';'.'..'..:"' .... - . 

La trombl~a s6lo remue~e}lr•e~;~o,,r;t-\~r. d~ la ~··~ total de 

f 1brln6gen~; ~~lmeroi~¡: 11berac16~dé~dcis; ~éptldos. A-·y'después de 

dos pépÚdos .:e,' form~ri~o ~~n6meros1'.de;fí.bt1na;'.que ~on ~apa2es de 
- -. _--<'"·~: .,-;-:-.:;;· 7. ',;-~·. .", 

po11mer1zar· sin ~~c16n .~nz_im.\~;,a.~;¡,,u~§diL'.1c". la rase 11<iu1da ª · .1ª 

s611da. , ·; '~ - '";.:' ·; ,·; • :·-· __ . _ 

El c~ág~lo d~ flbrl~~ ,;-¡, e~i:b1fí;¡. por e~t~ecruzamlcnto de 

dos ~e_g!_~~e:s ~~tlE~~~~:__:as;: .:t~,~~~·:L~.~i~~c· .se ·:·~~ta·blecc.n enlaces 
-·--=----= -~.-~-~ 

covalentes recf¡)r.ocos · ~nt~~ ·:· ~l~s P:ar~·~·.:) iS~na:..·'..~ ~lut~mÍ~a: - como se 

observa en el- esquema ~ i (36). 
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MONOMERO DE FIBRINA A 

Leu 
Thr 

lle 

Gly '-----------------------. 
Glu Gly Gin Gin Hls Hls Leu Gly Gly Ala Lys Gin Ala Gly Asp Val COOH 

CO OH Val Aap Gly Ala Gin Lya Ala Gly Gly Leu 

lle 

Thr 

Leu'------

~----------:M~O:N~O:M:ER=O~DE FIBRINA B 

ESQUl:::l".A JI 2 
ESTABII.IZAClON Dh!L COAGUID UI:! F'lDIHNA 
mn h:!lT1lF~cnuiAMI¡.;111n m: D is m;cinti~:~ 
ANTIP.\RAll·:tJi~ ()O). 



La ~olécula de flbrlnÓgeno altefadB. Tesultante conocida 'como 

monómero de fibrina , posee una carga negatiVa , .que''.permÍ.te que 
.. - . -. ' ... ~· ' 

estas moléculas se poll.•erlcen mediante enlaC:es 'de"·hidr6&eno;:_pB.ra 
•,: -.":. ··. ,,-

formar cordones dt! fibrina. El Factor ·x111 :·activado le: coriflere 

una mayor establlldad al coágulo de ilbrlna, :·pues·. citallza el 
,-»-.- :-.>--·: .>':.·: . ;'.. .' 

entrecruzamiento mutuo de dos grupos amino ·.de ~j.lna: ~C?lécula. con 

los grupos carboxllo de otra (17). 
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-n. 4 _ Inh1b1dores y · activadcireí{ de_' la coagulacióri-

En el plasma - normal existen - inhlbldores de la coagulación 
·. ·', ... 

entre ellos Se cuenta: l~ antlt?-ombinS.:. 111,, la a.-i.-antltrlpsl-na, 

la ao-2-macroglobullna y Ja ao-
2
-aritlplasmina. Estos lnh!bldores 

actllan-fundamentalmente para controlar los procesos hemostállcos, 

que se producen como fenómenos localizados~ por ejemplo, por la 

acumulación de veslculas fosfolipidlcas de la membrana· plaquetarla 

en un al tlo de agregación plaquetarla. 

Los antlcoagulantes clrculantes también pueden encontrarSe de 

manera anorma 1 y se presentan como defectOs -"· hemoslá'li~~s 

adquiridos. Por lo general son 1nmunoglobullnas y pu~~et~ 

de~ectarse . en las pruebas glObales, como eL t_lemp~ '."_ de~ 

tromboplastlna: parcial',-. donde la prolongación no se-corrlge por la' 

mezcla de: 1: 1 ~-_con plasma del pictente y un combinado d~ plasmas 

n~rma'les' Los; lnhlbldores pueden estar di rlgldos contra un factor· 
'·- .-'.~: :':o;-/:1 ·'.;\ .. -_ . ;-· .. 

espeC~ricO_'·.:·d~ la ~~ag~l:ación o tener un mecanismo menos :definido, 

:como· ~'i. q~'.~".·~;:"'~·bse~Va ,.eri el lupus eritematoso. 

-Exis't'en 'lnhÍbldor~s del factor VIII, estos pueden presentarse 

de .. : manera· ·-.~.SPo'nt'áne~ ·- en ancianos, junto con afecciones 

lnÍlam~-lo~las :_·~r6~1.cas, como la artritis reumatoide; también se 

~~6ii~~[fa.i~'en =ai-gunos----pac1enteS cori._ hcriiofilla A, después de la -
,;;•" -

expos1C1óil··~ ~1,~·t~c'lor· y·¡ i1. E n 'las' transfu-slones 'se han dcscrl to 
':. ·- ... _--: :~:·<-:-·_ .·;·),-' ·:, __ ~.>:_·.··· .. "· .-·._ -

anticuerpos. éoritr'a·- ~la:--fracclón' 'de, von · lllllebrand del complejo_ 

Fa~tor Vl·I;/vW~. :·• ~ambÜm se J:i~ri .~escrito lnhlbldore~ de_ los 

Factores V; VII, ~rjr, o b•lcn e11 ~recesos ln_munitarlos postparto 

(29l. 

15 



It.S Componente hemodinámico 

La· velocldaci con·.-que circula la sangre , a partir de S'J 

salida- d~~ vent~~culo·.~~lzqulerdo, ~lsma que disminuye conforme se 

va ácerc·anda· a' la -~·~d ·.'éapila~; está condlcicinada principalmente 

por tres faCtores;. 

-·~~~~i; _de contracc16n ventricular 

' El~~~l~lclad de la pared vascular 
. ·: :< .;:,~'';: .. : .. .,-: -. '~ 
~Viscosidad de la sangre 

· La· 'comblna<:16n de-· :e·stas tres fuerzas permite el 

mo~lrnlent~ c~;;U~u() d¿~luJ~ saÜ~l~~o; éstó evita entre otras 

cosás -i.:· ácÜ.Jácl6n'º7 plaquetai'la·'·y •1a··•:actlvacl6n lntrlnseca del 

Factor de H~iem~~. G dl~IGlriu~ló~de lá velocidad de la sangre y 
._. -_· -- ··.:: -: ::::--· ,_:·,.,.:.-=.~. -:::··:.: - : .'_: ~-'- > '.· , ..... 

su __ .casl_:__esta~cB.~le~to -e!l -·~.~. c_lrculac16n capilar favorece esa 

actlvac¡ó.n- y por·~·lO-:t~nt~~~l~-::~a~~~laci~n ~lntrayascular ._ 
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II.6 Sistema fibrlnolltico 

El sistema flbrlnolltico elimina los depósitos indeseables de 

fibrina para restablecer el flujo de los vasos ocluidos por un 

~rcmbt> 1 o para facilitar el proceso de curación que siguP. a la 

lnflaaaclón y el dal\o. Es un sistema enzimático de componentes 

múltiples, constltuldo por un zlm6geno circulante, actlvadores 1 

cofactores e inhibldores (19). 

La prlnclpal enzima es la plasmlna, 

plas11in6geno. y 

lnmed.lato por inhibldor.es 

la o:-Z- macroglobullna. 
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CAPlruLO 111 

TROMBINA CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES 

III. 1 · caracter1sticas f1s1cas y bioqu1mlcas 

La tromblna .. se encuentra dentro de la familia de las 

prot~~sas· dC_:-ser1na:. 'debido· a la presencia de scrlna en su sitio 

cat~i1tÍci~-. ~u ciiasiflcación es E.C.; 3.4.21.5. Por el tipo de 

i'e_aCci6n_·:;CJ':':e. '..:·c?~~-:~_l.t:2~_ se _·COJ'!~ldera_ una hidrolasa. Este grupo de 
-·- .· . ,- - -· :-~-: -- -;- ; -~ ·. - -. : . 

-~nzffuas<·cat~!;_~_ia.b:~,~~--j-uptµra-_:~de ~as ll:1!_1ones C~, _C-f<:l, :c_C7C, _con 

adición¡¡~ agua;;?¡,,º s~ e~q~ematlz~ a conllriuaci6n (20): (27) • 

. . • A + B + ll20 •.· ... ···•• i.~oí(+'s~H 
:;!i;;';- ' - ~ ... ' -:~; - -; 

d.e 39, 000 D. Tiene 
·.·.· • ..:7 2. <1 .. 

una constante de dlfusión .de 8. 76 X ·10 . cm. s . y. una S de 3. 76 x 
-3 . >:. . f •• . • . 

10 s (coeficiente de sedimentación estándar. (21); (35). 
.. . 

El ~r-~cur;sor:: ~e ~ª- t_romblna es ... _la_ prot~~-~blna; ésla .se compone 

de una sola cadena pollpcptld1ca que posteriormente es activada a 

tromblna. una molécula- de dos cadenas a través'· de ·una· ·serie de 

intermediarios, como ~~ __ o_b_s~~y~_ --~~-- J~_._si~~e~~~ -~_e1:1res~ntac1ón~--c 

esquemática (21). Figura l~ J. 
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Protromblna ( 70 OOOl 
ALA~,--~-.-~~~--.. ~~~~~~~ 

CHO CHO 

lnt.-3 123.000l 
ALA ¡ ¡ 

CHO CHO 

l ~~~ Ita 

lnt -4 ( 13.000l lnt. -2 ( 41.0001 
+ SER + THR---.r--------

CHO 

l Xa 

-tromblna (6.000) 133.0001 
THR---r- IL~ 1 

L 5 5 CHO 

BS~UEM 11 3 . . 
REPRES~NTACION W LA AC1'IVACI0t1 m: !A 
PROTRmJlINA, iA CUAL 5¡,; 8SCINDi<; PAílA 
J•DHMAH LA T!lilMUlNA, UNA l'{llJ·:CUlA LJE lJOS 
CAD~llAS. (JO) • 



UlS. mas_as ~lec.ulares de la protrombina, los· intermediarios 

(INT)' y 'las .dos cadenas de la trombina, figuran entre, paréntesis . 

. . CHO' d~slgria _hidrato de carbono. Al.A, SER, nm. e ILEU, designan 

gr11pc-e .. terminales a•lno-J lbres. Ccando le. protroablr.a 'es a-::t!va.da 

por, ei" factor Xa, se forma rápidamente trombina · ( llá.l. La 

pfqtrombina reacciona con el factor Xa y la fromblna '_(IIa), para 

dar intermediarios 3, intermedio 4 e lnterniedio '2.. DespÚ~s 

reacciona un enlace peptldlco interno del intermedio z; p'ara dar 

una molé.cui'á de dos cadenas cr.-tromblna. 

-~-- h~--~ -~lslado trombina de ·difE!rente_~ _f'..speci_~~' ·- tales como 

bovina, ·porCina y equina. encontrándose qu_e d~:~tr~·_·de c,ad_a especie 

·hay diferentes variedades. La porción relativa de· estas variedades 

_e9_~_ü~~.,pr:eearaclón dada no altera significativamente ·su- actividad 

enzlmátlca. Estudios realizados por cromatografia de intercambio 

16~ico 1 han revelado las siguientes .varl~dades: o:.-trombina, 

{J-tromblna. Esta nomenclatura se basa en el orden de eluclón en 

una columna de sulfopropll-sephadex. Por ejemplo la ¡?-trombina 

eluye mh rápido que la cx-tromblna. 

La estructura de la tromblna consiste en dos cadenas 

conectadas: por puentes dlsulfuro1 la· treonlna y la isoleuclna son 

los- _·aminoácidos _ _,_N""'."tennln~l~~~ _ Otros estudios realizados con 

dllsopropllfosfofluorldato han revelado parte del sitio catalltlco 

de la tromblna el cual tiene una secuencia de 

GLY-ASP-SEJ\-GLY-GLU-ALA, slallar a la, de la familia de las 

proteasas de serlna (1), (2.), (3), (35), 
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1 L 2 Mecanismo dto &.itoció,1 U.tt la trombina. 

La tromblna actúa sobre el fibrln6geno •. su principal sustrato, 

aunque también actua sobre otros sustratos pequel\os como ésteres y 

amidas. Actua sobre el Factor XIII, V y Vllly causa agregación 

plaquetaria. La trombina hldroliza directamente 4 de unos 300 

enlaces peptldicos de arg1n11-pépt1do y 11s11 péptido en el 

f1brln6geno. El coágulo de fibrina se estabiliza por 

entrecruzamiento de dos reglones antiparalelas de las cadenas 'Ir 

para ello se establecen enlaces covalentcs reciprocas entre dos 

pares llslna-glutamlna (30), lal como se observa en el siguiente 

esquema. figura # 4. 
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II. 3 Mecanismo de inactivación fisiológica. 

El cuerpo humano tiene mecanismos para evl tar la formación de 

_trombos, una vez que la coagulación se ha inlclado, ya que se 

produce la act1vac16n de enzimas proteolltlcas que activan los 

factores de la coagulación; existen lnhibldores circulantes. de las 

proteasas y los más importantes que inactlvan a ia tromblna se 

enumeran a contlnuac16m 

o:-2- aacroglobul!na. - Contl_e~e dos> conJootot·:'éie; monómeros' 

enlazados por puentes dlsulfuro, c~~Jl!e_ ~o~~l)-~s::_s\i~t'rñJ;,~-'~{ __ _ 

algunas proteá~as y es depurad~ ráplda~~~t~.'~~J.;.!''i~~~~ (ZIJ;'(29J/ 

La o:-1-antltrlpslna. - Es muy·espe~if¡.;'~, s{ácé16~/;'(>r"!Íl~lp,.'1,' - -

eS la inhibición-·· de- };is_c_--P.r.ote·a~~º~-, =::~:q"u~·,C;-_i~t~i;r~_:'.~~;~~,-~~~~.,.,¡-~'.~:~~:. 
\:~- ~ ·7".c) -. ;'-'.:,.:;,_ ---;ó:;=L-- -';"-" T~· C;:' ¿.".,_-o;~=--"• -

reacciones de inflamación · ¡29). -· < -;} '[~' ; ::': ;>, ,'.>' . _ ·•-
La antl tromb!na m. - Por . sl Ú~L~ '.~ued~ Íri~~~~~~~ 

~z· . ',;:.~.--;, .,,, : _::~ .. ·. ·J~ 
progresivamen.te ·a todas las' prote·~~~:~~: Lá:_ hep~·r,!~_;c:e-~~:~~O.íl~~:c~~.'..~o·n··: 
el endotelio da-f\adO ac.ele~a· notabi'emerit·~:.-:'i~~-:~·re~:é_,~-ÍÓrli:' ~~~~-~6~·~:~d~~ -
efecto antlcoagulante lnmedia~o ~ ~~ieni~. (~~). ';::> ,_ 

La antlplasmlna. - Cl;cula en co~~enf~~cl~nes inuy bajas e 

Inactiva a la plasmlna, 'cuando l~· /1br1~1¡U:~;'~:.-~{ d~~~~~~de~a. 
La trombina se absorbe cri .· e1::.co.ági~o.~·~ ,e1~<"6~ai _ -~~~ ~Qf!~¡_c;l~ra_ -

-- ------ -· ~'o;=----_---'o- ~ ·=--- ,=;o-..=-o- - -o-~-- - -~¡;-: - --;-.-;o-

un importante mecanlsmO-dc lÍlactlvB~·ióO ilsi~lóglCa:.·-
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III.4 Unidades para expresar la actividad enzimática;' 

En 1971 la C.G.P.H. (Conférence Genérale des Polds 

et Mesures). introdujo una séptima: unidad básica, el mol definida 

como unidad para la cantidad de sustanC:ia. 

La unidad SI ( Sistema Internacional) de actividad enzimfltica 

es el Katal, se define como la cantidad de enzima que catallza la 

transformación de un mol de sustrato por segundo en un slsteina 

analltico (20). (31). 

AL describir la actividad enzimática se deben tener en cuenta 

tres ciondlciones. La cantidad de sustrato convertida o producto 

formado :en mol, el tiempo de reacción en segundos y la cantidad de 

enzima en gramos de prote!na (31). 

En ·el caso especlfl.co de la tromblna, existe una unidad 

especial, definida por el llational Instltute of llealth (N. I.11. ): 

"Una unidad de tromblna NIH se define como aquella 1 que en 

un volumen de 23. 5 ml de solución de f!brinógeno al O. 36%, produce 

O. 37 µmoles de N-terminal gllcina, en 20 minutos, a un pH de 9. O, 

una- fuerza iónica de O. 2 y una ·temperatura de 2sºc" (35). 
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CAPITULO IV. 

OBTDICIÓll Y P\JRIFICACION DE LA TROHBINA 

Una vez que se seleccione la fuente de la proteína que 

interesa, se debe elegir la metodologia apropl~da para separarla. 

Durante la operación de liberación y en la fase de 

fracclonam.lento subsiguientes deben controlarse los slguient~s 

paré.metros: 

Temperatura. 

pH 

~an·centracclón proteica 

. Las proteinas son moléculas fráglles, por lo que su exposición 

a ~_.ler~·a~ t~_mperaturas puede desnaturalizar las, en. consecuencia, la 

mayorfa .de los. procedimientos de purificación proteica deben 

reafizar·sc a temperaturas próximas al punto de congelación del 

disolvente utilizado. Si· la prote!na fuera estable al calor, un 

·tratamiento .... térmlco. breve servirla para precipitar parte del 

m~l:i:r~~!··> C~rila~~nan~e~ lo cual equlvaldria a una purlflcaclón 

----0-pi.r~f~,l~~L:~s·,-~·p~~~telnas ·-también son -sensibles a concentraciones 

variadas-· de iones, por -lo cual la purificación se real lzc en 

pr"e.se~~ia de soluciones amortiguadoras. También conviene mantener 

le!: concentf-aclón proteica tan al ta como sea posible, puesto que 

muchas· de las proteinas tienden a desnaturalizarse en soluciones 

diluidas. (20), (21). 
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Se conocen _varios métodos d.e p~rif_l".acl_~ll de_ 1~~ P~C?te~nas 

como a continuación se ·mencionan! casi"; ~lempr:"e· se trabaja 

combinando más de un método: 

,·,:_ '.' - :_. _, .. 
-· "frac·~i.Onaa{ieótO co~.disO-ivefites 

o~g~lco'.~ -

Preclpltac16n _con _sales 

Crlstallzac16n 

Para la obtonc16n y purlffoadón de la tro;.blria, se tomó como 
"' .. :.. . '" 

referencia el alétod~ utlliz~do-pOr.'Ko'ri::ilcti-;· el. cúaf-rtie m6cÍifl~ado-
·_.: .-._ .-.·--

.:-· 
en algunos pasos~ Este método' se fund'amcriia eñ ap~; pÍ"'·~·p1Cdades··_:de 

las· protelnas (28). '., _,,_-_,_ 

camblo de pH, puesto - que, las p~otel~.;~ -- présentán una 

solubll ldad · mlnlma cerca del -p~~to ''1s~~léc~rl~~.' ál variar la 

concentración de H+, _pr~-cipft_~: !:~:· ~r~lc:'.~-A~ ~e~eadél, ml~ntras que 
"-'=-~~- --- - . ---- - "O"""o-Ó.j'=---;----oo"---o---:---;-'--~---o-

las demáS permanece_n ·~n ~_oluclóri·~-:·· 

Solubilidad en dlSolventes orgánicos-, en.este cas~·:·se .UtÜ.izó 

acetona como disolvente para precÍplt.;r la tro~bln~~ CZO), (2-3). 
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MATERIAL BIOLOGICO. 

El plas111a humano utilizado en este trabajo fue proporcionado 

por el Banco de Sangre del Instituto Nacional de la 

Nutric16n "Salvador Zub1rán". 

Tomndo especial c1udado en el. transporte del plasma, del 

hospital a la Facultad de Quimica, en· uria caja· d~ -~icel, con una 

bolsa de solución refrigerante que proporcione una atmósfera fria, 

al llegar a la Facultad se procede a guardarlo en el refrigerador, 

para empezar a trabajar inmediatamente 

REACTIVOS 

,Aj¡ua .destilada 

Ac1do acético 2Y. 

Solución salina O. SSY. 

Carbonato de· sodio 2Y. 

Cloruro de 

ACctOna-

Bloques .de hielo •seco 

Hiel.o .molido: ;¡iavíí~o. ~º~ ~bi y agua destilada) 
,-~,- • ' - '.E' • .-. ··-· 

-Tromblna~-ú~iú1zaé!a~P.i.RKE~0Av1s clé°'"sóoo·urirdadcs -

NIH/ml 

Citrato de. sodio 3; sr. 

Hidróxido de sodio !OY. 

Carbonato de sodio 20% 

Reactivo de fenal Folln-Ciocalteau 

Tromboplastlna Si-Lab 
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MATERIAL 

EQUIPO 

Cloruro de calcio O. 02 inol/L 

Solución estándar de tlroslna (1 111g de tlroslna 

11. 7 111g de f1br1nógeno) 

Albúmina 25:'. Ortho 

Manltol R. A. 

Probeta de 100 ml 

Matraz aforado de 1000 ml 

Vaso de precipitado de 2000 ml 

Matraz aforado de 100 ml 

Tubos de ensaye de plástico 

Tubos de centrifuga de 15 ml 

Pipetas serológicas de O. 1, O. 2, t. O, 5. O, 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 tapón de hule y de 

rosca 

Hlelera de unlcel de 40 x 30 cm 

Desecador 

Gasa 

Potenciómetro 

Centrífuga clinlca refrigerada 

Flbrómetro BBL 

Espectrofotómetro COLEMAN Jr!I/620 
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HETOOO 

ballo de .. incubai:16n 

Lioflllzadora LAVCONCO 

Sobre un baflo de hielo. colo~ar un niatraz af~rad~ de 1000 ml, 

agregar 100 ml de.'plasma fresco· h~=an~~·~~for.ar~·a iooo ml -con agua 
: - ,. . ~ ' '. ,1-. .: : ~ -· 

destilada, transferir el contenido .d~l · ·'~-at-r3.Z a - un vaso de 

precipitado de 2000 111 y ajustar el pH a 5. 3 con ácido acéUco al 

2Y., centrifugar toda la mezcla a 2000 rpm durante 10 minutos .y 

desechar el sobrenadan te. Redisolver el precipitado con 25. O ml ·de 

solución salina O. 85Y. y ajustar el pH a 7.0 con carbonato de sodio 

al 2Y., agl lar suavemente y. dejar reposar sobre -el· bario -do hielo; 

Dejar reposar a temperatura ambiente dos horas ,hasta la. formación 
- ' .. . ,- --

del coágulo de fibrina. Retirar' el .'coágulo con ~pllcadores .'de 
~- ... , .. · : ' .. '.: :. ' ... :' •' .. ,. -. , . '.• , . ' 

madera· ~?Cpr1Di1~~~~-. ,i:iuy· _bien-;>· y_ ci8~.fat~;. re·P~sar~-: P~f :~,d_'!~. ho:~as· _·a 

tem~era tura ambiente: La~~oÍ~cl~~ ~or¿é~p~~de . ~. la·.· tro~b.ina. 
/-- . ,-'.'_· •. ".·:.•:: .,e 

Afladir un v:iurn1~.~~ ~di{~n~:::A.;p~~ cad~ volumen de solución de 

tro~bin~'y ·~~nt:&~&~~·~~·20001~ni:durá.;:.te.10 minutos para separar 

--~-¡-- ~~:-~.:~ ~ ;1 ,i:~z~~;~~~:Z~~~~~~~t:·~.:~.,·.::-~~:;~:~:-~-¡~~ -- ~~:su~pende; ~ I 
preciplt~d~ en ;S '.~i '.de''soi~~16~\de .cloruro de sodio al O. SSY.. 

Centrifugar a ~~~O '/p~!,°<J~~~nt;; 10 minutos y descartar el 

precipitado. La. ~olu~i6ries .la t;ombina parcialmente purificada. 

(28), (34). 
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IV. 2 MEDICION DE U. ACTIVIDAD .INIC.IAL 

En este paso ·-se -determln6 .la actl~lda-~·:cie·.·--~·~:· tro_~~lna mldien~o 

el tiempo de coagulación (T. T.), utilizando .li, . plasma cuya 
·. · .. ... : 

concentración de flbrlnógeno se conoce~ dé)8.--'s1Sui8nte ''.lnan.t!ra: 

Se ajusta la temperatura del flbr6rn~tro;·a .JIº~\; en 'Ta capa de 
'<·'·.><~- ·\. 

reacclóri del flbr6metro se colocan O. 2 ail ·de plS.~n;~~:. se incuba· po·r 

dos minutos,. se agregan O. 2 111 de sol_~~16ri :d~:.:?(~~:~~~na.::;y_~·.se inide· 
!..;;', .... -''.é ' ~·¡ 

el tiempo de coagulación 'fe;;uú:~éici ':'..de·" esta 
~ ' ' \ . 

Tiempo de coagulación· (T. T.) s; · 

media =· 3. 81 
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1.v .2; t CURVA DE.c>J •. ÍímAcioN .DE TtROSINA; 

Se prepara una soluc161\. e'stá.ndaÍ'" .'!J.~ .~lr:o~ina, _pesB.ndo exactamente 

20 mg de tlrostña --~'.·A., ~.~--1~'.:'~~·af-: se ""le adiciona aproximadamente 4 
:- .·--. :·-,<<">·.~:'.:··. -''<·> '·'.; 

ml de ácido clo~hid¡..i~O<.a·. t;~N;· -un~ .:y~~-_di~uelto se afora a 100 ml 

con agua dest Uada Esta solución 

contiene O. 2. mg cÍe tiroslna/ml que equivalen a 234 mg de 

flbrln6geno/ml y con ella se prepara una curva de calibracl6n, como 

se explica en el siguiente cuadro: 

3:- CURVA DE CALIBRACION DE T!ROSINA 

Adicionar en tubos separados (ml) blanco (ml) 

Estándar de tlroslna 0.2 0.5 !. o !. 5 ----
(2.0 mg/dL) 

Hidróxido de sodio IO'l. l. o l. o !. o !. o l. o 
Agua des ti lada 6.8 6. 5 6.0 5. 5 7.0 

Mezclar después de la adición de cada reactivo. Colocar en bafio 
de agua hlrvlcndo 10 minutos y enfriar. 

Carbonato de sodio 20'l. 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 

Reactivo de Fenal l. o l. o !. o l. o l. o 
Folln- Cloca lteau 

Homogenizar y .reposar durante 10 minutos. diluir cada tubo con 

agua destilada l: 3. Leer la extlnción a 650 nm. ,q:ontra blanco de 

reactivos. 
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4, - RESUL TAOOS 

mg de tlroslna 

.04 

0.10 

0.20 

0.30 

0.041 

0.125 

0.208 

Conc. de flbrlnógeno 
mg/dl 

93.6 

234.0 
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rv. 2. 2. c:ufur~tCAci~N D~ FIBRIN~~o. 
La sangre se obtl!~n~ ~~r ~(mc1~n ~~llosá.,· ~tli~z~ndo el trato de 

sodio ,a1- -3.-sx ~~m~·.-'./antii:~~&~i~~·t.~··:<r~h-: ;k~- P.~op_orc16n de 1: 10 
::., ~ .· ·:·:> -:'/:,, ·, :;e·' : ~.·:'-

antlCOagulante- .. ~a~f~ :~;.s~!,{~~ritrlf~ga<~ 1soo · rpm. durante s 

mlnµt~os:·~/par~-~~S~~~~~~.}:·e-Í~_-'Pi~~-~~-~:,:·: :~~{~.~-~~~{an -~arl'os plasmas de 

j nd;v ldu~s lli~mf;:~/[i· ~~t~r;{ií~c:Í¿n d~ hace· üt 111 zando un bl aneo 

- '.~~--

. -.s; - CUANT!f!CACION DE f!BRINOGENO 

muestra de plasma blanco de reactivos 
Vidrio molido 

(mll aprox o.so o.so 
Solución salina 10.0 10. s 

(mll 
tromboplastlna 0.20 0.20 (ml J 51-Lab 

cloruro de calcio 1. so 1. so 
O. 02 mol/L 
plasma (ml) o. so ---

Agl tar por inversión, incubar a J7°c , durante 10 minutas. 

Mezclar y centrifugar 10 minutos a 2500 rpm, descartando el 

_ sobrenadante con ayuda de una _pipeta Pnsteur. Repetir __ el lava.do_ 

con solución salina dos veces y descartar el sobrenadante. El 

slgulente paso es la dlsoluc16n del coágulo de fibrina. 

32 



6. - DJSOLUCJON DEL COAGULO DE FIBRINA 

Adicionar a cada tubo problema blanco 

Hidróxido de sodio 10:\ (mll l. o l. o 
Colocar los tubos en agua hirviendo durante 10 minu-
tos, enfriar en hlelo. Adicionar: 

Agua des t l lada (mil 7.0 7.0 

Carbonato de sodio 20:1 lmlJ 3.0 3.0 

Reactlvo de Fenal 
( F'olin-Clocalteau l (mil l. o l. o 
Mezclar después de la adlclón de cada reactivo, repo-
sar a temperatura ambiente 10 minutos. Centrifugar 
S minutos a 2000 rpm. Transferir a cada tubo de 
13 x 100 los siguientes volúmenes: 

Sobrenadante de cada tubo !. o 1.0 

Agua destilada 2.0 2.0 

Leer la extlnclón del problema contra blanco de rea e-
tlvos a 650 

nm 
Interpolar en la curva de tiroslna. 

7. - RESULTADO 

... 

Extinción. 650 ·Concentración de flbrinógena nm mg/dL 

0.131 299. 06 . 
0.128 292.21 . 

Promedio ¡¡ 295. 63 
-
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IV. 3 O)NSEJl.VACION DE U TROHBINA 

El· proceso- medlant·e~ el ·-cUal 'un· .. s611do ·puede pasar· en forma . . . - : 
~lret?ta al es!ad~: d_e vapor; slri. p~Sar _por· e1 liquido,_ se conoce·' 

como sublimación. 

Para que una sústanda ··sublime debe estar· en. estado sÓlido: El · 

caablo dC fase_·_,~~ s_ó'~~~~--~--.~~por rcquie-~e· e~e,~gia -~e·;·:~~-_:¡d,~:-ier~< 
por absorción de calor del medio ambiente ... La cantidad ~·decca-Jorc.'_ 

. ,. ·_- --:.--- -.. . - -- - :. -: _-.:· -. :·,_.·. 

requerida para· convertir.- un·. mol -de- s_ólldo _directamente _--eñ,--vBPor, 

es conocido como ~alor .~ de -~,~u~;~-~a-~-lón. ~H~~--~~- -~-~
7

tá--, e-~~:~~~:~d-~<·e~ 
unidades de cal/mol (37 ). 

En lo. anterior', se'. fuiÍdament~- Ja lioflliza6i61l:· 'q.;; • .,,. __ el_ 

proceso má~- ad~c'uad~-- p~ra conser.var sustariclaS te_r:~Olábiles p~~~'.·~_n;·· 

tíempo' re!átiv~ente Ja~go (3), Í26), i34). 

AJ con)ie1~Pdi,~minuy~ 1~ velo~!cl~d d'~ r~~c'¡;i~~'~i' l~s procesos 
,'.•: .. ,,, .· ·<-~·., -

que d~teri~~~n·é1 p~~.iüit'~. 'po~ dis~i~~ciÓ;;: de Ji{.énergla cinética 

de _la~ .~o~~;~-~-1-~~~-C-~t;~y~j_;··~: ~'.;~~i ·;/;-~ ,,:. _. - -~----~- :~/--
:_· Toio~nJO'..~ ~~i:~::~~~-~ta:~.\-~- a·nt~~¡:;;:~ '.~---~J:_:. 'ópt'6 . por llofillzar la 

,'• _;::·';::' .<;; 

trombinil, ~?n~i~-era'i:ido ~sté· el_ ~~Jo~/métOdo· para su conservación. 
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METODO· 

La· trornb1na obtenida en el,. cap.itulO IV1 se fracciona en 

ali cuotas de 1 ml en los frascos-· de· 3 :.mi·~ .;ca.da·: frasco ~:~e tapá: ·_c'on 

el tapón de hule. • . .i'. r { .. · .. · . ·.•··•·· . · ••. ·. 

Los bloques de hielo se· frapenta.n ~:•se .• pone~. en: .la ~hlelera. 

Los frascos con soluclón de:tromblna ~~ sumergen e~. ei hle}o si;.:o,. 

se adiciona acetona al }:lielri ·se·c.'?, )8.ra :formar 'una ·. me~c-1a· 

frlgorlflca, la cual disminuirá,-~ la -:'.Jemperatura a.---""". 1sºc · 

aproximadamente, se cierra _h:e~méJicamente ·-la hl~i~r.11: .y _:se d~Ja 

durante toda la noche. 

Al dia siguiente se calibra la llofi lizadora dé lal manera que 

la temperatura no exceda los -soºc Y. la presión Jos O. 0001 Torr. 

Inmediatamente se procede a destapar los frascos y a colocarlos en 

Ja cámara de desecación de tres en tres, ésto se hace rápidamente 

para evl tar que los frascos se descongelen. Se revisa la 

.temperatura y la presión cada_vez que se coloquen los frascos en 

las cámaras. 

La llofllizaci6n se considera terminada. cuando en los frascos 

se observa un polvo blanco adherido a las paredes , es decir 

cuando el agua se subll~~=-,---~-~-~P!~-~~~~~t_e_¡ __ el _proceso. __ dUJ:a­

aproxlmadamente 5 a 7 horas. 

Durante el prlmer intento de liofilizar la tromblna se 

descongeló a las dos horas de haber iniciado el proceso, por lo 

cual fue necesario adicionar un 11 soporte" 1 para· aumentar la 

cantidad de sólidos presentes, que perlmlticra una meJór 

liofilización. Como agentes estabilizadores. se probaron: manito! 



R.A. ¡ albllmina hwnana alc2SX:Cii, (2). -.. - :' ·,-_. 

Se lnlcló un.nuevo i.ntento de lloflllzaclón y a las 6 horas se 

observó un polVo _blclncO. Se apagó la bomba d~ vacio hasta 
' ., 

establ lizar _la PfeSión, se sacaran lor;: frascos de la cámara, se 

colocaron f!·n :._~f;- desec.ada·r, se taparon cori el ·tap6Ii de hule y· de 

rosca.·y se· etl_ciUe~árcin 'con la fecha. 

La cani:.1dad ·de soporte necesaria para obtener: el lloflllzádo 
- ., .. ,_;.··:::·. 

con .ja~ __ . c;~r~c(~ .. i-lst·1cas _ esperada_s de actividad Y.,- asj>ectoc- __ se 
- - - - - - - -~ '-~~ - - .- . . -

8. ~ AIJICION DE DIFERENTES CONCENTRACIONES.DE ESTABILIZADORES 

frasco con·. 1 
111 de tromblna 

. 11y 12: ... · 
,,13jt4:. 

-cC".IS·y-!6~c 
·IT'y·IS· 

19 y 20. 

Aspecto del llof111zado 

No se lloflllzó 
No se llofl llzó 
No se llof 11 lzó 
Pastllla 
Pastilla 

al 2511 

No se llofl llzó 
No se liofilizó 

·Pastilla· 
Pastilla 
Pastilla 

Para:: 'sc·i'.~·C6i'~-n~/; ~~-:<_~~~~t-~ --~st·~~i.l lz~dor ·más . adC.~uado. se 

deterinlnó el Úemp~ · de :O~agulacló~ (T. T) de los frascos 

· lloflllzados; con. la; técnica , élesci-lta en la sección IV. 2. después 
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de ~.ldratar cada ~rasco con· 1 ··.1 _·de soluc16n' salina.-

9, - EFEC10 PROTECTOR DEL ESTABILIZAOOR 

Liofi llzado con 
albúmina 25Y. (ml) 

Aspecto de la Tiempo de coaj¡u,lac16n 
tro11blna 
reconstl tulda' 

claro 
claro 
claio 

preclpl tado 
precipitado' 

4.4, 4. 7, 4.0, 4.4,4.1 
4. 9, 4. 2, 4. 9, 4. 9, 4. 8 

3. 9, 3. 8, 4. 4, 4. 6, 4. 4 

mayor de 3 minutos 
mayor de 3 minutos 
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Se cc.1slde1 l coa.o mejor agente de estabilización la albúrnlna 

al 25X, en proporción de O. 5 ml/frasco, para la llofilizaci6n de 

la trombina obtenida en este trabajo. 

IV.4 CALIBRACION DE LA TROHBINA 

Para determlnar la actividad de una enzima en especimenes o 

liquidas biológicos~ se mide la velocidad de reacción catallzada 

por la ,enzima ~obre un sustrato especifico. En el caso particular 

de ·1a -tromblna Ohle.ñida experimen-t-almente, por no disponer de una 

_solución_ de," f~br~f!6geno de alta pureza, para determinar 

directamente,• la.,actividad en unidades NIH se optó por calibrarla .. - ._ .. ' 

fre·~te-··a--u:n'a· -!df~ci'6·~= d~ t.1-0mblrla comercial de origen hlimano,---de 

alta pureza (5000 uiüdade:' Nlfl'mL J. 

Esta caHbraci6n' se, ,hizo 'a partir de· un lote de 25 frascos, 
; .':: .·:': ,... .· .·· - ... 

construyendo una curva::de actividad· de:·_unldades ?ÜH· .. VS JIT 

(reciproco' del tiempo). 

meses 



llETOOO 

A partir de una solu~lón· de ·fronibina Com~~ciiÍ! · PARKE-DAV!S • 

de 5000 urÍldades NI.H\nll, se . hac;~n ~.l~.~;·:.;,~~i~i:~:~-~-j~: ·~.~-l~'~i~·~~:~ '..con:-
/.··-

solucl6n sal lna. _·, .· ·:. _::: .J;·:i_,_ .)\:·. -- ""' :_:o:5.~.:.:-:(<~-,~: ~. T '' .·" 
mi • .. ~ ~l de solucÍéJ·~ s:iin~ ( 500 U''-NIH;;F' >le' 
ml de la solución ~~ter!~;·+· 9 mlid~ .. ~~l~ci6ri salina ( 50 

-->·:·' __ ._,);.~,-' ·;:_..~:!:· ·:-~,:. ·_,,:" 
Ui'NIWJ: ·.c.:. 

·· ·De la ul ti~~ ~llÚCló~ ·;é hai:'en las"'.sf~ÜÍiónds· ~iiucf~~e~"~ a 

cada una d~ el;as s~ le~ det~rml~~- e/ ti.;~¡,~ de coagulaclón r. T. 

10. - CAL!BRACION DE LA moMBINA. 

Solución de· trombina solución salina Unidades Nlll/ml 
PARKE- DAV!S (mil aprox. 
so u. N!H (mi) 

0.20 o.so !O.O 
0.40 0.60 20.0 
o. 60 0.40. 30. ff 
o.so 0.20 40.0 
l. 00 ·º·ºº so.o 
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11. - CURVAS DE CAL!BRACIO!i DE TR!J;i;IH~ fARKE-DAVJS 

u N 1 H Dlas 

de lrombina 30 60 90 120 
PARKE-DAVIS 

T. T. l/T T. T. l/T T. T. l/T. T. T. !/T 
(s) (s) (s) (s) 

10 22.20 0.045 20.00 o.oso 72.00 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 O. ISO 7.10 o. 140 6. 91 0.144 
40 5.55 0.180 4.87 0.205 5.00 0.20 4. 71 0.212 
so 4. 31 0.232 4.16 0.240 4.30 0.23 4.21 o. 23"1 

Tromblna 
experimental 

4. a 5.3 5.0 4. 9 
4. 9 5.1 3.9 4.9 
4. 9 s. 7 4.4 ·5.2 
5.0 5.4 4. 4 5.0 

Promedio 4. 9 5.3 . 4.4 s.o 

--
Unidades 39.3 34,3· 46.4 42.0 
Nlfl 
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IV; 5 · . HOHOGDIEIDAD Y ESTABil.ztlo DE. LA TROliBÚA 

Una vez ~~J.-.ib-;cád~·',':1~·:·.·;{~~-~~l·n~·:::·.'~~ten~~~. experimentalmente, 
: .. :;-'.:~. :· F ::': '· ·'··_.··-:: .·:-~.~ . · .. 

frente· a uria -trombina· ~omer.Cicil~~ .. -~e ~·calculó ·1a: .di luciólt: necesaria, 
,. . -: .. -··.::.' 

para. a.l.;starla " qJ~ Ü~r":~ '.t1e1npÓ d~ 1 
éÓ;igu!aclón . (T. TL entre 

18-22 segun~;,.¿~ue\~s ~(t.!:~~;o':'lu~\e 'cbn~fa~ró .como: i-eferené:ia 

(29.l, !; dÍ:l~ció~ ~~~bni~~é!i'f~e 1/8;2 >·.e ·· · ·•· y .ce .... 

. ·. or1

1 !~te ;;'t~'tO:í ·~; .;;froalblna: · 11or1:1~ada.~ (2f ¡;~;~¿{> 
co~~:i·~~~~~t;~:~ ~·~}·~ f'Ele}~:~i~~·:~'.·en f t¡·.:: :i~S:: ~C)..)~ ~·' :':~~:-~·.<'~\b~~~~.~~: ·~:~;~~~·;~s .·~:·_: · 

. al azar~dé s ri:i~co~~-f~C!ive~: para se; anal 12"~º. ~ lf:~·:3o~:~o~~-90 '' . 

·y ;~o ~i~.:;i;·~~Í.fa hf-.é~~~1Ie:h1c1.;;!6ri ~~·".:l~term1riai:1~hei?~;; · · 
, ,', ''· '.;· ";,·· "'..: .:;)·::, ,.,,.; • • .!_- ,,\f,·~· 0;;:..~o_::_-,-_; \;~·,'. '. 

1i.~ ~,~:IYJº~-~l~Tl~A. cr. r.:j,ª i~. ;r L~(: · 
,-·-~~~--.;-'' '::'~;·~·); --,, '..>_· :_ 

:; Ac tiv !dad .enzlmAU~a (T.T,) <s> promedio 

. 20.0 ·· 19.4 19.1., .. 18.3 19.38 
·. '19;5 , 19.0 19.2 19. 1 19.32 

···19;·3. · 19. 1 19.4 19.9 19.48 
18.0 19.4., 19. 7 18, 1 19.04 

::20';3 19; 1 20. 3 19.8 19.90 

:19;42 19. 20 19. 54 19.16 19.42 

Media 19.404' varianza= o;ss69 D.E. 0.6093 c. V.= 3.14 x 
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13.-'c -ACTIVIDAD ENZIHATICA (T. T.) a los 60 dias 

. 
.frasco Actividad enzimática (T. T.) (s) promedio .... 

1 i9.5 20.3 20.1 19. 7 18:1 19. 54 
2 ?.O. 1 18. 9 21 :i 19 8 19.1 19. 94 
3 . 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 
5 20.3 18. 5 19. 4 22.4 19.8 20.08 

promedio 19. 7 18.84 19.96 20.02 19.2 19. 58 

Media.= 19.58 varianza= 0.8880 O.E. = 0.9423 C.V.= 4.87Y. 

14. - ACTIVIDAD ENZIHATICA a los. 90 di as (T. T. l 

Actividad enzlmátlca (T. T.) (s) promedio 

18.9 19. 5 19.4 19.7 19.28 
18.1 20.3 18.8 19.9 19.02 
18. 7 18.6 18.5 19. 7 18.54 
20.1 21.0 19.3 19.0 19.86 
21. 1 20.3 19.0 19.5 19.84 

19. 30 19. 94 19.00 19.56 19.36 

Medla-,_=-19.36•0.E. = 0.8434 varianza= 0.714 C.V.= 4.49 Y. 

-'-~~~-~15.-'--ACTIVIDAD ENZJHATICA (T. T. l a los 120_ dias. 

Frasco Actividad enzimática (T.T.) (s) promedio 

1 19.1 21. o 19.0 19.7 19.3 19.62 
2 20. l 20.0 19.4 19. s 19.8 19. 76 
3 21. 3 23.1 19. 7 19. 7 19. 7 20. 70 
4 21. o 20.0 19.5 19.4 19. 1 19. 80 
5 22.3 19. 7 23.3 19. 7 20.0 21. 00 

promedio 20. 76 20. 70 20.18 19.60 19.58 20.17 
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Media= 20.17 O.E. 1.18 Varianza = ·1. 401 C. v. 4.18 )1 
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CAPITU..O V. 

INTERPRETACIOll DE RESULTADOS 

El aét~~ utll Izado en este trabajo para -}a oÍil~~~Í:6~'de la 

troonblna, fue la preclpltac16n de la tro~blná "~n:'-su' , pUnto 

lsoeléctrlco, su conversión a tro11blna y su pÜri}f~~d1'6n/P.,rclai 
" "·:-: 

con·· .. acetona. Esta fue la base- de los -éstUd1o's ~~~jÚj~~j~"'~:_··-~~f- .--~--
Miller (1), Tsvetkov (J) y L. Kordlch (28), q~teries; ~~emás 

·.--:, 
ea¡:Ílearon la croaatografla de lntercublo lónlco ·y_~ dC '«aflnlditd-. 

:-=-'"--.::-
para la purlflcaclón de la enzima 

Partiendo de 100 ,.¡ de plasma fue posible obtener un extra_cto 

de 25 al en solución sallna. con una actividad enzlmátlca medida 
+ .. · 

como lle•po de tromblna (T. T.) de J. 81 - O. 045 segundos·· y un 

coeflclenle de variación de 11. 9X. Este valor bastante ·elevado 

podrla deberse a las impurezas presentes, ya que el extr~_cto·: Crudo 

se obtuvo por un solo paso de purlflcacl6n 1 o también a la alta 

concentraclón del extracto, ya que la actividad medida CT~T.) 1 ·se·: 

realizó directamente sin diluir para obtener un t.i_emp_~ de __ tr_p,m_blna 
--· .-:.- .• .·· 

equivalente al valor de referencia (21). 

La medición de la actividad en el extracto sirvió c~:~·tiH~nl~,~:~ 
'.,.-. 

criterio para pasar a la fase de conservación (llofillzad~.>·~ 

El método de l lofi l 1zación empleado para conservar úi/tr<??abtn~ · 

no tuvo éxito cuando se trató de llofllzar la tromblna -,fi~~eÜ:·~ ·e·;{ 

solución salina comprobándose asl la necesidad de u~lllzar un· 
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soporte (37). Se prob3.ron -dos estabilizadoies.'. albwD,in¿ humana'. ~l 

25X. y manltol R.A. ,co.c> se observa en el cuadro U ·1 • . El manltol 

si, funclon6 para formar una pastilla, pero al rehldratarlo eón 

solución salina isotónica, no se soluhJllzó nl mostró a~tlvlr:l:t.d 

enzimática asumiéndose lnactlvaclón de la tromblna. El segundo 

soporte probado, la albúmina humana al 25X, demostró ser un buen 

soporte en las tres concentraciones probadas seleccionándose. _el de 

O. 5 ml,frasco. 

Para valorar la actividad enzimática __ de,_~ la~ _t;~~b·i'ria:-_-~ -

obtenida se optó por calibrarla frente a una trombina comercial~ de-

alta p~reza y de actividad conocida, 

_ NIH) ya _que es 

dispone de un sustrato de al ta pureza. 

.. ._,,·,_-.:·:[ · .. "':· 
(PARKE-DAVIS : d~ 'scioóo ti: 

'..;'.:,.·:.-~-·,:>>·:··-.< .. ··,:­
La calibración se realizó a los 30, 60, 90 y-120 dla~' d~sp~és -

de la liofilización, como se observa en el cua.drO,~~~>~{i-·6:~~·~.-~~.:~-·~{~·~~~; ~: 

equivalente del extracto enzlmátlco. 

dlas -30 60 - 90 

. ' , ... : 

Como- ~e obsenia la ti-oabllla liofilizada es· bastante estable ya 'que 
- - --- ~-

de los JO a. los' 120 dlas después de la llofllizacló;, se._11\ant~vo la· 

actl vldad Inicial (a los 30 dlas). Existe - sin embárgo una 

variación en los diferentes frascos liofilizados' Utilizados~~· a 

diferentes tiempos. Esto podria · interpretarse como ·Una 
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heterogeneidad al Uenado de los frasco. 
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CAPITULO VI 

CONCLUSIONES 

En el. presente trabajo fue posible obtener un extracto crudo 

de tromblná,·' a partir de plasma humano, utilizando. un método 

sene! llo y rápido. Partiendo de 100 ml de plasma, en sólo 2 dlas, 

· se:: oi)Ü.1vleron· 25 ml de extracto enzimático crudó; ·con 

'aC:üvlilád':(T;T.'J de J.81 !o.04SX. 
.'-,. , __ - ' 

El ,extracto crudo obtenido podria contener cll'g\Ui~s:- P.~~télnas. 

d_e' la coagulacl6n, precipitadas Junto con.,la. tromblna ,:-, 'por;':ei 
,,., '-'":''··--:..,==-"'",-· -c·.;;c,-.:. 

procedimiento empleado que podrla ser la. ca~"ª d~,i~fi~p~ecl~i6n.• · 

obtenida en la valorac16n del T. T. utll.lza~~ ~~~o ~ed¡~~ de' la 

La tromblria solublllzada 
.... r ..... :.·.·•••.·.>.·· ··.· .- .·. 

.--->·,, ... ··-

en solucl6n s.alh1a, fls!t16glca es 

actlvldad enzimiltlca. 

Inestable y requlrlÍ. la adición de un soporte; 'para. estabilizar.la 
.:L< 

"y poder lloflllz.:rla, encontránd~s~ que .1.: illliwnlna ·ai zsr. es. el 

mejo:~:º:F~:o:e:~··::j~:::l:::::: 08~ logró clns~r~ar·.··la·• actividad 
_'.,--;:.: --·J·i}< -- / --

dura!lt.i;'' Jo; 60~ 9o·y-fao ~i:ff as; t 1<impo'máX1ato~a:1•'(:ual'7se.-C:omprobO' · ·· · 

la es~~bl f'{;¡a~'. .. ,, ·. · . · , <.·.'..·•·.·········.•·.·.· : _,:~··;;· »_.:··;-:,: •. _:: :-·:·~-- ',. <'~~:--~~' :~·-
' L.t;S estUdtoS de homogeneidad parecen· supO(ú?i: :"tjti~\~:1:-~-:-/:~ 

variá{l.~n~~.'_ob~ervadas dur8nte la ca¡·~·br·~-~,~6·~:.··'~:. ¡~ · ~:i"~n-~·~·riz:·~:lón· 
son debidas· al llenado· de los frascos. 

Se concluye que el objetivo . plante~do 
' . ' ~- :·_ . : .... 

-.se. cuinpl16 

sa ti sfactor lamen te, ya que se obtuVO uña' ti'om~~na .lloflllzBda, 
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estable hasta por izo, ,:dlas · tle11¡><> suficiente· para Poder ser 

ut.t)l:Z~da.·;e_n<)a~··:··-pr_~~-~'ic8.s de,l Laboratorio de Hematologi~ de 

'Facultad de ~~111Í¡i:a~ 
· Adlcl~nai·~~¿t·;: ron ec;te trzbajo s~ s!cntan l:is ~sC~ ·pii~< Í-~ 

-~.. ' ... _:::· ,; ;_ .. :_·:f··: ' ' .. 
ob·t~nC16fi. d~-Ytromblna a partir de plasaa huaano, o de otra ·ruen_te 

. ·-.: ·/-··. < . ':' ':·· 
de ·menor:< costo; estandarlzand.ose el proceso de purlflcacl~n·':-Y 

.. .' ._·_·". ·':·:_,; 

cuid.ando .ot,ro!I aspectos básicos de la homogeneidad y estabilidad 

de la tromb1na. 
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