ESTUDIO SOBRE TROMBOPLASTINA

)26
FEDERICO JORGE DINGLER AULENBAGHER

1976



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



cLAS, d@Sl' ]
(24

PROC =

QUIMICs




JURADO ASIGNADO
ORIGINALMENTE
SEGUN EL TEMA:

PRESIDENTE: Q.F.B. GUADALUPE VELEZ PRATT
VOCAL: PROF., GUILLERMO JAMES MOLINA
SECRETARIO: Q. ROSA LUZ CORNEJO KOJAS
1°-SUPLENTE:Q.F.B. PAULINA CASTRO ANDON
2°-SUPLENTE:Q. MAURO CRUZ MORALES

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:
FACULTAD DE QUIMICA, U.N.A.M.
NOMBRE COMPLETO Y FIRMA DEL SUSTENTANTE:
FEDERICO JORGE DINGLER AULENBACHER

NOMBRE COMFLETO Y FIRMA DEL ASESOR:

Q. ROSA LUZ CORNEJO ROJAS



AL HMEJOR AMIGO ¢ « o o o o ¢ TU &



INDICE

INTRODUCCION.
PARTE TEORICA.-

A.- Generalidades. {Que es la cofgulacidn?
Inhibidores. La Tromboplastina,

~-B.- Mecanismo de Coagulaci®n.
Co- Método de Aislamiento y Purificacidn

del producto,.

De=- Pruebas de Actividad del Producto y
Aplicaciones.

PARTE EXPERINENTAL, -

E.- Condiciones Previas al Experimento:

a) La cémara estéril. Caracteristicas
¥y pruesbas de esterilidad.

b) Limpieza del material utilizado.
F.- Experimentacidn.
G.- Prueba de Identificacidn y Resultados.
H.- Conclusién.

BIBLICGRAFIA,
BIBLIOGRAFIA CONMPLEMENTARIA.



ESTUDIO S0OBRE
TROMBOPLASTINA



INTRODUCCIOQN



La intencidén 2l realizar scte Tasis es bus
car, con ella, el que se inicien astudios experimentales
en el campo de la Bicquimica en el Laboratorio de Qui-
mica Experimental &plicada, U.N.A.M. la cual no posee
una 4rea experimental de Bioquimica. Por otro lado quie
ro hacer notar que al proponer iniciar una nueva &rea re
sulta imprescindible demostrar que es posible, obtenien-
do resultados experimentales Sptimos,de tal forma que
Justifiquen la iniciacién de la nueva &rea y la presenta

c¢idn de este trabajo.

En la Facultad de Quiﬁica,U.N.A.M. existe
un Laboratorio en el que se imparte Bioquimica gxperimen
tal, este Laboratorio pertenece como complemento, a 1las
Materia Teéricas de Bioquimica I y Bioquimica II, que se
imparten a nivel Liceﬁciatura, por otro lado tambien -~
existe un Laboratorio en el que &1 a&lumno que cursa los
dos dltimos semestres de la Carrera de Qufmico, se . 1le
permite aplicar experimentalmente lo aprendido en forma-
tedrica, proporcionendole, con esto, la oportunidad de

unir sus conocimientos hacia un solo fin, la QUIMICA.

Dentro de la Quimica existen muchas divi
siones, como ejemplo de ellas tenemos al Anflisis, a 1la
Quimica Orgénica, a la Bioquimicg, a la Quimica Inorgd-
nica, a 1la Fisicoquimica, etc. y si dentro de todas es-
tas divisiones se encuentra la Bioqufmica, es claro que

ella debe participar en la formacidn quimica de un Qui
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mico, de tal forma que amplfe su cultura Académica.

¢ Por qué pensar en la Bioquimica y no en
la Fisicoquimica u otra Materia ?. Una razdn la més po
derosa, es la necesidad de conocimientos amplios sobre -
la materia a nivel experimental; conocer de la Bioquimi-
ca todo eso que la hace interesante e importante partien
do de sus fu;damentos, hasta sus resultados o aportacion
es al conocimiento de 1la Quimica, que es una; ademids de

la posibilidad de experimentar con ella,

El Laboratorio de Quimica Experimental per
mite la aplicacidn, dentro de su idiosincracia, de wmuchos
conceptos, principalmente los referentes a la Quimica Or
génica y los andlisis involucrados por ellos; més aflin
§iendo todo esto un campo amplio dentro de la Quimica a
dolece del gran defecto de nc ser eso, un Laboratorio -
Quimico; su campo es restringido y he aquf el por que de

la importancia de iniciar una nueva lrea en este Labora

torio, la Bioqufmica aplicada.

No soclo es importante por el hecho de que
los alumnos comprendan la Quimica, sino por la necesidad

del pafs por la Ciencia Aplicada.

E1 equipo necesario para realizar experien
cias de Bioquim‘ca es especializado, hasta un cierto li
mite ya que.el equipo utilizado para otras 8reas puede

ser aplicado a Bioqufmica con un poco de imaginacién ob
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teniendo lo que unc desea, por 1o que crusidero gque el
equipo po es problema grave y que en todo esto, &1 verda
dero factor lir:tante es a perspicacia quimica e imagina

ci8n constructiva del alumno.

El Laboratorio de Bioquimica que actualmente
existe contiene en si lo fundamental para que el alumno =-
adquiera lo bésico. Este laboratorio con un poco mis de
dinamismo y decisidn procurari en sus alumnos el interes
suficiente para ampliar, alin mis, su experiencia y que
continue,por si sclo, la busqueda de un cflimuloc mayor de
conocimientos. Mi concepto de un Profesor y de é1 inte
grado o un grupo de Laboratorio, es motivar el interes -
de sus alumnos por ser utiles asi mismos, al Laboratorio

v a México.

Actuslmente el conocimiento cientfficoc no -
camina, corre y al profesionista le es necesario, el co
nocer nuevos campos dentro de la Quimica, entendiendo --
por Quimica todo lo relacionado con ella., Mi ideal es po

ner la espina que moleste a diario.
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A-GENERALIDADES
¢QUE ES LA COAGULACION?
INHIBIDORES-LA TROMBOPLASTIUNA



Una de las creencias populares, es que la
sangre debe estar expuesta al aire para coagular (1); en
en esie trabajo expondrd explicitamente el por qué este

concepto, no es en toda su amplitud, cierto.

La sangre por su composicibn compleja po-
see diversas funciones (2), de entre todas ellas una que
es importante, es la coagulacién. Aqui desarrollsré 1los
temas més intimemente relacionados con ella, y en parti-
cular lo referente a la tromboplatina, como factor que

participa en este fendmeno.

La Tromboplastina recibe diferentes nom-
bres (3): »

M) Tromboquinasa

D) Citozima

E) Tromboplastina Tisular

L) Tejido Tromboplastina

C) Sustancia Zimopléstica

P) Trombal

¥) Trombostop

4) Pactor III
En el texto la referiré como Tromboplastina (TB), o Trom-
boquinasa (TQ).

¢ Que importancia tien& para los mamiferos
la coagulacién normel de la sangre ?, simplemente tiene
la funcibn ae conservar la vida, previniendo la pérdidade
este fluido que ocupa aproximadanente del 5 al 7% del pe-
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80 del cuerpo (1), o dicano de otra froumw, 2 a
por metro cuadrado (2).

Para el fendmeno de coagulaciln &2 haa
propuesto diversos mecanismos, uno sencillo, 23 =1 de

la Fig. No.1

Factores Antihem8filicos Protrombina
(Globulinas componentes del plasma) (En el plas
TROMBOPLAST INOGENO > Tromboplastina mﬁdsintetil
(Globulina Componente ;; °d°? -8
del Plasma) S8CO
romboplastinogenasa 2
(Liberada por tejidos ca~*
¥ plaquetas lesionadas) J
Fibrégeno Trombina
(En el plasma) o
(Coégulo)

Fig. 1 Pasos seguidos en la
coagulacidn sanguinea

{ Cual es la causa del paso final, es de-
cir, la transformacidn del fibrindgeno al estado de Gel
o fibrina para formar un cofgulo?, la respuesta estd en
la intervencidn de una enzima especifica, la trombina o
Trombasa que actfia sobre el fibrindgeno catalizando su con
versién al estado Gel. La Trombina se encuentra en la san
gre en forma inactiva como Protrombina o Protrombasa. Esta
a su vez se forma en el higaedo requiriendo la presencia de
vitamina K. iComo se convierte a Trombina?; son necesarios
dos factores: primero, iones calcio, normalmente presen-
tes en el torrente sanguineo y segundo, una lipoproteinna
la TB. Esta filtima, estd en la sangre en estado inactivo
como uno de los componentes globulinicos normales del plas

ma llamado Tromboplastinégeno, el cual pasa al estado activo

o



o TB en pregmacia de ciertas globulinas componentes del
plasma, ( Factores Antihemofflicos ) liberadas de teji-
dos lesionados y plaquetas desintegradas, la Tromboplas
tinogenasa. Por consiguiente la liberacién del Trombo -
plastindgeno inicia una serie de reacciones que al fina
lizar constituirfn el coégulo eanguineé. Este permanece
en forma de -costra hasta que el tejido ha sido reparado
.

Obviamente &ste camino rumbo a la fibrina,
estd muy simplificado; cabe preguntar ¢ Como y que suce
de en cada paso de la coagulacidn sanguinea, cémo es in

hivida y en que forma interviene la TQ.

El ejemplo mis importante de inhibicidn es

el que resulta de la deficiencia de vitamina K, (2) :

I

/

H

l
CH2CHECom{—CH CH,CH.C—):CH;

o

CH; CH3
Esta vitamina suministra el grupo prost&tg

co K a una apoenzima (AE) para formar la holoenzima (AE
K) involucrada en la produccidn de cuatro factores de la
coagulacidn; Protrombina, Factor YII, Factor IX y Factor
X. En ausencia de vitamina K, decrece primero el Factor
VII y de manera muy dréstica; seguido por una disminu -
cién en el nivel de protrombina. Existe una relacién en
tre el decremento del Factor VII y la protrombina. La dis
minucién de los Factores IX y X en relacién a la caida
del Factor VII no ha sido perfectamente estudiado.
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Clertos compuestos como 1o es '2 droga 3ig

hidroxicumarine ( Dicumaroi )

0 O
o/ \,0

H

H
OH OH

actuan como antimetabolitos o Antagonistas de la vitemi-

na K.

La relacién existente entre el Dicumarol

y la vitamina K son més claros en el siguiente esquema:

KCDIETA). K(ALMACENAD 0)

AE HIGADO——— AE K+ D g A E D4R

D(ALMACENADO)——>D(iNACTIVADO O
EXCRETADO)

PROTROMB iNGGENO

FACTOR X FACTOR IXx FACTOR Vil noi ROMBINA

El compuesto de Cumarina (D) reemplaza &

la vitamina K de acuerdo a la ley de accidén de masas.

El reemplazamiento de la vitamina K ( K )
por su antagonista ( D ) en el sistema de la enzima redu
ce su actividad sintética obteniéndose un defecto en 1la
produccién del Factor VII y de la Protrombina.

Lo expuesto en la figura anterior es la

reaccidn mds probable.

Otro compuesto que actla como inhibidor de
la coagulacién de la sangre, (31) (32) es la histona del
timo; se ha encontrado que la globina posed actividad an
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ticusgulante IN VIVO, (33). Actuan como anticoagulantes
IN VITRO los siguientes agentes quimicos (36) :

C) Acido Nicotimico

J) Piridina

4") Nicotina

0) Prontocil

R) Rubiasol

R) Diazil

M) Sulfatiazol

G) Cibazol

E) Rivanol

E) Acridina

¥) Acido Succinico

D) Seconal

P) Nembutal

4) Pentotal

M) Tripafloreno.

-12 -



B.- KECANISMO DE COAGULACION



MEGANISMOS DE COAGULACION.- Con el objeto
de entender mejor el o los mecanismos de coagulacidn de
la sangre, "EL COMITE INTERNACIONAL DE KOMENCLATURA PA-
RA LA COAGULACION DE LA SANGRE", formado por el "CONGRE
SO INTERNACIONAL DE HEMATOLOGIA", ha propuesto una nomen
clatura (4).

~ El sistema adoptado por el Comité Interma
cioﬁal, utiliza nlimeros romanos para designar los facto

res que luego describiré,

Con el objeto de proporcionar una mayor fa
cilidad en la interpretacidén de estos factores a los pri
meros cuatro, se les dan los nombres que han sido utili-
zados por muchos anos; el resto poseen tanto nlimero como

nombre para su identificacidn.

A continuacibn los factores comn su sindni-
mo més empleado:
FACTOR I - Fibrindgeno (4). (6).
FACTOR II - Protrombina (4). (6).
FACTOR III - Tromboplastina (4). (6).
FACTOR IV - Calcio (). (6).

FACTOR V - Proacelerina, Fact. Ldbil,
Ac-Globulina (5).

FACTOR VI -~ No utilizado-No asignado (5).

FACTOR VII - Proconvertina (5).Acelerador
de la conversidn de la protrom
bina del suero (spca).Factor
estable (4).

FACTOR VIII - Factor antihemofflico (4). Glo

bulina antihemofilica (5).
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FACTOR IX - Factor de Christmas, compounente
%e% plasma tromboplastina (ptc)
4),

FACTOR X -~ Factor de Stuart, Factor de Stuart
Tower (4).

FACTOR XI - Antecedente del plasma tromboplas
tina (pta) (4).

PACTOR XII- Factor de Hageman (4). Factor vi-
drio (5)0

FACTOR XIII- ?agtor estabilizasor de fibrina
4 [ ) :

Profibrinolisina Plasmindgeno

Fibrinolisina Plasmina

Los mecanismos los expondré del m&s sen-

cillo al més complejo, aflin el mecanismo mds sofisticado

puede sintetizarse en la Fig. No. 1, y& mencionada.

Los mecanismos que trataré son:

a)
b)

c)

d)

e)

£)

Teoria clésica, (7) (22)
?oagulacién sanguinia de 4 pasos

Concepto bésico de coagulacidn (4)

ii) camino intermno

Esquema hipotético de coagulaciénm,
tres pasos (4),

1g camino externo

Sistema intrinseco y sistema extrin
seco del proceso de coagulacidn (28)

Sistema de qascada.(37).

a) La teoria clésica (22) de la coagulacidn

de la sangre postula dos fases (7):

—15-



Ca++TQ

PRIMERA FASE Protrombinga ——> Trombina
Trombina
SEGUNDA FASE Fitrinégeno ——>Fidbrina

El factor que junto con el idn calcio, es
responsable de la activacién de la protrombina a trombina

ha sido llamada: TB, TQ, Trombosima. . . . (3) (8).

La TB, se encuentra en muchos tejidos ani
males (8) de donde es extraida para producir coagulacién
extravascular. Su presencia en las frégiles plaquetas de
la sangre, es probablemente la causa de coagulacién in-
travascular, adem&s de contener una fraccidn en extre-
moactiva de la cefalina (15), la cual es considerada tam

bien, como agente tromboplistico (34).

Una consideracién del efecto tromboplésti
co, esté puntualizado por un nfimero de factores que des
de hace tiempo se conocen parcialmente; extractos alco-
h8licos o etéreos de células contienmen un factor termo-
estable, llamandosele & este substancia zimopléstica (
Descubierta por Schmidt (9) ) y cuya funcidn es ser acti
vador de la coagulacidn. Ia substancia responsable de es
te efecto es un fosfétido (10,11,12, y 13), el cual per
tenece al grupo de las cefalinas (14).

Es facil corroborar que esta teorfa no pro

fundiza sobre el mecanismo de coagulacidn.

- 16 =



b) Coagulacibr sanguinea de cuatro pasos.
El siguiente mecanismo, es considerado uno de los que
mejor detallan la coagulacidn de la sangre, asi, cuando
la sangre emana de una vena o arteria (2) y es colocada
dentro de un recipiente, ésta coagula por completo en
menos de 10 minutos. Este fendmeno aparentemente muy sim

ple es el resultado de una serie de reacciones complejas

La reaccibén blsica responsable de la coa-
gulacidén de la sangre, es la conversifn de la proteina
soluble en el plasma,el fibrindgeno, en un polimero in-
soluble: la fibrina y es iniciada por la enzima trombi-

na formada a partir de la proenzima, protrombina.

La investigaciones realizadas muestran que
el fendmeno de la coagulacidéu de la sangre, envuelve un
nﬁmero indeterminado de reacciones y de factores "apa -
rentemente" iniciados por algun factor liberado durante

la lesidn de un tejido y que ésto provoque hemorragia.

Practicamente el mecanismo de coagulaciér
puede ser dividido en cuatro pasos (16) (Fig. No.2), La
trombina es el factor clave ya que no solo "inicia”" la
conversiér del fibrindégeno en fibrina, sino que también
se vé envuelto en el inicio de la activacidér autocatéli

tica de la reaccidn.
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PASQ )
FACTOR DE CONTACTO
o i PASQO 2
FACTOR ?E CONTACT FACTOR IX
acrivao o
+PLAQUETAS

FACTOR VIII + FACTOR IX
(ACTivADO)

_ i PASQ 2
nuvnocmn\
i
- PROTROMBINOGEN
TROMBOPLASTINA [+Ca’ *+FACT OR V,VIh, X + PROTAQMBINA
\ /

1 ST vy B = = e | _TROMBINA riBriNOGENO
ACCION CATALITICA D
N
o . Y . .
REMOVIBLE POR ADSORCION BFiBRina

Fara discutir este tipo de mecanismo, par

tiré del cuarto paso, al primerc para mayor claridad.

PASO 4.- Conversibém ae fibrinégeno a fi-

brina por efecto de la trombina.

La trombina es una enzima proteolfitica que
fompe dos fibrinopéptidos. La molécula polimerizadm para
formar fibrina soluble en urea, la cual es convertida a
la forma insoluble en urea, por la presencia de calcio
y del factor suero (factor estabilizador de la fibrina,
(FSF) (17).

El sustrato natural de accién de la trom-
bina es el fibrindgeno.

PASO 3,- Activacién de la Protrombina a
Trombina.

Cuando una TB potente es adicionada & plasma
humano norﬁal recalcificado, el tiempo de coagulacibn es

ta en
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funcidn del nivei de protrombina libre y acviva presen-

te en el plasma normal,

El protrombinégeno es el precursor de pro

trombina activa.

En adicién a la TB, se requieren otros a-
gentes para la conversidén de la protrombina a trombina,
Tres de los factores clarsmente definidos son el factor

V, factor VII y factor X,

PASO 2.- Generacidn de Tromboplastina.-
La sangre que circula dentro de un organizmo "NO"posee
TB. Los agentes se encuentran presentes y en cuanto se
combinan generan la TQ INTRINSECA; estos son fosfolipi-
dos proporcionados por las plaquetas y los factores VII

JIXQ

La secuencia exacta de reacciones no es
conocida, pero lo que si es claro es que proceden len-

tamente.

Existe la evidencia mediante trabajos ex-
permientales (18), de que participan dos factores de co
agulacién ( poco caracterizados ), XI y XII, en la acti
vacidn del Factor IX, el cual circula con la sangre en

forma activa.

PASO 1.~ Activacidn del Factor Plaquetal.

Las plaquetas no contienen una éantidad significativa

-19 -



de TB, preformada., Adicionando un extracto de piaquetas
a plasma, el cual no ha sido previamente puesto en con-
tacto con una superficie, como lo seria el vidrio, no se
observaréd un consumo medible de protrombina. Si se agre-
ga una pequena cantidad de trombina junto con las plaque
tas, se obtienen tuenos resultados en cuanto a consumo
de protrombina. Por lo mismo, si el plasma es expuesto a
una superficie de vidrio previo a la adicién de plaque-
tas (19), buena parte de la generacidén de TB es afectada,
mostrandose como consumo de protrombina. Zsto indica que
las plaquetas, en cuanto entran a las reacciones de coa-
gulacidén, son activadas por un factor plasma, 21 cuel
requiere activacidén de trombina. Ya que este es activado
por contacto con una superficie de vidrio, se le ha des-

ignado "FACTOR CONTACTO".

Una disminucidén de los principales factores
de la coagulacidén redurnda en una inadecuada produccién de

trombina.

La fibrina puede ser considerada como mate-
rial estructural temporal, que funciona en ocasiones como
mecanisuwo escalonado. Una enzima especifica, la plasmina
(Fibrinolisina), disuelve rapidamente a la fibrina. Esta
enzima circula en la sangre en forma de plasmindgeno (pro

fibrinolisina). Factores (4).

El mecanismo anterior propone la secuencia
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de las reacciones, més no menciona los detalles y el qué
sucede de un precursor a su producto; y de este producto,
ahora como precursor, & su respectivo producto y asi sub

secuentemente hasta el coéﬁulo.

c¢) Concepto Bésico de Coagulacidn.~ El si-
guiente mecanismo (4), nos menciona dos conceptos alin po
co discutidéé; el camino externo y el camino interno> de
coagulacibén. Este @iltimo camino justifica la idea estable
cida al inicio de esta Tesis.

|

Fia N3

Cat*
PRESENTE

Ke—M L W

| PLASMA
TROMBOP LASTINA

-~

El concepto blsico de coagulacidn de la
Fig. No. 3, muestra la "actividad tiombopléstica" nece-
saria para la conversidn de protrombina a trombina que
puede ser iniciada, tanto en el camino interno, como en
el camino interno., Bajo la accién proteolitica de la -

trombina el fibrindgeno es convertido a fibrina.

Independient;mento cada camino sigue una

secuencia propia de reacciones:

i) camino externo.- cuando hay un daio

- Y



1+ vBOPLASTINA
1SULAR

FiG.N'%

Catt+
PRESENTE

celular d4 por resultado la aparicidén del tejido TB.(Fac
tor III), y en la presencia de los Factores VII, X y V
y calcio ionizado, "La actividad tébmboplﬁstica' es preo
ducida cuando es convertida la protrombina en trqpbina.

El Factor VII (Ver figura No.4) es esencial para la acti
vacidr del tejido tromboplastina. Los Factores X y V son

aceleradores de la conversidn de protrombirna.

ii) Camino Interno.- En el csmino interno
‘(Fig. No.5), cuando un cambio en el medio ambiente de la
sangre causa alteracilrc en las plaquetas, y una agregacidnm
(conglomerado) resulta de la liberacidn de un fosfolipido
o factor plaquetal 3, el cual interactua con los Factores
XII, XI, VIII, X y V, para producir una "Actividad Trombo
pléstica” conocida tambien como "Plasma Tromboplastina”,
El plasma TB, con&ierte protrombipa en trombina y la se-

cuencia continfla hasta la fibrina.
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TROMBOPLA STINA
TISULAR

FiG N5

PRESENTE

CAMINO INTERNO
DISPARADOR ¢

En este punto surge una pregunta interesan
te: ¢ Como interactuan ambos caminos ? veamos la Fig.No.

6.

Una lesidn a nivel celular y la liberacidn
del tejido tromboplastina, inician le coagulaciln en el
canino externo., E1 tejido TB interacciona con los Facto-
res VII, X y V para producir actividad trombopléstica ,
convirtiendo protrombina en trombina y la subsecuente for
macidn del cofgulo sanguineo, el cual tiene la propiedad

de frenar el sangrado, aunque sea en forma temporal.

Fia w6

Cat*
PRESENTE

 PLA
TROMBOP LASTINA

W
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La accin sutocatalfica de la trombina al
tera a las plaquetas del camine intermo para producir
plasma tromboplastina y obtener al final, un cofgulo de
sangre.

Una funcidn adicional que posee la trombina,
i es la polimgrizaci6n de la fibrina a través de su accidn
} proteoclitica sobre el factor XIII, produciendo al final,
| un cofgulo estable de fibrina,

Utilizando un esquema "Hipotético" de la coa
gulacidn de la sangre, podemos dividirla en tres etapas
o secciones de actividad de sus factores (9), por tanto:

Etepa I : (Generacifn de la actividad trombo
pléstica),

Plaquetas o sustituto de plaquetas.

Factores del plasma.

Factor XII
Factor XI Plasma tromboplastina
Factor IX Tejido TB o TB tisular

Factor VIII Factor tisular
Factor IV
La actividad trombopléstica necesaria‘par‘
convertir a la protrombina en trombina, es producida en
esta etapa,(através de camino externo o de. camino inter

no.

Etapa Ii
TB (En plasma o en tejido).
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Factor II
Factor V
Factor VII Trombina
Factor X

Factor IV

El plasma TB (o TB tisular mfs el factor VII)
producido en la primera etapsa en presencia de los factores
del plasma V y X, convierte & la protrombina a una enzima

activa, trombina,

Etapa III
Trombina
Factor I Codgulo de fibrina
Cofgulo de fibrina
Factor XIII
Cofgulo estable de fibrina

Factor IV

La trombina convierte al fibrindgeno en fi -

brina y un cofgulo de fibrina es formado cuando este es

estabilizado en presencia del Factor XIII.

El mecanismo anterior, posee informacidn que
nos permite conocer como sucede la coagulacidn, con més
detalle; més a pesar de esto, el mecanismo no es completo,
ya que no proporciona detalles de como se llega a formar

un coégulo.

e) Sistema intrinseco y sitema extrinseco

del proceso de coagulacién (28).- El siguiente mecanis-
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mo divide al proceso de coagulacifn en tres etapas bési
cas y una cuarta, llamada de Lisis, Conjuntamente las

cuatro etapas se estin efectuando continuamente, en cam-
tidades minimas, en el torrenté sanguineo de una persona

normal.

La presencia de plasmina libre en cantidad

mayor que "Trazas", es anormal.

Este mecanismo muestra claramente, "Donde"
actuan los diversos extractos de TB que producirén coa-

gulacibdn extravascular. (Fig, No. 7).



SITEMA INTRINSECO Y SISTEMA EXTRINSECO DE LA COAGULACION

Factor VIII

Factor IX

Calcio**
——

Factor V Plasmitica

Factor X
Factor XI

Factor XII
Etapa No.l

PF (3 = 5 minutos)

3

Tﬁalboplasti

Tromboplastina Plasmitica
calcio**
Protrombina ——————Trombina
Factor V y X

Etapa No.2
(8-15 segundos)

Tromboplastina Tisular
Calcio
Protrombina ——————> Trombina
o Factor V,VII y X

Etapa No.2
" (12-15 segundos)

Trombina

Factor XIII

Fibrin8geno ————>» Fibirna ————>Fibrina Establizada
Calcio

Etapa No.3
(menos de un segundo)

Pibrina —— 3 L{sis
Plasmina
(Fibrinolisina)

Etapa No.h

Tiempo Total:
- Minimo 24 segundos
Maximo 36 segundos
Fige No.?7
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| f) Sistema de Cascada.- Uno de los hechos

; nés notorios descubiertos recientemente, es el de que

la coagulaci&n se realiza por una cadena de activaciones
de proenzimas a enzimas, propagada com efecto amplifican
te. Este fendmeno que sucede en forma de cascada recibe
el nombre de "Cascada Enzimltica"; esta especial denomi

nacidn queda clara en la Fig. No.8:

SUPERFICIE DE CONTACTO LESION TiSULAR

x o FACT
ool
[} ST e
-

Vil BinA * Vel

aandll

X ~»Xa

«—v 4+ FOSFOL/PIDOS +Ca"*

11 PROTROMBI NA —>ila TROMBINA ~————n FLAQUE TAS
|FiBRINOGENO ————> la rin:nu

Cuando el evento principia dentro de 1los
vasos por la activacibn de la proenzima.XII, y termina
en la formacidn del cobgulo recibe el nombre ya mencio-
nado con arterioridad, de Sistema Intrinseco y cuﬁndo se
inicia en los tejidos a partir de los Factores VII y Ti-

sular se denomina Sistema Extrinseco.

El Sistema Intrinseco se inicia con la ac
tivacidn del Factor XII por una superficie extraﬁh,(pa—
rece que tambien se puede iniciar por la presencia de

ciertos dcidos grasos) llamada "Superficie de Contacto”.

El Factor XIIa activa al XI origirando el
XIa. Es posible acelerar este proceso por efectos de d-

cidos grasos de cadena larga. Enseguida el Factor IIa
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activa al IX produciendo el IXa, fendmeno que puede ser
inhibido por la Heparina, E1 Factor IXa activa al VIII y
tambien puede ser inhibido por 1la Heparina asf como a
la reaccidn trombina-fibrinégeno. Fara la activacién del
Factor IX se requiere Caleio* y este mismo, fosfol{pidos
¥y trombina a baja dilucidn para el VIII, y el VIIIa acti-
va al X en presencia de Calcio. E1 Factor Xa con el V ,
en presencia de calcio y fosfolfpidos convierte la pro-
trombina en trombina y &sta al fibrindgeno en fibrina por
la divisién del primero en mondmeros de fibrina y fibrino
-péptidos con plimerizacién posterior y estabilizaciém fi
nal. Todos los factores de coagulacidn se localizan en

el plasma y los fosfolipidos en las plaquetas.

En el sistema extrinseco, al destruirse las
c8lulas liberan los Factores Tisular y VII, los que junto
con el Factor V y fosfolipidos activan el Factor Xa para
transformar la protrombins emn trombina y esta al fibrind-
geno para dar la fibrina como final de las reacciones del

Sistema Extrinseco ( Fig. No.9).

TEORIA ACTUAL DE COAGULACION

SISTEMA EXTRINSECO SISTEMA iNTRINSECO
= SISTEMA EXTRARO
TEJiDO DARADO DE CONTACTO
FACTOR TISULAR + VILXV FACTORES XILXLIXVIILRY
tcatt +cat* +PLAGUETAS
FOSFOLIPiDOS +——FOSFOLIPIDOS

PROTROMBINA

TROMBINASFIBRINGGENO —>FiBRINA
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Bn los “itimos afios se he anplisdo ¢. co-
nocimiento de los procesos de coagulacidn, sobre todo en
lo que se refiere al papel desempenado por las placuetas,.
Estas se adhieren al vaso lesionado debido al contazto
con las fibras coldgenas; cesi simultaneamente se sgregan
otras para finalmente consclidarse en un tapdn dentro del
cual se encuentran algunos eritrocitos, leucocitos y es-
casos filamentos de fibrina, el proceso se llama funcidn
hemostética de las plaquetas y necesita en sus etapas de
agregacién y consolidacién de una fuente potente de ener

gia suministrada por el ATP; utilizado como ADP,

las plaquetas suministran fosfolfpidos ;
8stos junto con una proteina, forman el complejo denomi-

nado Factor Plaquetario, de funcidn trombopléstica,(37).
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C.- METODOS DE AISLAMIENTO Y PURIFICACION
DEL PRODUCTO
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M&todos de Aislamiento y Purificacidn.-
En la discusidn de los métodos de extraccidn, la dificul
tad del proceso no se afectarf por la fuente de materia
prima, (cerebro o pulmdén de conejo, buey, csballo o hu-
mano) sino por el tipo de reactivos (costo y dificultad
de comseguirlos), equipo y tiempo efectivo de trabajo -
laboratorio; ademés de la efectividad en cuanto a la ac

tividad del producto.

Llegaré en cada método, hasta el punto &p

timo en que el producto estid listo para su aplicacién.
Los métodos que trataré son:
1.1.- Preparacién del reactivo tromboplastina
obtenido de cerebro de conejo.

1.2.- M8todo de Bell-Alton

1.3.~ Hemostltico extraido de cerebro de buey
segin el método de Hess,A.F.

1.4,- Obtencibén de tromboplastina asegin Cronin,
J'J.

1.5.- Extracto salino de cerebro humano

1.6.- Preparacién de tromboplastina de Ortho
Pharmaceutical Corp.

1.7.- Tromboplastina a partir de pulmén de co
nejo.

1.8.~ Aislamiento de proteina tromboplastina
de pulmédn de becerro. ‘

1.1.- Preparacién del reactivo tromboplas

tina, obtenido de cerebro de conejo.-

Para este m8todo se utiliza un Cerebro de
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Conejo recisn sacrificedo; se limpia ae las porciones vi
sibles de sangre, se tritura en un mortero com 20 ml de
acetona y 0.1 ml. de citrato de sodio 0.2M., para remover
trazas de calcio. Se muele vigorosamente hasta que el ma
terial se suavice, una vez logrado esto se tira la aceto
na sobrenadante y se reemplaza por una nueva porcidn de
20 ml. de acetona y se vuelve a triturar. Este proceso

8e repite hasta que el material es de forma granular y no
adhesiva., Filtar por succidn y secar a 37 grados C. por

30 minutos,

Mezclar 200 mg del producto en una solucibn
0.85% de cloruro de sodio, incubar a 50 grados C. por 20
minutos, Mezclar ocasionalmente., Colocar la emulsién en
un recipiente con agua a 37 grados C. y permitir que se-
dimente de tal forma, que la solucidn pase libremente a

través de una pipeta, (2).

1.2.- Método de Bell- Alton.-

Extraer con 20 ml de cloroformo 1 gramo del
cerebro de conejo que ha sido tratado con acetona. Filtrar.
Separar el cloroformo del producto por evaporacidm al va-
cio y suspender el extracto en 10 ml de una solucién sa-

lina al 0.85%, (2).

Bell y Alton recomiendan :

a) Lavar - dos ocasiones con acetona un gramo
de extracto del cerebro de conejo (obten-
¢ién con acetonad.

b) Secar
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¢) Suspender el secado en aproximadamente
50 ml de cloroformo & temperatura am-
biente., Agitar.
— d) Evaporar a 37 grados centigrados,

e) Homogenizar copn50 ml de una solucidn sa-
lina al 0.85%.

£) Congelar ( el producto no pierde su acti
vidad si es descongelado y vuelto a con~
gelar repetidas ocasionosg.

1,3.- Hemostético Extraido de cerebro de
buey, segfin método de Hess, A.F, .-

La preparacién de TB, comunmente utilizada
es la obtenida de "tejido uterino" humano, y afin mis, re
cientemente del "higado" de mamfiferos o del cersbro del
buey. E1 tejido que se utilizarf se obtiene lo mds fres-
co del rastro, se lava bien, se coloca en una licuadora,
se extrae con solucidn salina y se tilt?l. En este tipo
de preparaciones se debe observar todo tipo de normas hi

gienicas- asepsia total.

El extracto que posee una fina suspensién
de tejido en adicién 2l jugo de este mismo, se le agrega
0.3% de tricresol. El tejido es desecado y molido en un

mortero,

La dificultad que presenta esta preparacibn
es que rapidsmente se autolisa, con la formacidn de sus-
tancias anti-trdémbicas, lo que no hace inerte a la pre -

paracidn, pero si reduce su actividad (23), (32).
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1.4,- Obtenciin de Tromboplastina segfin Cro
nill, JoJoc"

En el siguiente m&todo de obtencidn Cronin,
JeJ., (24), (3) hace referencia al método de Hess, A.F.
(23) con la ventaja de que el primero aporta datos més

claros al método del segundo.

CRONIN refiere: E1 Dr. Hess describe asi la
obtencién de TB. Los cerebros de buey son obtenidos del
‘raatro poco despues de sacrificado el animal; se le qui-
tan las membranas que lo cubren, se leva con agua corrien
te y se pesa; se coloca en una licuadora la cual posea gi
ro en ambos sentidos, se acciona y se hace el cambio de
direccién en tres ocasiones con una cantidad igual de una
solucidn salina normal. ILa solucidn se guarda 42 horas en
refrigerador y se pasa cuando menos dos veces & través de
una prensa de queso. Este extracto que posee una fina sus
pensidn de tejido en adicidn 8l jugo de &ste tejido, es
dilufdo con la mitad de su cantidad con solucidn salina ,
El tricresol (mezcla de los isbmeros orto, meta y para ,
en la cual el isfmero meta predomina (2f) ) es entonces
afiadido en la proporcidn adecuada tal que la preparacién

final tenga 0.32%del tricresol.

Se ha encontrado que el producto final esté
completamente estéril, libre de microbios, aerobios y ana

erobios.
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El producto mantiene su poder hemostético

por muchos meses,
1¢5.= Extracto salino de Cerebro Humano.-

Uns vez obtenido el cerebro humano, se le
quita la sangre que lo cubre (26) y se separan las menin
ges. El tejido se lava suavemente con agua y es emulsifi
cadolcon un homogenizador por 60 segundos con un litro y
medio de solucién salina al 0.85%, previamente calenta-
da a 45 grados. La emulsidn es centrifugada durante 15
minutos a 500Xg; el sedimento es descartado. Una pequeia
cantidad del sobrenadante es diluido 1:2, 1:4 y 1:8 con
solucidn salina al 0.85%. La actividad del material no
diluido y cada una de la diluciones, son usadas como fu-
entes de TB para la prueba del tiempo de protrombinn.de
una paso con plasma normal. El sobrenadante restante se
diluye con solucidn salina al 0.85% ( ajustando el H
al 7.0 adicionando gotas de NaOH 0.5N, sl es necesario
de tal forma que esto es equivalente y que proporcionari
el menor tiempo ( 12 a 15 segundos) para la prueba arri-

ba mencionada,

Finalmente se agrega un volumen de la s0-
lucidn reguladora de Owsren igual a un décimo del volu-
men total del extracto. Esta solucidn se prepara de 1la
siguiente manera: Mezclar 11,75 gr. de barbiturato de

dietil sodio, 14.67 gr. de cloruro de sodio y 400 ml de
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una selucifa de 8cido cisch.darise 0.1N, E4 pH se recti-
fica sgrsgamde apreximadsiceste 430 mi mfis bhasta sbicnmer
un pH igual & 7.3 Se ngregs agua hasta un vollmen de
dos litros. La solucidm resultante debe tener ua pF¥ igual
8 7,35 El1 extracto se guarda en varios recipientezs y es

almacenado a -20 grados.

Este extracto proporcicna (27) valores con-
sistentes dfa a dfa; no variando el valor medio en um lap

s0 mayor de umn segundo,

1.6.- Preparacién de Tromboplastina de Ortho

Pharmaceutical Corporation.-

Sesenta y seis gramos de cerebro de conejo
congelado, (20), son homogenizados & 5 grados centigra-
dos por un minuto en presencia de 7600 ml de una solu =-
¢idn acuosa conteniendo por litro, 150 ml de una solu =
cifn alcohblica preparada por adicidn de 7.5 ml de meta-
nol, 15 gr de glicina, 4.8 ml de una solucidn acuosa de
dcido acdtico M. adicionada a 142.5 ml de etanol al 95%.
El homogenado se agita 2 horas a 5 grados centigrados y
se centrifuga a -5 grados centigrados por 30 minu-
tos. E1 liquido sobrenadante es filtrado, se dializa comn
agua destilada a 5 grados centigrados, el material que
pase a través de la membrana es liofilizado. Se obtienen
740-760 gramos de TB sdlida. La actividad Trombopléstica
se mide segln modificacidn hecha al m§todo de Shapiro y
Weiner, (20).
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un tubo d3 -nsayo sdic.onsndo 25 mg de. . OLid- [inf: i~
zado a 5 ml de una solusidn acuosa de hidcdr do de godio
al 0.85% mezclando por :nversidn del tubo de ensayo has-
ta obtener una mezcle uniforme; se coloce Lla mezcia en
un recipiente con agua a 46-50 grados centigrados por
20 minutos, centrifugar, enfriar el sobrenadante hasta
temperatura ambiente, agregar O.1 ml de una solucidn de
cloruro de sodio 0.25M a 4 ml de la suspensién, mezclar,
centrifugar. El sobreradante (pocoturbio) se encuentra

listo para realizar pruebas de actividad.

1.7.~- Tromboplastina & partir de Pulmén

de Conejo.-

Diez gramos de pulmén de conejo (20) con-
gelado son colocados en 20 ml de una solucibdn acuosa que
contenga 160 ml por litro de una mezcla de alcoholes (5
ml de metanol en 95 ml de etanol al 95%.) Se prepara una
solucién 1a cual posea 56 gramos de glicina, 3.12 ml de
una solucidn de glicinato de sodio ( 4.5 gramos de glici
na y 2 gramos de hidroxido de sodio en 100 ml de agua ),
4 ml de fosfato bisbédico 0.5M y 2,76 ml de fosfato mono=-
s8dico 0.5M.;La preparacidn anterior es homogenizéda 30
segundos a 5 grados centigrados, una vez logrado esto se
le adicionen los 20 ml de soluci&n acuosa ya preparada .
Se agita 90 minutos a 5 grados centigrados y se centrifu

ga & -5 grados centigrados durante 30 minutos. El sobre-~
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nadante se filtra &« través de un filtro de vidrio y se
dializa con agua destilada a 5 grados centigrados, el
dializado ( la materia que pasa a travég de la membrana)
es capdz de coagular plasma oxalado de conejo por nuestra
modificacibn a la prueba de Shapiro-Weiner. ( tiempo de
protrombina) (21).

El dializado se liofiliza obteniéndose TB
activa sélida.

Se prepara una suspensién de TB-calcio en un
tubo de ensayo, adicionando 30 mg del s88lido liofilizado
a 5 ml de cloruro de sodio acuoso al,85% se hace 1la mez-
cla invirtiendo el tubo 3 8§ 4 ocasiones, hasta obtener
una mezcala uniforme, se coloca la suspensidén en un re-
cipiente con agua a 46-50 grados centigrados por 20 minu-
tos, se centrifuga, se enfria el sobrenadante a tempera-
tura ambiente. Se agrega 0.1 ml de cloruro de calcio acuc
so 0.25M & 4 ml de la suspensidn. Se mezcla ¢omo y& se
describid y se centrifuga de nuevo. 0.2 ml del sobrenadan
te ( poco turbio ) esta listo para la prueba de coagula-

c¢ibn.

La solucidn acuosa utilizada es una solucién
reguladora con un rango de pH 5 a 8,( materia que pasa a
través de la membrana). Es necesario qﬁe como parte acti-
va de la solucibén reguladora, en una cantidad de 0.01 a

6.0% en peso de la solucibén extractora, este presente una

- 39 -



sal de un metal alcalino de bajo peso molecular de wun
aminofcido, y de preferencia que este(os) aminodcido(s)
no contengan, en su estructura, mis de nueve &tonos de
carbono tal como alanina, prolina, glicina o serirva, La

cantidad preferida es de 1 a 2% en peso.

1,8.- Aislamiento de Proteina Trombopl&s-
tica de Pulmbén de Becerro.

En un experimento tipico se maceran 1860
gramos de pulmomes de un becerro (o buey) recien muegfto
y extraldos en un refrigerador o en un cuarto frio con
3 litros de solucién salina fisioldgica durante 12 horas.
El materisl se filtra a través de una bolsa de lienzo o
manta, se obtiere 1950 c.c. de una solucidn turbia la a
dicidn de una solucién saturada de sulfato de amonio ,

( 10% de la saturacibn ) resulta en la formacidén de un
precipitado, el cual despues de enfriado se centrifuga y
posteriormente es descartado. E1 sobrenadante se lleva

8 upa saturacidn del 30% con sulfato de amonio y la mez-
cla se mantiene frfa toda 1a noche. El precipitado resul
tante, se separa del sobrenadante inactivo por centrifu-
gacidn~ en una centrifuga angular refrigerada- a 4000 r,
p.l., Se toman en 200 ml de solucidn salina fisiolégica

y se dializa con agua corriente durante 12 horas. La com
pleta separacidn de las sales por diflisis es suficiente
para precipitar la proteina (en algunos experimentos 1la

adicidn de unas gotas de &cido acético diluido a la mez



cla dializada produce una precipitacidén completa de la
proteina trombopléstica). Despues de ser separado del
sobrenadante inactivo, el precipitado se congela con una
mezcla sblida de alcohol - CO, y secado en éste estado al
alto vacic. La sustancia completamente deshidratada ¥y
despues de lavados exhaustivos con hielo seco - acetona

y secada al vacio pesa 8.5 gramos.

Las preparaciones obtenidas bajo éste mé-
todo pueden ser almacenadas por aucho tiempo sir perdida

de actividad.

Cono es claro, en el proceso de secados,
la TG es poco soluble en agua y diluible en soluciones
salinas; ei trato con acetona no afecta su actividad;
tratamientos con alcohol producen pérdidas en la activ;
dad trombopléstica y las emulsiones acuosas preservan

por completo, la potencia de la sustancia.



D.-PRUEBAS DE ACTIVIDAD
DEL, PRODUCTO Y APLICACIONES

- 42 -



Pruebas de Actividad del Producto.- Las
pruebas de actividad som con el obejto de verificar 1a
actividad del producto obtenido. En funcidn de estos re
sultados se denotard la efectividad de la extraccidn ,
por lo que es necesario utilizar un estandard de prue -
bas que cumpla ciertos requerimentos, un método que cum
ple las condiciones necesarias es en la que hay que ob-
tener 4.5 ml de sangre humans por medio de una pumtura
venosa segin la técnica comfin. Despues de obtenida 1la
muestra, es precise que las pruebas se realicea lo més
pronto posible. Mezcle la sangre cor 0.5 ml de oxalato

de sodio 0.1M., cemtrifugue para separar el plasma.

La velocidad de cemtrifugacidn debe de ser
exacta, 2500 r.p.m. durante 5 minutos. Si se utilizam pi
petas provistas de un bulbo de hule, se obtieme una can-
tidad apreciable de plasma, sin dafiar las paredes de las

células.

Otro estandard de pruebas de actividad acep

table, es el plasma humano citratado (35).

Las pruebas de actividad de la TB son rea -
lizadas bésicamente con la sangre a analizer, em las con
diciones mencionadas, otro tipo de pruedas (poco usuales)
es inyectar el producto IN VIVO y producir traumas o 1la
muerte del amimal.

El valor normal de coagulacidn de la san-
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gre colocada en un baiio marfa a 37 grados, es de 4 a 8
minutos. Si el tiempo de coagulacidn se prolonga, indi-
card deficiencia marcads en los factores de coagulacidn
0 presencia de anticoagulantes circulantes, incluyendo

a la heparina (26), (anti-trombina (2) ).

Las pruebas son con el objeto de conocer de
fectos en lé‘coagulaci6n sanguinea; los que se detectamn
por medio de las siguientes pruebas (2),(Ver Fig. No 2):

ETAPA 1 y 2 - Tiempo de consumo de Pro-

trombina o Generacidén de TB

ETAPA 3 - Tiempo de Protrombina de un
paso y tiempo de Protrombina

ETAPA 4 - Tiempo de Trombina

De &stos, interesan exclusivamente, las co-
rrespondientes a los pasos dos y tres, ya que en ellas

iﬁterviene la TQ.
ETAPA 2.- Tiempo de Consumo de Protrombina.

Cuando la sangre coagula en un tubo de en-
sayo a 37 grados cent{grados, la cantidad de protrombi-
ra remanente en el suero es determinada por la prueba del
del tiempo de protrombina de un paso, siendo una medida
cuantitativa de la protrombina consumida y una estimacién
cuantitativ# indirecta de la cantidad de TB intrinseca
geperada. Son reconocidos tres factores para la formacidn
de TB en el plasma, el factor plaquetal y los factores

VIII y IX.



El raug. ncr.3l de coaguiscibe es d¢ i6 a
35 segundos. Er .ruo <2 ticmbocitovenia y de hewci'lia es
de 8 segundos, .e.idoa& que¢ 18 protrombias inactive es con

’ 4

vertida al estado libre y no es consumida.

Procedimiento: TreiSfiera un ml de ssngre
fresca a un tubo de ensayo, (13 x 100 mm) y coldque en
bafio marfa a 37 grados centigrados cincuenta minutos des
pues de formado el codgulo s8lido, centrifugar durante.1
a 2 minutos a 1000 r.p.m. para separar el suero del coé-
gulo. Incube a 37 grados centigrados por 45 minutos. Pa-
ra determinar la protrombina residuél. pipetear 0.1 ml
de suero y soplar dentro del tubo una mezcla compuesta -
por un mililitro de plasma de conejo sin protrombina,0.1
ml de TB y 0.1 ml de cloruro de calcio 0.C2M determice el

tiempo de formecidn del codgulo con un crondmetro (2).
ETAPA 3,- Tiempo de Protrombina en un Paso

Cuando se agrega calcio (26) y un extracto
de tejido, como es el obtenido de cerebro, el Factor VII
presente en el plasma reacciona con el Factor Tisular for
mando un producto, el cual convierte al Factor X a su for
ma activa Xa; é&ste regcciona con Factor V, con el cg&lcio
¥y con el fosfolipido del tejido TQ para formar protrombi-
nasa extrinseca la cual convierte protrombina en trombi-
na. La trombina convierte el fibrindgeno en fibrina. La
velocidad de formacibén de la fibrina cepende de la conc¢an

tracin de los factores V, VII, X, protrombina y fibrégeno
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El tiempo ucs el de protroms.na, s& proion
ga por falta de procvormbina (2) de los Facores V,VII y X;
ademfs una causa inportante de &€sto es una concentrscidn
baja de vitsmina £ o la presencia de un antagonista de ella,

la bishidroxicumarina.

Procedimiento: Un volfimen de extracto de ce
rebro (TB) se mezcla con un volfimen igual de cloruro de
calcio 0,025, la mezcla se coloca en bano marfa a 37
grados centigrados 0.1 ml del plasma-prueba, se pipetea
en un tubo de ensayo (12 x 7.5 mm) inmediatamente antes
de la prueba. La mezcla es colocada en un bado marfia a 37
grados cent{grados durante un minuto. 0.2 ml de la suspen
8idn extracto-cloruro de calcio se agrega al plasma y se
acciona el crondmetro el tiempo de coagulacidn se determi
na cuando aparece la primera fibra de fibrina; logrado es
to se hace pecorrer la mezcla por las paredés del tubo,

aproximadamente hasta la mitad de &ste.

Alternativamente, 0.1 ml del extracto de ce
rebro es adicionado a 0.1 ml del plasma-prueba, y EXACTA-
MENTE un minuto despues, agregar 0.1 ml de cloruro de cal

cio 0.,025M.

Cada prueba se realiza por triplicado pro-
mediando los valores obtenidos, esencial para un control

de pruebas,

ETAPA 3,- Tiempo de Protrombina para la Coa
gulacidn.
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El tiempo bésico de protrombina, es el tien
po de cofgulacidn obtenido cuando un exceso de TB y una

cantidad 8ptima de calcio se aiade.

/

El tiempo de protrombina del plasma de un

humano adulto es practicamente constante: 1230.5 segﬁndos.

~ Procedimiento: Transfiera 0.1 ml de plasma
oxaiatado & un tubo de ensayo (13 x 100 mm). Adicione 0,1
ml de TB ( de preferencia utilice el m&todo de obtencién
1.1). Coloque la preparacidn en bado marfa a 37 grados
centigrados y sople dentro 0.1 ml de cloruro de calcio

0.1M por medio de una pipeta de protrombina.

Determine con un crondmetro el intervalo de
tiempo entre la adicidn de cloruro de calcio y la forma-

cibn del coégulo.

La formacién de la fibrina es el punto final
de la prueba. El codigulo se detecta en forma més clara ,

agitando un poco el tubo de emsayo (2).
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B.- Coad . ciones previas al Experimento.-
Antes de icicis: un experimento, en sste cdaso 1& exira
ecidn del TB, es necesario tomar en cuenta lo siguiente:

a) La cémara esteril. Caracteristicas y
pruebas de esterilidad.

b) Limpieza del material utilizado.

a).- La Cémara IZsteril. Caracteristicas y
Pruebas de Esterilidad.- Con el proposito de extraer
tromboquinasa de cerebros de conejo, fabrique una cémara
o seccibén bajo las siguientes condiciones:

A').- Aislada del medio ambiente

B').- Esteril

Fia w10
a) Lémparas
b) Formol (frasco)
i c¢) Guantes Polie-
1 i tileno

d) Forro énterior
de polietileno
negro

e) Tapa de polieti

Fig. No.10 leno transparen

te.

El aislamiento del medio lo logré forrando
un cajdn armado en el sitio adecuado, es decir, cerca
de una toma de vacio, gas, agua,con "lienzos" de Polieti
leno, sellando todas las uniones con cinta adhesiva ¥

pegamento. La Esterilidad dentro-de la cémara la obtuve
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con dos elementos:
1.- Formol. (Solucién de Formaldehido,for-
malina solucién al 37% de formaldehido
(gas) en aguajcon 10-15% de metanol pa
ra evitar polimerizacidén q. incoloro .
P.E, 96 grados pH 2.8-4.0 miscible en
agua, alcohol, acetona. Uso: germicida
¥y fungicida destruye varios tipos de
insectos.
2.- Luz Ultravioleta.- pero,ique longitud
. de onda posee 1la& luz U.V.? ¢ cual es
la més til? ¢ cémo actua y como actu
an el resto de ellas ?‘& en donde son
dtiles 7.
Es importante hacer notar que los rayos ul
travioleta no son detectados por los sentidos humanos de
inmediato, aunque los efectos pueden ser aparéntes poste

riormente.

Es posible hacer una separacién de los ra
yos ultravioleta, de acuerdo con la longitud de onda de

de los mismos, asi pues, tenemos cuatro divisiones:

La primera divisidn estd comprendida entre
los 330 y 400 nandmetros y es la que se encuentra mfs cer
ca de la parte visible del ojo humano. Ista longitud de
onda es especialmente Gtil en ciertas clases de fotogra -
ffa y fluorescencia, tanto médico y de laboratorio como

en la industria,.

La segunda divisidn comprende de 280 a 330
nanémetros y es en esta seccidn en donde se encuentran -
beneficios Biol6gicos dtiles en fisioterspia o para ac -

tivar la vitamina D, y que comfinmente se utilizan para
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broncear la piel.

la tercera divisibn comprende de 20C & 295
nandmetros y es esta 1la longitud de onda (til para provo
car la absoluta destruccibédn de los microorganismos, actusn

mmdo de esta manera como bactericida potente.

La cuarta divisidn comprende de 100 a 200-
randmetros, esta longitud de onda ademfs de ser germicida
forma ozono lo cual aumenta su efecto, llegando a producir

por tanto, esterilidad total.

Los tubos de cétodo frio y de alta intensi
dad, estan divididos en tubos de bajo ozono, alto ozono
y muy alto ozono. E1 factor de ozono es muy fitil, no solo
para oxidar (matar) gérmenes en el ambiente (Ver Fig. 11)

sino que tambien tiene 1la

[ P4

Fig. No. 11.- Demostracidn esquematica cémo
las radiaciones ultravioleta matan las bacterias, 4).~ -
Vista microscdpica normal de microorganismos. B).-El orga
nismo comienza a dilatarse cuando recibe las radiaciones
C)e- Al continuar la irradiacibém, la dilatacibén continua
y la membrana celular comienza a debilitarse. D).- Final
mente, el microorganismo queda destruido por explosidhn.

facultad de poderse filtrar en lugares y ranuras en donde

no penetra la radiacidn ultravioleta.,
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Con los tucce de cétodo calisnte el costo
es ini.ialmenze bajo; pero som de corta v.ik, ccn g CO8
to de operacién qus representa un mayor gasyvo; este tipo
de tubos se ven afectados por temperaturas bajas (corrien
tes de aire fric), cambios de voltaje, calentamiento exce

sivo que implican precauciones tediosas,

Lagldmparas de luz ultravioleta se encuen-
tran en diferentes tamados, voltajes y potencias de irfg
diacidn ultravioleta. Ademés de diferentes tipos de cos-
to y vida, cada una disefiada para apiicaciones especfifi-

cas.

Se han promovido grandes discusiones acerca
de los efectos que sobre los animales y especialmente so-
bre la gente pudieran causar largas exposiciones a 1los
rayos ultravioleta, se ha dicho, que pueden ser responsa
bles de muchos padecimientos, desde cdncer hasta esterili
dad; pero esto es tan poco cierto, que més bien las espe-
culaciones al respecto se deben a la mala informacidn de
las personas y al poco conocimiento que se tiene de 1los
rayos ultravioleta. Es necesario hacer incapié, en que to
dos nosotros alguna vez hemos estado o estaremos expues -
tos a la accidn prolongada de los rayos solares que con-
tienen gran cartidad de irradiac;ones U.V.. Sin enbargo
no se ha visto que alguien resulte afectado de forma se-

ria.

Existe: la creencia mal fundada, de que los
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rayos ultravioleta son responsables de cierto tipo de c{g
cer en la piel, o bien, de la caida del cabello, o de 1la
esterilidad de las personas. Hasta ahora no se ha compro-

bado que asi sea.

Las personas que trabajan con los rayos UV,
estando debidamente prbtegidas con ropa adecuada, no su-
fren-quemaduéﬁs ni alteraciones de ninguna especie. Hésta
cierto punto los rayos UV son indcuos para la vista. Es
decir no la afectan seriamente, salvo que con prolongadas
exposiciones, sin utilizar gogles adecuados, pueden pro-
ducir una conjuntivitis bastante molesta y dolorosa, pero
que cede facilmente en unos cuantos dfas. Resulta de su-
ma importancia recalcar, que la conjuntivitis que produ-
cen son completamente inofensivas aunque si resultan do-

lorosas, cediendo en unos tres dias.

Con respecto al poder de penetracidén de los
rayos UV, los de longitud de onda muy corta, es decir, de
253.7 nandémetros tienen muy poca penetracidnm, no pueden
pasar por un cristal comlln o son absorbidos por el aire
produciendo ozono; penetran los tejidos aproximadamente
un milimetro; atraviezan con facilidad el polietileno y

ciertos tipos de pldsticos transparentes.

En cuanto & una seccidn estéril, &sta de-
be ser planeada lo més sencillo posible, de paredes 1li-
Bas; guardar~en ellas exclusivamente el material con

que se v a trabajar. El sellado 4e la seccidn estéril
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puede llevarse & cabo cor Civersos plésticos alaesiveos,

Para conservar la esterilidsld de 1ss sece~-
iones, las lduparas geruicllas deben mantensrse encendi-
das 24 horas (39) ¢ es cierto que la lémpara, donde se
extraerd la tromboplastina, es una seccidn estéril? para
corroborar 8sto 8ltimo, utilicé dos tipos diferentes de
medios de cultivo que permitiéran, por sus caracteristi-
cas, representar la estérilidad o la no esterilidad d§
la zona que pretende serlo. La composiciédn quimica de los

dos medios de cultivo son:

MEDIO DE MUHSEIGE (40)

NHaNO3 -— 1650 mg/ml
KNO, 1900 mg/ml
CaCl§2H20 440 mg/ml
MgSO¢-7H20 370 mg/ml
KHZPO4 170 mg/ml
NaZ-EDTA -------------- 37.3 mg/ml
FeS0,~7H,0 27.8 mg/ml
33804 6.2 mg/ml
HnSO4-4H20 22.3 mg/ml
KI 0.83 mg/uml
NaMoO4-2H20 ——————————— 0.25 mg/ml
Cu804-5H20 »0.025 mg/ml
00012-6H20 0.025 mg/ml
ZnS0, ~411,0 8.6 mg/ml
SACAROSA 30 g/1



MYO-INOSITOL ====m==e==- 100 mg/ml

_EDOMINA 1 g/1
'GLICINA 2 mg/l

.2,4 - D 1-36 mg/1
KINETINA 0+04-10 mg/1
AGAR 10 g/1
AC.. NICOTINICO ==-==w==== 0,5 mg/l

PIREDOXINA - HCl ====-==- 0,5 mg/l
TIAMINA - HCl —=w==ecw=-- 0.1 mg/1

GELATINA NUTRITIVA
FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA (41)

PEPTONA GELYSATE =====-- S
EXTRACTO CARNE RES ~=-==- 3.
GELATINA -- 120.

pH FINAL 6.8%

Coloqué cuatro muestras de cada unodelos
cultivos mencionados, dentro y fuera de la cdmara, bajo

el siguiente esquema (Ver Fig. No.12):

A;.—Zona de Trabajo
B).-Lduparas U.V.
C).~Formol

[} --Gelatina Nutritiva
Q --Medio de Liurhshige

Fig. No. 12
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Las muestras colocadas en el exterior de la °

cimara funcionan como control o testigos de contaminacidn.

Los resultados que obtuve fueron los que es
peraba : Las muestras colocadas dentro de la cémara y des
pues de incubarse durante 50 horas en el interior de una
incubadora saturada con formol a i 40 grados cent{grados,
no mostraron\brecimiento alguno, en cambio, las muestras
colocadas en el interior de la cémara, despues de incubar
se bajo las mismas condiciones, uwostraron to>das, crecimien
tos en diferentes zonas de la parte expuesta del medio de
cultivo; tomendo en cuenta estos resultados, y consideran
do que por el momento no me interesa que microorganismos
formaron colonias, aseguro que la zona donde realizaré la

extraccién de TQ le puedo llamar "Seccidn o Clmara Esteril?

b) Limpieza del Material Utilizado.-

El material de cristal, asi como el mortero
con su pistilo lo limpié quifmicamente; primero con agua y
detergente tipo comercial, posteriormente con mezcla crd-
mica, El proceso lo repeti tres ocasionss enju;gando final
nente con agua destilada dos ocasiones, y secando el equi-
po perfectamente (4 ); junto con las dos solucioneé que -
utilizaré, lo introduje por una abertura hecha ex-profeso
a la cdmara estéril, dejando todo en su interior y lo més
cercano posible a las ldmparas ultravioleta aproximadamen
te 25-30 horas paré considerar nuevamente estéril la secg

i8n junto con el equipo de trabajo.
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F. - Bzperit--tacidn:

1l .ftodo gue seguiré para excraer la trom

boplastina, est% besado en el siguiente proceso:

Preparacibén del reactivo tromboplastina -
(Ver métodos de aislamiento y purificacidm, 1.1.) .- Los
cerebros de conejo los obtuve de dos conejos sanos (sin-
certificado);sacrificados con un golpe en la nuca con el
proposito de evitar, con una posible anestesia , el qué
los cerebros fueran dadados. Una vez obtenidos, los coio
que’ en un recipiente perfectamente cerrado y colocado s0

bre hielo. Obtuve 10.63 gramos de cerebro de conejo.

Siguiendo la técnica utilizé 0.1 ml de ci-
trato de sodio ( citrato de sodio &cido, citrato disédi-
co alkacitrdn, solido blanco, CeﬁGNa207 1%H20. P,id-263.13
solubilidad: 1g/ 2 ml H,0 uso: anticoagulante “3) ), -
100 ml de acetona (Dimetil-cetona; - cetopropano; 2- pro
panona; &ter piroacdtico CHBCOCHB-P.H-58.08 liquido alta
mente flamable miscible con agua, alcohol dimetil formami
da, cloroformo éter P.eb.56.5 grados P.F-94 grados uso:
solvente), que corresponden & cinco lavados. Filtro y se
co el producto & 36-37 grados centigrados obteniendo 1,756
@ gramos de cerebro de conejo deshidratado, los cuales
suspendo en 43 ml de cloruro de sodio al 0.85% (p/v) - -
( cristales cubicos blancos P.M.58.45 P.F. 809° solubili
dad 1 g/2.8 ml Hy0 (25°C.); 1 /2.6 ml H,0 (100°C.)inso-

luble en &cido clorhfdrico concentrado.Su solucién acuo-
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s& 38 neutra pH 6.7-7.3). La suspensidén Dianquecina resul

tante la almaceno en un refcigerador a g"= 5°C.

G.= Prueba de Identificaciln.- La TB no posee
hasta el momento, una estructura determinada, debido a 1la
complejidad de sus componentes, por tal motivo se le iden-

tifica por medio de su actividad en la coagulacidn.

El método que utilizaré con el objeto de iden
tificar la actividad del producto obtenido es utilizado la
prueba del tiempo de protrombina, utilizaré plasma humano

oxalatado liofilizado obsequiado por-una firma comercial.

El proeedimiento que utilizaré, es el mencio
nado en "Pruebas de Actividad del Producto y Aplicaciones]

como Paso 3: Tiempo de Protrombina para la Coagulacién.

Los resultados que obtuve son en funcién del
tiempo en que se produce el coagulo. El tiempo 8ptimo de
coagulacibén de plasma humano oxalatado es de 122 0.4 seg.

Realicé seis pruebas con los siguientes re
sultados:

1.- 13,6 segundos

2.~ 11.4 segundos

3.- 12.3 segundos

4,- 12.6 segundos

5.- 11.8 segundos

6.- 11.7 segundos

¥ = 12.23 segundos -
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4,- CONCLUSIONES.- La tromboplastina que
obtuve en el laboratorio fué utilizado el proceso més
representativo, en cuanto que de un modo sencillo en su
desarrollo, permite obtener un producto de excelente ca
lidad, a la vez que d& oportunidad de aplicar comocimien
tos relativos a la Bioquimica. Esto Gltimo me permite ha
cer varias sugerencias referentes al inicio de una nueva
érea en el Lasboratorio de Quimica Experimental Aplicada.
Es imprescindible para inciar esta érea, el creer en la
capacidad e interes de cada alumno y en el criterio aca-
démico de cada uno de los profesores que componen\ dicbo
laboratorio. El1 profesor seré guis-alumno en cada uno de

los experimentos.

Es indudable la necesidad de una prepara
¢ién previa por parte de los profesores, en cuantoc & CO
nocimientos bédsicos sobre la Bioquimica, su desarrollo -
experimental y sus aplicaciones (itiles; es aquf donde ra
dica un serio problema, que es conocido por todos mnoso
tros: la apatia por ampliar REALMENTE nuestra cultura.

"Si la Ambicién no te dafia, careces de ella"

K. Horris.

Una vez obtenido este comocimiento, resul-
taré de 1o més sencillo destinar una seccidén aislada que
reuna las condiciones de pulcritud para un laboratorio -
dentro del cual se realizerfin, por ejemplo, fermentacion
es tanto aerobias como anserobias, as{, los controles (
ipﬂ, temperatvura, agitaciénm_ _ _ _ ) estarén en concordan
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« técnica u*ilizada y los fines especificos qus
e verziguen ( obtencibén de un alcohol, de una antibic -
tics, de &cido léctico, etc. ), de aqui es viable prose-
guir con la extraccibédn del producto final del medio de
fermentacidén. La muestra puede requerir de una precipi-
tacién por modificacién del pH, cambio de solvente, de
una cristalizacidén o hasta de una liofilizacién, de tal
forma, que simultaneamente otro alumno puede realizar la
sintesis quimica de ese mismo producto ( siempre que sea
posible ) y comparar resultados. Se pueden preparar deri
vados de ambos productos, tal que nuevamente, bajo minu-
cioso andlisis ( electroforesis, IR, UV, cromatograffas,
anflisis quimicos- - - -) se corrobore la pureza de 1la
materia obtenida y que finalmente se llegue a concluir -
algo que aumente el conocimiento térico-experimental del
"Alumno". Bsto Ultimo es, en mucho, identico & lo que ac
tualmente es el Laboratorio de Quimica Experimental, solo
que la sut{l diferencia es trabajar con la Bioquimica Yy
en mi concepto, esto es iniciar una nueva érea; aprender

un poco, aplicar lo conocido y obtener un gran resultado.
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