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E S T U D I O S O B R E 

T R O M B O P L A S T I N A 



I N T R o D u e e I o N 



L.a. inte ncH> c.. 'Ü !'eali. za¿- e~t•~ Tesis es bu~ 

car, con ella, el que se inic i en estudios exyerimental es 

en el campo de l a Bioquí mic a en el Laboratorio de Qui

mica Experimental aplicada, U.N.A. M. la cual no posee 

una ~ea experimental de Bioquímica. Por otro lado qui! 

ro hacer notar que al proponer iniciar una nueva ~rea r! 

sulta imprescindible demostrar que es posible, obtenien

do resultados experimentales 6ptimos 1 de tal forma que 

justifiquen la iniciaci6n de la nueva !rea y la presenta 

ci6n de este trabajo. 

En la Facultad de Qu!mica,U.N.A.M. existe 

. un Laboratorio en el que se imparte Bioquímica &rPerimeE 

tal, este Laboratorio pertenece cómo complemento, a las 

Materia Te6ricas de Bioquímica I y Bioqu1mica II, que se 

imparten a nivel Licenciatura, por otro lado tambien -

existe un Laboratorio en el que 41 alumno que cursa los 

dos Últimos semestres de la Carrera de Químico, se . le 

permite aplicar experimentalmente lo aprendido en forma.

te6rica, proporcionandole, con esto, la oportunidad de 

unir sus coüocimientos hacia un solo fin, la QUIMICA. 

Dentro de la Química existen muchas div! 

siones, como ejemplo de ellas tenemos al .An4.lisis, a la 

Química Org,nica, a la Bioquímica, a la Química Inorgá

nica, a la Fisicoqu!mica, etc. y si dentro de todas es

tas divisiones se encuentra la Bioquímica, es claro que 

ella debe participar en la !ormaci6n -qu!mica de un Qu! 
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mico, de tal forma que amplie su cul tura Acad&mica . 

¿ Por qu& pensar en la Bioqu!mica y no en 

la Fisicoqu!mica u otra Materia ?. Una razón la más P2 

derosa, es la necesidad de conocimientos amplios sobre -

la materia a nivel experimental; conocer de la Bioquími

ca todo eso que la hace interesante e importante partie~ 

do de sus fundamentos, hasta sus resultados o aportacioB 

es al conoci~iento de la Química , que ea una ; adem's de 

la posibilidad de experimentar con ella. 

El Laboratori o de Qu!mica Experimental pe! 

mite la aplicaci 6n, dentro de su idiosincracia, de muchos 

conceptos, principalmente los referentes a l a Qu1mica O~ 

g~nica y los an~lisis involucrados por ellos ; m's aún 

s i endo todo esto un campo amplio dentro de la Química a 

dolece del gran defecto de no ser eso, un Laboratorio 

Qu!mico; su c~po es restringido y he aquí el por que de 

la i mportancia de iniciar una nueva ~rea en este Labor! 

torio, la Bioquímica aplicada. 

No s olo es importante por el hecho de que 

los alumnos comprendan la Química, sino por la necesidad 

del país por la Ciencia Aplicada. 

El equipo necesario par~ ·· realizar experiea 

cias de Bioqu!ID ~ ca es especializado, hasta un cierto l! 
mite ya que . el equipo utilizado para otras Areas puede 

ser aplicado a Bioqu!mica con un poco de imaginación o~ 
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t eniendo l o que uno desea, por i~ que c ~uBidero que el 

equi po D.o es problema grave y que en todo esto , el verde. 

dero fact or lit1 t ante es \.a perspicacia ·-~uimic a e imagin;! 

ci6n constructiva de l alll::lno. 

El Laboratorio de Bioquími ca que actualmente 

existe contie~e en si l o fundamental para que el alumno -

adquiera lo b~sico. Este laboratorio con un poco m~s de 

dinami smo y decis ión procurarA en sus alumnos el interes 

suficiente para ampliar, aún m!s, su experiencia y que 

continue,por si solo, la busqueda de un cúmulo mayor de 

conocimientos. Mi concepto de un Profesor y de él int~ 

grado o un grupo de Laboratorio, es motivar el interes -

de sus alumnos por ser utiles asi mismos, al Laboratorio 

y a Mbico. 

Actualmente el conocimiento cient!fico no -

camina, corre y al profesionista le es necesario, el c2 

nocer nuevos cB.lllpos dentro de la Química, entendiendo 

por Química todo lo relacionado con ella. Mi ideal es p~ 

ner la espina que moleste a diario. 
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P A B T E T E O B I C A 



A.- G E N E R A L I D A D E S 

¿ Q u E E s L A e o A G u L A e I o N ? 

I N H I B I D O R E S -L A T R O M B O P L A S T I N A 



Una de las creencias populares , es que la 

sangre debe estar ex.puesta al aire para coagular (1); en 

en es~e t rabaj o ex.pondr& ex.pli citaaente e l por qu3 est e 

concepto , no es en toda su amplitud, cierto. 

La sa11gre por su coapoa1ci6n compleja po

see diversas funciones (2), de entre todas ellas una que 

es importante, es la coagulaci6n. A.qui desarroll.an loa 

temas m!s intima.mente relacionados con ella, 7 en parti

cular lo referente a la tromboplatina, como factor que 

participa en este !en6meno. 

La Tromboplastina recibe diferentes llOJD-

brea (3) : 

K) Tromboquinasa 

D) Citozima 

E) Tromboplastina Tisular ., 
L) Tejido Tromboplastina · ! ,~' ' 

C) Sustancia Zimopllstica 

P) Troabal 

K) Trombos top 

A) Factor III 

En el texto la referiH como Tromboplastina (TB), o Troa-

boquinaaa (TQ). 

¿ Que importancia tiene para los maaiteroa 

la coagulaci6n normal de la sangre?, simplemente tiene 

la !unci6n de conservar la vida, previniendo la p&rdidade 

este fluido que ocupa aproximad&tlente del 5 al 7% del pe-
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s o de1 cuerpo (1) , o d i cn de ot r a f r om .... , 2 a . J.1.tn;s 

por me t r o cuadrado (2 ) . 

P•~a e l fenómeno de coagulaci~n é ó h n 

propuesto dive r soa mecanismos, u.no senc i llo , es el d~ 

la Fig. No.1 

Factores Antihem&filicos Protrombina 
(Globulinas componentes del plasma.) (En el pl as 

TROMBOPLÁSTINOGENO~~~~---;•Tromboplastina ma sintet! 
(Globulina Componente l za:o en el 
del Plae~a) ado) 

Tromboplastinogenasa 
(Liberada por tejidos ca2+ 
y plaquetas lesionadas) ~ 

Fibr6geno~I::ombina 
(En el _plasma) ~:rhia 

Fig. 1 Pasos seguidos en la
coagulaci6n sanguinea 

(Cotgulo) 

¿ Cual es la causa del paso final, es de

cir, la transformaci6n del fibrin&geno al estado de Gel 

o fibrina para formar un coAgulo?, la respuesta estA ea 

la intervenci6n de una enzima especifica, la trombina o 

Trombasa que actda sobre el fibrin6geno catalizando su co~ 

versi6n al estado Gel. La Trombina ·se encuentra en las~ 

gre en forlll8 inactiva como Protrombina o Protrombasa. Esta 

a su vez se forma en el h!gado requiriendo la presencia de 

vitamina K. ¿como se convierte a Trombina?; son necesarios 

dos !actores: primero, iones calcio, normalmente presen

tes en el torrente sanguineo y segundo, una lipoproteinna 

la TB. Esta dltima, estA en la sailgre en estado inactivo 

como uno de los componentes globul!nicos normales del pla~ 

ma llamado Tromboplastin6geno 1 el cual pasa al estado activo 
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o TB en preQl;dcia de ciertas globulinas componentes del 

plasma, ( Factores AntihemofÍlicos ) liberadas de teji

dos lesionados y plaquetas desintegradas, la Trombopla! 

tinogenasa. Por consiguiente la liberación del Trombo -

plastinógeno inicia una serie de reacciones que al fiJl! 

lizar constituir!n el cobgulo sanguineo. Este permanece 

en forma de -costra hasta que el tejido ha sido reparado 

(1). 

Obviamente ~ste camino rumbo a la fibrina, 

est4 muy simplificado; cabe preguntar¿ Como y .que suc!. 

de en cada paso de la coagulaci6n sanguinea, como es 1~ 

hibida y en que forma interviene la TQ. 

El ejemplo m4s importante de inhibici6ri es 

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

w::~=~-<·~·~L~. 
o 1 1 

CH3 CH, 

Esta vitamina suministra el grupo prost&t! 

co K a una apoenzima (AE) para formar la hOloenzima (A! 

K) involucrada en la producción de cuatro factores de la 

coagulac16n; Protrombina, Factor VII, Factor IX 7 Factor 

X. En ausencia de vitamina K, decrece primero el Factor 

VlI y de manera muy drAstica; seguido por una disminu -

ci6n en el nivel de protrombina. Exi"ste una relaci6n e~ 

tre el decremento del Factor VII y la protrombina. La di~ 

minuci6n de los Factores IX y X en relaci6n a la caida 

del Factor VII no ha sido perfectamente estudiado. 
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Ciertos compue stos como lo es ·~ 3. droga 31! 

hidroxicu~arina ( Dicumarol ) 

actuan como antimetabolitos o Antagonista s de la vita.mi-

na K. 

La relaci6n existente entre el Dicumarol 

y la vitamina K son m!s claros en el siguiente esquema: 

•coir TA)------•<•LMAC!NADO) 

' ! 1 
Al HIGAOO--.AER+O IO+K 

di\(ALMAC!NA00)-0!iNACTiVADO 0 
UCR!TADOl 

PltOfltOMli NO'ca: NO 

f C O X ACTOO Yll P1tOJ.O ... iN.A 

El compuesto de Cumarina (D) reemplaza a 

la vitamina K de acuerdo a la ley de acc16n de masas. 

El reemplazamiento de la vitamina K ( K ) 

por su antagonista ( D ) en el sistema de la enzima redu 

ce su actividad sint&tica obteni&ndose un detecto en la 

producci6n del Factor VII y de la Protrombina. 

Lo expuesto en la figura anterior es la 

reacci6n más probable. 

Otro compuesto que actúa como inhibidor de 

la coagulaci6n de la sangre, (31) (3?) es la histona del 

timo; se ha encontrado que la globina pose6 actividad ~ 
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ticuagul.ante m VIVO, (33). Actuu co.O uticoagulute• 

Di VITRO loa siguientes agente• qu!aico• (36) t 

C') Acido Bicotinico . 

J) Piriclina 

A') llicotiDa 

O) Prontocil 

ll' Bubiasol 

Jl) Di&sll 

W) Sultatiasol 

G) Oibasol 

B? JliTUOl 

&) .lcridiu 

1-> Aciclo Succinico 

D) Seconal 

11 1'eabutal 

.l) Pentotal 

Jt) Tripafloreno. 
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B.- KECilISllO DB COAGULlCIOll 
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MECANISMOS DE COAGULACION.- Con el objeto 

de entender mejor el o los mecard.smos de coagulaci6n de 

la sangre, "EL COMITE INTERNACIONAL DE NOMENCLATURA. PA

RA LA COAGULACION DE LA SANGRE", tormado por el "CONGR! 

SO INTERNACIONAL DE HEMATOLOGI.A", ha propuesto una nomea 

clatura (4). 

El sistema adoptado por el Comit& InterJI! 

cional, utiliza n&neros romanos para designar los fact~ 

res que luego describir~. 

Con el objeto de proporcionar una mayor f! 

cilidad en la interpretaci6n de estos factores a los pr! 

meros cuatro, se les dau los nombres que han sido utili

zados por muchos años; el resto poseen tanto número como 

nombre para su identificaci6n. 

A continuaci6n los factores con su sin6ni-

mo mis empleado: 

FACTOR I - Fibrin6geno (4). (6). 

FACTOR II - Protrombina (4). (6). 

FACTOR III - Trmmboplastina (4). (6). 

FACTOR IV - Calcio (4). (6). 

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

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

FACTOR VII - Proconvortina (5).Acelerador 
de la conversi6n de la protro~ 
bina del suero (spca).Factor 
estable (4). 

FACTOR VIII - Factor antihemofilico (4). Gl2 
bulina antihemofilica (5). 
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FACTOR IX - Factor de Christmas , componente 
de l plasma tromboplastina (ptc) 
(4). 

FACTOR X - Fa.ctor de $tuart., Factor de Stuart 
Fower (4). 

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

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

FACTOR XIII- Factor estabilizasor de !ibrina 
(4). 

Pro!ibrinolisina 

Fibrinolisina 

Plasmin6g•rno 

Plasmina 

Los mecanismos los expondr& del mAs sen

cillo al mAs complejo, adn el mecanismo m!s ao!isticado 

puede sintetizarse en la Fig. No. 1, 7A mencionada. 

Los mecanismos que tratar& son: 

a) Teoria cl!sica, (?) (22) 

b) Coagulaci6n sanguinia de 4 pasos 
(2). 

e) Concepto b!sieo de coagulaci6n (4) 

i) camino esterno 
11) camino interno 

d) Esquema hipot&tico de coagulaci6n, 
tres pasos (4). 

e) Sistema intr!nseco 7 sistema extr:!n 
seco del proceso de coagulaci6n (2~) 

!) Sistema de cascada.(37). 
1 

a) La teoria cldsica (22) de la coagulac16n 

de la sangre postula dos fases (?): 
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PRIMF..RA FASE 

SEGUNDA FASE 

Ca++TQ 
Protrombina Trombina 

Tro:mbina 
F5.bri'.n6geno )lFihrio.a.. 

El factor que junto con el ión calcio, es 

responsable de la activación de la protrombina a trombina 

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

La TB, se encuentra en muchos tejidos an! 

aales (8) de donde es extraida para producir coagulac16n 

extravascular. Su presencia en las frágiles plaquetas de 

la s&.Dgre, es probablemente la ca~sa de coagulaci6n in

travascular, además de contener una fracci6n en extre

moactiva de la ce!alina (15), la cual es considerada t8.! 

bien, como agente tromboplástico (34). 

Una consideración del efecto tromboplAst! 

co, está puntualizado por un número de !actores que de~ 

de hace tiempo se conocen parcialmente; extractos alco

hólicos o et~reos de c~lulas contienen un factor termo

estable, llamandosele a este substancia z1moplást1ca ( 

Descubierta por Schmidt (9) ) 7 cuya !unción es ser act! 

vador de la coagulaci6n. La substancia responsable de e~ 

te efecto es un fos!!tido (10,11,12, 7 13), el cual pe! 

tenace al grupo de las ce!alinas (14). 

Es facil corroborar que esta teor!a no pr~ 

fundiza sobre el mecanismo de coagulaci6n. 
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b) Coagulaci6:c saD.gUinea de. cuatro pasos. 

El siguiente mecanismo, es considerado uno de los que 

mejor detallan la coagulaci6n de la sangre, as!, cualldo 

la sangre emana de UD& vena o arteria (2) y es colocada 

dentro de un recipiente, Asta coagula por completo en 

menos de 10 minutos. Este !en6meno aparentemente m~ si! 

ple es el resultado de una serie de reacciones complejas 

La reacci6n blsica responsable de la coa

gulaci6n de la sangre, es la conversi6n de la proteina 

soluble en el plasma,el !ibrin6geno, en un polímero 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 fen6meno de la coagulaci6n de la sangre, envuelve un 

número indeterminado de reacciones y de factores "apa -

rentemente" iniciados por algun factor liberado durante 

la lesi6n de un tejido y que ~ato provoque hemorragia. 

Practicamente el mecanismo de coagulaci6:c 

puede ser dividido en cuatro pasos (16) (Fig. No.2)~ La 

trombina es el factor clave ya que no solo "inicia" la 

conversi6~ del !ibrin6geno en fibrina, sino que tambi&n 

se vé envuelto en el inicio de la activaci6~ autocatAl! 

tica de la reacci6n. 
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!'ACTOR 0E CONTACTO 

¡ ------1 
1 PACTO~ 0(7 CNTACT 
I (AC TIYA O 01 
1 ff'l.lQU[TAS 

! . J 
~ UUTltOCtTIN 

:L--------1 
1 
1 
1 

l_.., ___ _...;::"':''7- ----,"' - - - -~ - - - -- _l!lltctM iNA 
lCCIOfl CATAllTICA 

Para discutir este tipo de mecanismo, Pª! 

tir& del cuarto paso, al pri&:1.ero para mayor claridad. 

PASO 4.- Conversión áe !ibrin6geno a fi-

brina por efect~ de la trombina. 

Lii. trombina es una enzima proteol!tica que 

rompe dos fibrinop~ptidos. La mol,cula polimeriza~ 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 acci6n de la trom-

bina es el fibrin6geno. 

PASO 3.- Activaci6n de la Protrombina a 

Trombina. 

Cuando una TB potente es adicionada a plasma 

humano normal recalcificado, el tiempo de coagulaci6n •! 

ta en 
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!unci6n del nivel de protrombina libr e y a~ ~iva pre sen

te en el plasma normal . 

El protrombin6geno es el pr ecursor de pr~ 

trombina activa. 

En adici6n a la TB, se requieren otros a

gentes para la conversi6n de la protrombina a trombina~ 

Tres de los !actores claramente definidos son el factor 

V, factor VII y factor X. 

PASO 2.- Generaci6n de Tromboplastina.

La sangre que circula dentro de un organizmo "NO"posee 

!B. Los agentes se encuentran presentes y en cuanto se 

combinan generan la TQ IliTBINSECi; estos son !oa!ol!pi

dos proporcionados por las plaquetas y los !actores VII 

7 IX. 

La secuencia exacta de reacciones no es 

conocida, pero lo que si es claro es que proceden len

tuente. 

Existe la evidencia mediante trabajos ex

permientales (18), de que participan dos !actores de cg 

agulaci6a ( poco caracterizados ), XI y XII, en la act! 

vac16n del Factor IX, el cual circula con la sangre en 

forma activa. 

PASO 1.- Activaci6n del Factor Plaquetal~ 

i.s plaquetas no contienen u.ná cantidad significativa 
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de TB, preformada. AdL;io;1ando un extracto de plaque1;as 

a plasma, el cual no ha sido previamente puesto en con

tacto con una superficie, como lo sería el vidr io, no se 

observará un consW!lo medible de p~otrombina. Si se agre

ga una pequeña cantidad de trombina junto con las plaqu~ 

tas, se obtienen buenos resultados en cuanto a consumo 

de protrombina. Por lo mismo, si el plasma es expuesto a 

una superficie de vidrio previo a la adición de plaque

tas (19), buena parte de la generación de TB es afectada, 

mostrandose como consumo de protromoina. ~sto indica que 

las plaquetas, en cuanto entran a las reacciones de coa

gulación, son activadas por un factor plasma, el cual 

requiere activación de trombina. Ya que este ~s activado 

por contacto con una superficie de vidrio, se le ha des

ignado "FACTOR CONTACTO". 

Una disminución da los principales factores 

de la coagulación redunda en una inadecuada producción de 

trombina. 

La fibrina puede ser considerada como mate

rial estructural temporal, que funciona en ocasiones como 

mecanis~o escalonado. Una enzima especifica, la plasmina 

(Fibrinolisina), disuelve rapidamente a la fibrina. Esta 

enzima circula en la sangre en forma de plasminógeno (pr2 

!ibrinolisina). Factores (4). 

El mecanismo anterior propone la secuencia 
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de las reacciones, m!s no mencion3 los detalles ~ e¡ qu& 

sucede de un precursor a su producto; 7 de este producto, 

ahora como precursor, a su respectivo producto y asi su~ 
, 

secuentemente hasta el coagulo. 

e) Concepto B&sico de Coagulaci6n.- El si

guiente mecanismo (4), nos menciona dos conceptos adn P2 

co discutidos; el camino externo 7 el camino interno de 

coagulaci6n. Este 6ltimo camino justifica la idea establ~ 

cida al inicio de esta Tesis. 

El concepto b&sico de coagulaci6n de la 

Fig. No. 3, muestra la "actividad trombopllstica" nece

saria para la conversión de protrombina a trombina que 

puede ser iniciada, tanto en el camino interno, como ell 

el camino interno. Bajo la acci6n proteol!tica de .la -

trombina el tibrin6geno es convertido a tibrina. 

Independientemente cada camino sigue u.na 

secuencia propia de reacciones: 

i) .camino externo.- cuando ha~ un daño 
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celular d! por resultado la aparici6n del tejido TB.(Fa~ 

tor III), y en la prese~ia de los Factores VII, X y V 

7 calcio ionizado, "La actividad trombopl,stica• es pr.!!_ 

ducida cuando es convertida la protrombina en trombilia. 

El Factor VII (Ver figura No.4) •• esencial para la act! 

vaci6n del tejido tromboplastina. Los Factores X 7 V son 

aceleradores de la conversi6n de protrombina. 

11) Camino Interno.- En el camino interno 

·(Fig. No. 5), cuando un cambio en el medio ambiente de la 

sangre causa alteraci6n en las plaquetas, 7 una agregac16n 

(conglomerado) resulta de la 11veraci6n de un !os!ol!pido 

o !actor plaquetal 3, el cual interactua con los Factores 

XII, XI, VIII, X y V, para producir una ".Actividad Trombg, 

pl&stica• conocida tambien como •p1aSJ1a Tromboplaatin.a". 

El plasma TB, convierte protrombina en trombina 1 la se

cuencia continúa hasta la fibrina. 
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En este punto surge una pregunta interesaa 

te: ¿ Como interactuan ambos caminos ? veamos la Fig.No. 

6. 

Una lesi6n a nivel celular y la liberaci6n 

del tejido tro~boplastina, inician la coagulaci6n en el 

ca:nino externo. El tejido TB interacciona con los Facto

res VII, X y V para producir actividad tromboplAstica , 

convirtiendo protrombina en trombina y la subsecuente fo~ 

maci6n del co!gulo sanguíneo, el cual tiene la propiedad 

de frenar el sangrado, aunque sea en forma temporal. 

- 23 -



La acci6n autocataJ.!+,ica de .la troabina &! 

tera a las plaquetas del caai.De interno para producir 

plasma tromboplaatina 7 obteur al .t~, u oo&gulo 4e 

sangre. 

Una funci6n adicional que posee la troabi.aa, 

es la polimerizaci6n de la fibrina a trav's de su acci6A 

proteol!tica sobre el factor XIII, produciendo al final, 

un colgulo estable de fibrina. 

Utilizando un esquema "Hipot&tico" de la CO! 

gulaci6n de la sangre, podemos dividirla en tres etapas 

o secciones de actividad de sus !actores (9) 9 por tanto: 

Etapa I : (Generaci6n de la actividad trombg 
plA.stica). 

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 trombopl6.stica necesaria para 

convertir a la protrombina en trombina 9 es producida en 

esta etapa, através de camino externo o de. Ca:Aino in~e!: 

no. 

Etapa II 

TB (En plasma o en tejido). 
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Factor I I 

Factor V 

Factor VII 

Factor X 

Factor IV 

Trom.bina 

El plasma TB (o TB tisular mls el factor VII) 

producido en la primera etapa en presencia de los factores 

del plasma V y X, convierte a la protrombina a una enzima 

activa, trombina. 

Etapa III 

Trom.bina 

Factor I Coágulo de fibrina 

Coágulo de fibrina 

Factor XIII 
CoAgulo estable de fibrina 

Factor IV 

La trombina convierte al !ibrin6geno en !i -

brina y un co!gulo de fibrina es formado cuando este es 

estabilizado en presencia del Factor XIII. 

El mecanismo anterior, posee intoroaci6n que 

nos permite conocer como sucede la coagulaci6n, con m!s 

detalle; m!s a pesar de esto, el mecanismo no es completo, 

ya que no proporciona detalles de como se llega a !ormar 

un cofgulo. 

e) Sistema intr!nseco y _sitema extrínseco 

del proceso de coagulaci6n (28).- El siguiente mecanis-
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mo divide al proceso de coagulaci6n en tres etapa• bl.a! 

cas y una cuarta, llamada de Lisis. Conjuntamente laa 

cuatro etapas se eatl.A e!ectuando continuaaente, en caa

tidades aiBiaas, en el torrente sangu!neo de una persona 

normal. 

La presencia de plaaaina libre en cantidad 

mayor que "Trazas", es anormal. 

Este mecanismo muestra claramente, "Donde" 

actuan loa diversos extractos de TB que producirln coa

gulaci6n extravascular. (Fig, No. 7). 
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SITEMA Il'i'l'RINSECO Y SISTEMA EXTRINSECO DE LA COAGULACION 

Factor VIII 

Factor IX 

Factor .1 
Calcio•: Tñi•boplaat.i 

, 

Factor Y Plaamltica 
Factor n 

Factor llI 
Etapa 110.l 

PF3 (3 - .5 llinutoa) 

Troaboplaatina Plasmática 
Calcio++ ' 

Tromboplastina Tisular 
Calcio++ 

Protrombina ~ Trombina Protrombina - Trombina 
Factor V 1 I - Factor V, VII 1 X 

Etapa 110.2 Etapa Ro.2 
(8-1.5 segundos) (12-1.5 segundos) 

Trombina Factor llII 
P'ibrin6geno ~ Fibirna +tFibrina Establiaada 

Calcio 

Etapa 110.3 
(menos de un segundo) 

!ieapo Total: 

Fibrina : LÍaie 
Plaamina 

(J'ibriaolbiaa) 

:&tapa lo.4 

MinillO 24 eegundoa 
Marlao 36 eegundoa 
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!) Sistema de Cascada.- Uno de los hecho• 

111.As notorios descubiertos recientemente, es el de que 

la coagulaci6n se realiza por una cadena de activaciones 

de proe.uzimas a enzimas, propagada coa e!ecto a:mpli!ic~ 

te. Este ten6meno que sucede en !orma de cascada recibe 

el nombre de ªCascada Enzimática"; esta especial denom! 

naci6n queda clara en la Fig. No.a: 

SU~lltFiclr p[ CO"TACTO 

111 ! . 111• !'\. . 
11 ! o r FAC ,i. ~UlU 

11 ::·Cd!L. • i¡· tytl LI ~ 
TliOMIUIA ti 

1 - lJl• 

l+-• + FOSFodl'io s~· 
llPll'OflltOMtlNA--'--+lle TROMIÍNA---+~LAQUl TAS 

lf Íl • iMÓGf NO-t-.. fÍ9"1NA 

+ 

Cuando el evento principia dentro de los 

vasos por la aetivaci6n de la proenzillla XII, y termina 

en la !ormaci6n del co,gulo recibe el nombre ya mencio

nado con anterioridad, de Sistema Intrinseco y cuando se 

inicia en los tejidos a partir de los Factores VII y Ti

sular se denomina Sistema Extrinseco. 

El Sistema Intrínseco se inicia con la ª!:t 

tivaci6n del Factor XII por una super!icie extraña,(pa

rece que tambien se puede iniciar por la presencia . de 

ciertos ~cidos grasos) llamada "Superficie de Contacto•. 

El factor XIIa activa al XI originando el 

XIa. Es pos'ible acelerar este proceso por e!ectos de 1.

cidos grasos de cadena larga. Enseguida el Factor XIa 
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activa al IX produciendo el IXa, fenómeno que puede ser 

inhibido por l a Heparina, El Factor IXa activa al VIII y 

t ambien puede ser i nhibido por la Heparina as! como a 

la reacci6n trombina-!ibrin6geno. Fara la aetivaci6n del 

Factor IX se requiere Calcio++ y este mismo, !os!ol!pidos 

y trombina a baja diluci6n para el VIII, y el VIIIa acti

va al X en presencia de Calcio. El Factor Xa con el V , 

en presencia de calcio y !os!ol!pidos convierte la pro

trombina en trombina 1 &ata al fibrin6geno en fibrina por 

la divisi6n del prillero en mon6meros de fibrina y !ibrino 

-plptidos con plimerizaci6n posteri~r 1 estabilizaci6n. !! 
nal. Todos los !actores de coagulaei6n se localizan en 

el plasma y los !os!ol!pidos en las plaquetas. 

En el sistema extrínseco, al destruirse las 

ellulas liberan los Factores Tisular y VII, los que junto 

con el Factor V y fos!ol!pidos activan el Factor Xa para 

transformar la protrombina en trombina y esta al fibrin6-

geno para dar la fibrina como final de las reacciones del 

Sistema Extrínseco ( Fig. No.9). 

TlORIA ACTUAL De: COAGULACiÓM 

sisTlMA [IT•ÍNSICO SiSJENA iNHU,NSl!CO 

Si STEMA UTRAlio 
TE..iioo DAAAOO DE CONTACTO 

FACTOA TiSULAR + 'lfl,l1Y FACTORES llV~ll,Vll~~V ..... l ..... ,.~ .. 
'OUOLIÍ>iOOS-+ --.S05'0L{l'iDOS 

,.or•OM•iNA 

! 
r .. o ... eiNA'f'lfi11tiNÓG!NO--+IÍl1ti• 
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En los 11 l tim0e años se ha amp lb.do e ~ co

nocimient o de los procesos de coaviiaci6n , s obre todo en 

lo que se refiere al papel desempeñado por l a s plaquetas . 

Estas se adhi eren al vaso l es i onado debido al conta~to 

con las fibras colágenas ; casi simultaneamente se agregall 

otras para finalmente consolidarse en un tap6n dentro del 

cual se encuentran algunos eritrocitos, leucocitos y es

casos filamentos de !ibri·na, el proceso se llama funci6n 

hemost,tica de las plaquetas 7 necesita en sus etapas de 

agregac16n y consolidaci6n de una fuente potente de ene! 

g{a sumiJlistrada por el ATP; utilizado como ADP. 

L•s plaquetas suministran !osfol{pidos 

&stos junto con UD& proteina, forman el complejo denomi

nado Factor Plaquetario, de !unci6n trombopl!stica,(3?). 
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C. - llETODOS DR ilSL!lilENTO Y PUlllPIC.A.CIOB 

DEL PRODUCTO 



Métodos de Aislamiento y Purificaci6n.-

En la discusi6n de los m&todos de extracc1Ónt la diticul 

tad del pr oceso no se afectar! por la fuente de materia 

primat (cerebro o pulmón de conejot bueyt caballo o hu

mano) sino por el tipo de reactivos (costo y dificul tad 

de conseguirlos )t equipo y tiempo efectivo de trabajo -

laboratorio ~ adem!s de l a efecti vi dad en cuanto a l a a~ 

tividad del producto. 

Llegar& en cada m~todo, hasta el punto 6~ 

timo en que el producto está listo para su aplicación. 

Los m~todos que tratar& son: 

1.1.- Preparaci6n del reactivo tromboplastina 
obtenido de cerebro de conejo. · 

1.2.- M&todo de Bell-Alton 

1.3.- Hemost!tico extraido de cerebro de buey 
según el m&todo de HesstA.F. 

1.4.- Obtenci6n de tromboplastina segWi Cronin, 
J.J. 

1.5.- Extracto salino de cerebro humano 

1.6.- Preparación de tromboplastina de Ortho 
Pharmaceutical Corp. 

1.7.- Tromboplastina a partir de pulmón de c2 
nejo. 

1.8.- Ais lamiento de proteina tromboplastina 
de pulmón de becerro. 

1~1.- Preparación del reactivo trombopla~ 

tina, obtenido de cerebro de conejo.-

Para este m&todo se utiliza un Cerebro de 
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Conejo ".'ec i ·! n sacrificado ; se limpia ó.e las porciones V! 

sibles de sangre, se t ritura en un mortero ~on 20 llU de 

acetona y 0.1 ml. de citrato de sodio 0.2M., para r emover 

trazas de calcio. Se muele vigorosamente hasta que el m! 

terial se suavice, una vez logrado esto se tira la aceto 

na s obrenadant e y se r eemplaza por una nueva porci6n de 

20 ml . de acetona y se vuelve a triturar . Este proceso 

se repite hasta que el material es de !orma granular y no 

adhesiva. Filtar por succi6n y secar a 3? grados C. por 

30 minutos . 

Mezclar 200 mg del producto en una soluci6n 

0.85% de cloruro de sodio, incubar a 50 grados c. por 20 

minutos. Mezclar ocasionalmente. Colocar la emulsi6n en 

un recipiente con agua a 3? grados c. y permitir que se

dimente de tal forma, que la soluci6n pase libremente a 

travAs de una pipeta, (2). 

1.2.- Método de Bell- Alton.-

Extraer con 20 m1 de cloroformo 1 gramo del 

cerebro de conejo que ha sido tratado con acetona. Filtrar. 

Separar el cloroformo del producto por evaporaci6n al va

cío y suspender el extracto en 10 ml de una soluci6n sa-

lina al 0.85%, (2). 

Bell y Alton recomiendan 

a) Bavar · dos ocasiones con acetona un gramo 
de extracto del cerebro de conejo (obten
ci6n con acetonaQ. 

b) Secar 
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c) Suspender el secado e~ aproxillladaaente 
50 m.l de cloro.tono a temperatura aa
biente. Agitar. 

d) Evaporar a 3? grados eentigrados. 

e) Homogenisar ecp50 111. d~ una soluci6u sa
lina al 0.85". 

t) Congelar ( el producto no pierde su act! 
vidad si es descongelado 1 vu~lto a con
gelar repetidas ocasiones). 

1.3.- HemostAtico Extraido de cerebro de 

buey, se~ m&todo de Hess, A.F •• -

La preparaci6n de TB, comunmente utilizada 

es la obtenida de ntejido uterino" humano, y a6n m!s, 1'!. 

cientemente del "hÍgado-" de mamíferos o del cerebro del 

buey. El tejido que se utilizarA se obtiene lo más .tres-

co del rastro, se lava bien, se coloca en una licuadora, 

se extrae con soluci6n salina y se filtra. En este tipo 

de preparaciones se debe obserVar todo tipo de normas h! 

gienicas- asepsia total. 

El extracto que posee una fina suapensi6n 

de tejido en adici6n al 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 preparaci6n 

es que rapidamente se autolisa, con la formaci6n de sus

tancias anti-tr6mbicas, lo que no hace inerte a la pre -

paraci6n, pero si reduce su actividad (23), (32). 

- 34 -



1 .4.- Obteuci 5n de Tromboplas tina seg~ Gr~ 

nin, J .J •• -

En el sigui ente m&todo de obtenci6n Cronin, 

J.J., (24), (3) hace referencia al m&todo de Hess, A.F. 

(23) con la ventaja de que el primero aporta datos m4s 

claros al m&todo del segundo. 

CRONIN refiere: El Dr. Hesa describe asi la 

obtenci6n de TB. Los cerebros de buey son obtenidos del 

rastro poco despues de sacrificado el animal; se le qui

tan las membranas que lo cubren, se lr.va con agua corrie~ 

te y se pesa; se coloca en una licuadora la cual posea g! 

ro en ambos sentidos, se acciona y se hace el cambio de 

direcci6n en tres ocasiones con una cantidad igual de una 
eoluci6n salina normal. La soluci6n se guarda 42 horas en 

refrigerador y se pasa cuando menos dos veces a trav&s de 

una prensa de queso. Este extracto que posee una fina SU.!, 

pensi6n de tejido en adici6n al jugo de &ste tejido, es 

dilu!do con la mitad de su cantidad con soluci6n salina • 

El tricresol (mezcla de los is6meros orto, meta y para , 

en la cual el is6mero meta predomina (!I) ) es entonces 

añadido en la proporci6n adecuada tal que la preparaci6n 

final tenga o.3~del tricresol. 

Se ha encontrado que ·el producto !in.al est¡ 

completamente est&ril, libre de microbios, aerobios y an~ 

erobios. 
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El producto manti ene su poder hemost4tico 

por muchos meses. 

1.5.- Extrac to salino de Cerebro Humano.-

Una ve z obtenido el cerebro humano, se l e 

quita la sangre que l o cubre (26) y se separan las meni~ 

ges . El t ejido se lava suavemente con agua y es emulsif! 

cado con un homogenizador por 60 segundos con un litro y 

medio de soluci6n salina al 0.85%, pl'$viamente calenta-

da a 45 grados. La emulsi6n es centri!ugada durante 15 

minutos a 500Xg; el sedimento es descartado. Una pequeña 

cantidad del sobrenadante es diluido 1:2, 1:4 y 1:8 con 

soluci6.n 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 protrombina de 

una paso con plasma normal. El sobrenadante restante se 

diluye con solución salina al 0.85% ( ajustando el pi 

al 7.0 adicionando gotas de NaOH 0.5N, si es necesario 

de tal forma que esto es equivalente y que proporcionar! 

el menor tiempo ( 12 a 15 segundos) para la prueba arri

ba mencio:il<i.da. 

Finalmente se agrega un volumen de la so

lución reguladora de Oweren i gual a un d6cimo del volu

men total del ext racto. Esta solución se prepara de la 

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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fic• agr~gRAdo aproximad~e~te 430 aú ~As basta ~t~ener 

u. pH lgulll a ?.3 Se ~.g.r.-eg<1. agua has ta un volÚJle:n dt'I 

dos l i tros . La solu~i6n re~ultante debe t e..ie r un ~R igual 

a ?. 35 El extr acto se guarda en var ios recipiente s y e s 

a l macenado a ~20 grados. 

Este extracto proporciona (27) valores con

sistentes d!a a d!a; no variando el valor medio en UJl la~ 

so mayor de Ull segundo. 

. ' 
1.6.- Preparaci6n de Tromboplasti•~ de Ortho 

Pharmaceutical Corporatioa.-

Sesenta y seis gramos de cerebro de conejo 

congelado, (20), son homogenizados a 5 grados centigra

dos por un minuto en presencia de 7600 m1 de una solu -

ci6n acuosa conteniendo por litro, 150 m1 de una solu -

ci6n alcoh6lica preparada por adici6n de ?.5 m1 de met~

nol, 15 gr de glicina, 4.8 m1 de una soluci6n acuosa de 

'cido ac&tico 1M. adicionada a 142.5 m1 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. El liquido sobrenadante es filtrado, se dializa con 

agua destilada a 5 grados centigrados, el material que 

pase a trav~s de la membrana es lio!i~ izado. Se obtienen 

740-760 gramos de TB s6lida. La actividad Trombopl~stica 

se mide según modificaci6n hecha al m~todo de Shapiro y 

Vleiner, (20). 
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un tub) d3 ·:nsayo z:~dic ... on11.ndo 2j .mg de ... . jJ. ;_ :;- _ i : ·~· ; .i-

1.ado a 5 m1 de una so Luci6n acuosa de hi.,¡ ..... ;::- üo ~.e e .... dio 

al 0.85% me zc l anuo por ~ oversi6n del tubo de ensayo bas

ta obtener una mezcl~ Wliforme; se coloc~ 1a mezcla en 

un recipiente con agua a 46-50 grados centigrados por 

20 minutos, centri.rugar, enfriar el sobrenadante hasta 

temperatura ambiente, agregar 0.1 ml de una soluci6n de 

cloruro de sodio 0.25M a 4 ml de la suspensi6n, mezclar, 

centrifugar. El sobren.a.dante (pocoturbio) se encuentra 

listo para realizar pruebas de actividad. 

1.7.- Tromboplastina a partir de Pulm6n 

de Conejo.-

Diez gramos de pulm6n de conejo (20) con

gelado son colocados en 20 ml de una soluci6n acuosa que 

contenga 160 ml por litro de una mezcla de alcohole& (5 

ml de metanol en 95 ml de etanol al 95%.) Se prepara una 

soluci6n la cual posea 56 gramos de glicina, 3.12 ml de 

una soluci6n de glicinato de sodio ( 4.5 gramos de glic! 

na y 2 gramos de hidroxido de sodio en 100 ml de agua ), 

4 m.l de fosfato bisódico 0.5M y 2.76 m.l de fosfato mono

s6dico o.5M.;La preparaci6n anterior es homogenizáda 30 

segundos a 5 grados centígrados, una ~ez logrado esto se 

le adicionen los 20 ml de soluci6n acuosa ya preparada • 

Se agita 90 minutos a 5 grados centigrados y se centrif~ 

ga a -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 trav~g de la ~embrana) 

es cap~z de coagular plasma oxalado de conejo por nuestra 

modificaci6n a l a prueba de Shapiro-Weiner. ( tiempo de 

protrombina) (21). 

El dializado se liofiliza obteni~ndose TB 

activa s6lida. 

Se prepara una suspensi6n de TE-calcio en un 

tubo de ensayo, adicionando 30 mg del sólido liofilizado 

a 5 ml de cloruro de sodio acuoso al,85% se hace la mez

cla invirtiendo el tubo 3 6 4 ocasiones, hasta obtener 

una mezcala uniforme, se coloca la suspensión en un re

cipiente con agua a 46-50 grados centigrados por 20 minu

tos, se centrifuga, ·se en!ria el sobrenadante a tempera

tura ambiente. Se agrega 0.1 ml de cloruro de calcio acu~ 

so 0.25M a 4 ml de la suspensión. Se mezcla como y! se 

describió y se centrifuga de nuevo. 0.2 ml del sobrenadaB 

te ( poco turbio ) esta listo para la prueba de coagula

ci6n. 

La solución acuosa utilizada es una soluci6n 

reguladora con un rango de pH 5 a 8,( materia que pasa a 

trav&.s de la membrana). Es necesario que como parte acti

va de la solución reguladora, en una cantidad de 0.01 a 

6.0"~ en peso. de. la soluci6n extraC.tora, este presente una 
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sal de un metal alcalino de ba jo peso molecular de ·m 

amino!cido, y de pre ferencia que este(os) aminoácido (s) 

no contengan, en su estructura, m~s de nueve áto:110 .::i de 

carbono tal como alanina• prolina, glicina o 3erioa. La 

cantidad preferida ea de 1 a 2% en peso. 

1.8.- aislamiento de Proteína Trombopl!e

tica de Pulmón de Becerro. 

En un experimento típico se macera~ 1860 

gramos de pulmoaes de un becerro (o buey) recien muetto 

y extraidos en un refrigerador o en-un cuarto trio con 

3 litros de soluci6n salina fisiol6gica durante 12 horas. 

El material se filtra a trav&s de una bolsa de lienzo o 

manta, se obtiene 1950 e.e. de una soluci6n turbia la a 

dici6n de una soluci6n saturada de sulfato de amonio , 

( 100~ de la saturaci6n ) resulta en la formaci6n de un 

precipitado, el cual despues de enfriado se centrifuga y 

posteriormente es descartado. El sobrenadante se lleva 

a una saturación del 30% con sulfato de amonio y la mez

cla se mantiene fria toda la noche. El precipitado resu1 

tante, se separa del sobrenadante inactivo por centrifu

gaci6n- en una centrifuga, angular refrigerada- a 4000 r. 

p.m., se toman en 200 ml de soluci6n salina tisiol6gica 

y se dializa con agua corriente durante 12 horas. La co~ 

pleta separación de las sales por di,lisis es suficiente 

para precipitar la proteina (en algunos experimentos la 

adición de unas gotas de !cido ac~tico diluido a la me~ 
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cla dializada produce una precipitación completa de la 

proteina tromboplástica). Despues de ser separado del 

sobrenadante in~ctivo, el prec ipitado se congela con una 

mezcla sólida de alcohol - co2 y secado en éste estado al 

a l to vací o. La sustancia completamente deshidratada y 

despues de lavado s exhaustivos con h ielo seco - aceton~ 

y secada al vacio pesa 8.5 gramos. 

Las preparaciones obtenidas bajo éste mé

todo pueden ser almacenadas por ~ucho tiempo sio perdida 

de actividad. 

Como es claro, en el proceso de secados, 

la T~ es poco soluble en agua y diluible en soluciones 

salinas; el trato con acetona no afecta su actividad; 

trata~ientos coo alcohol producen pérdidas en la activi 

dad tromboplástica y las emulsiones acuosas preserv•n 

por completo, la potencia de la sustancia. 



~.-PRUEBAS Da ACTIVIDAD 
nBI, PRODUCTO Y APLICACIONES 

- 42 -



Pruebas de Actividad del Producto.- Las 

pruebas de actividad son con el obejto de verificar la 

actividad del producto obtenido. En funci6n de estos r~ 

aultados se denotar' la efectividad de la extraccida 

por lo que es necesario utilizar- un estandard de prue -

bas que cumpla ciertos requerimentoa, UJ1 a&todo que c~ 

ple las condiciones necesarias es en la que hay que ob

teaer 4.5 .al de sangre humana por medio de u.za.a puatura 

venosa según la t'cnica com~. Despues de obtenida la 

muestra, es preciso que la• prueba• se realice• lo als 

pronto posible. Mezcle la sangre coa 0.5 al de oxalato 

de sodio 0.1M. ceatritugue para separar el pla .... 

La velocidad de ceatrifugaci&n debe de ser 

exacta, 2500 r.p.m. durante 5 minuto•. Si se utiliza• p~ 

petas proviatas de un bulbo de hule, ae obtieae una can

tidad apreciable de plaSlla, sia dañar las paredes de laa 

c¡lulaa. 

Otro eatandard de prueba• de actividad ace~ 

table, es el plaSlla humano citratado (35). 

Las pruebas de actividad de la 'rB soa rea -

lizadaa blaicaaente con la sangre a analizar, ea las co~ 

diciones mencionadas, otro tipo de prueba• (poco usuales) 

es i~ectar el producto IN VIVO y producir traumas o la 

auerte del aaiaal. 

El valor normal de coagulac16n de la san-
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gre colocada en un baño mar!a a 37 grados, es de 4 a 8 

minutos. Si el t iempo de coagulaci6n se prolonga, indi~ 

cará deficiencia marcada en los factores de coagulación 

o presencia de anticoagulant es c i rculantes , incluyendo 

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

l ·as pruebas son con el objeto de conocer d!, 

fectos en la coagulaci6n sanguínea; los que se detectan 

por medio de las siguientes pruebas (2),(Ver Fig. No 2): 

ETAPA 1 y 2 - Tiempo de consumo de Pro
trombina o Generación de TB 

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

ETAPA 4 - Tiempo de Trombina 

De ~stos, interesan exclusivamente, las co

rrespondientes a los pasos dos y tres, ya que en ellas 

interviene la TQ. 

ETAPA 2.- Tiempo de Consumo de Protrombina. 

Cuando la sangre coagula en un tubo de en

sayo a 37 grados centígrados, la cantidad de protrombi-

na remanente en el suero es determinada por la prueba del 

del tiempo de protrombina de un paso, siendo una medida 

cuantitativa de la pr otrombina consumida y una estimaci6n 

cuantitativa indirecta de la cantidad· de TB intr!nsec~ 

generada. Son reconocidos tres factores para la !ormaci6n 

de TB en el plasma, el factor plaquetal y los factores 

VIII y IX. 

- 44 -



El r a :u3·· ne: ... :il de 1: oaguJ a c i ~r: es d~ ' i6 a 

35 s egund.oa . En, '~º ~·~ t :. r..1mboc itoneni 'i y de he 1u<:·l {li. a es 

de 8 segundos , ,ie '.J idoa qut. l a protroml;i.aa ioacti V o.. es coa 

vertida al estado l i br e y no ea consumida. 

Procedimiento: Trans.f iera un ml de aQngre 

fresca a un tubo de ensayo, (13 x 100 mm) y col6que en 

baño maria a 37 grados centígrados cincuenta minutos d~! 

pues de formado el coágulo e6lido, centrifugar durante 1 

a 2 minutos a 1000 r.p.m. para separar el suero del co4-

gulo. Inc.ube a 37 grados centígrados por 45 minutos. Pa

ra determinar la protrombina residual, pipetear 0.1 ml 

de suero y soplar dentro del tu1i1o una mezcla compuesta -

~or un mililitro de plasma de conejo sin protrombina,0.1 

ml de TB y 0.1 ml de cloruro de calcio o.o2M determine el 

tiempo de formaci6n del coigulo con un cron6metro (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 fo~ 

mando un producto, el cual convierte al Factor X a su fo~ 

ma activa Xa¡ ~ste reacciona con Factor V, con el calcio 

y con el fosfol!pido del tejido TQ para formar protrombi

nasa extrínseca la cual convierte ·protrombina en trombi

na. La trombina convierte• el fibrin6geno en fibrina. La. 

velocidad de tormaci6n de la t:ibrina G.epende de la co~·aa 

traci6n de los factores V, VII, X, protrombina y fibr6geno 
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El ti.t"mpo !l..:..: .. u.l de pro 'cr·.;m::.i ,. u.a , se pro.Lo~ 

ga por falta de pl'O-Cormbina. ( 2) de los Facorea V,'lII y X; 

ademAs una causa 1~portante de Asto es una concentrac~6n 

baja de vit~mina K o l a presencia de un antagonista de ella, 

la bishidroxlcW!larina. 

Procedimiento: Un vol11men de extracto de C! 

rebro (TB) se mezcla con un vol6men igual de cloruro de 

calcio 0.025M, la mezcla se coloca en baño marta a 37 

grados centígrados 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 baño maria a 37 

grados centígrados durante un minuto. 0.2 ml de la suspe~ 

ai6n extracto-cloruro de calcio se agrega al plasma y se 

acciona el cronómetro el tiempo de coagulaci6n se determ!_ 

na cuando aparece la primera fibra de fibrina; logrado e_! 

to se hace.· .. ecorrer la mezcla por las paredes del tubo, 

aproximadamente hasta la mitad de &ste. 

Alternativamente, 0.1 ml del extracto de C! 

rebro es adicionado a 0.1 ml del plasma-prueba, y EXACTA

MENTE un minuto despues, agregar 0.1 ml de cloruro de ca,! 

cio 0.02511. 

Cada prueba se realiza por triplicado pro

mediando los valoree obtenidos, esencial para un control 

de pruebas. 

gulacicSn. 
ETAPA 3.- Tiempo de Prot'rombina para la Co! 
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El tiempo b4sico de protrombina, es el tiem 

po de oolgulaci6n obtenido oua.ndo un exceso de TB 7 una 

cantidad &ptima de calcio se añade. 

El tiempo de protrombina del plasma de UJl 

humano adulto es practicamente constante: 12!0.5 segundoe. 

, Procedimiento: Transfiera 0.1 ml de plasma 

oxalatado a un tubo de ensayo (13 x 100 mm). Adicione 0.1 

ml de TB ( de preferencia utilice el m&todo de obtenci6n 

1.1). Coloque la preparaci6n en baño mar!a a 37 grados 

centígrados y sople dentro 0.1 ml de cloruro de calcio 

0.1M por medio de una pipeta de protrombina. 

Determine con un cron6metro el intervalo de 

tiempo entre la adici6n de cloruro de calcio y la forma

ci6n del co(gulo. 

La formac16n de la fibrina es el punto final 

de la prueba. El co4gulo se detecta en forma m!s clara , 

agitando un poco el tubo de ensayo (2). 
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E. - Co ::d ', _ ~i one s previas a l Experi mento. -

Antes de i uici1U Wl expe r imento, en este 1; clao l a e:xi;r! 

aci6n del TB, es necesari o tomar en cuenta l o s j_guiente: 

a) La cAmara esteril. Características y 
pruebas de esterilidad. 

b) Limpieza del material utilizado. 

a).- La CAmara Esteril. Carac~eristicas y 

Pruebas de Esterilidad.- Con el proposito de e:x:tr~er 

tromboquina.sa de cerebros de conejo, fabriqué una c!iiiara 

o secci6n bajo las siguientes condiciones: 

A').- Aislada del medio ambiente 

B') .- Esteril 

Fig. No.10 

a) 
b) 
c) 

d) 

e) 

L!mparas 
Formol (frasco) 
Guantes Polie
tileno 
Forr-o interior 
de polietileno 
negro 
Tapa de poliet.!_ 
leno transpareE; 
te. 

El aislamiento del medio lo logr~ forrando 

un caj6n armado en el sitio adecuado, es decir, cerca 

de una toma de vacio, gas, agua, con "lienzos" de Poliet.!_ 

leno, sellando tod~s las uniones con cinta adhesiva y 

pegamento. La Esterilidad dentro ·de la c1mara l~ obtuve 
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con dos elementos: 

1.- Formol. (Soluci6n de Formaldehido,!or
~alina soluci6n al 37% de !ormaldehido 
(gas) en agua;con 10-15% de metanol. pa 
ra evitar polimerizaei6n q. incoloro 7 
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,¿que longitud 
de onda posee la luz U.V.? ¿ cual es 
la mis ~til? ¿ c6mo actua y como act~ 
an el resto de ellas ? ¿ en donde son 
dtiles ?. ' 

Es importante hacer notar que los rayos u! 

travioleta no son detectados por los sentidos humanos de 

inmediato, aunque los efectos pueden ser aparentes post~ 

·riormente. 

Es posible hacer una separaci6n de los ra 

yoa ultravioleta, de acuerdo con la longitud de onda de 

de los mismos, as1 pues, tenemos cuatro divisiones: 

La primera divisi6n est' comprendida entre 

los 330 y 400 nanómetros y es la que se encuentra m's Ce! 

ca de la parte visible del ojo humano. ~sta longitud de 

onda es especialmente ~til en ciertas clases de fotogra -

f!a y fluorescencia, tanto m&dico y de laboratorio como 

en la industria. 

La segunda divisi6n comprende de 280 a 330 

nan6metros y es en esta secci6n en donde se encuentran -

beneficios biol6gicos útiles en fisioterapia o para ac -

tivar la vitamina D, y que comúnmente se utilizan para 
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broncear la piel • 

.La te rcera divisi6n compr ende de 20C • 295 

nan6met ros y e s e ~t.a la longitud de onda &til para prov~ 

car la absoluta destr11cción de los microorganismos, act~ 

~do de esta manera como bactericida potente. 

La cuarta divisi6n comprende de 100 a 2CO

nan6metros, esta longitud de onda ademAs de ser germicida 

forma ozono lo cual aumenta su efecto, llegando a producir 

por tanto, esterilidad total. 

Los tubos de c(todo frio y de alta intensi 

dad, estan divididos en tubos de bajo ozono, alto ozono 

~ mUJ' alto ozono. El factor de ozono es muy 6til, no solo 

para oxidar (matar) g~rmenes en el ambiente (Ver Fig. 11) 

sino que tambien tiene la 

Fig. No. 11.- D~mostraci6n esquematica c6mo 
las radiaciones ul ·travioleta matan las bacterias. A).- -
Vista microsc6pica normal de c.icroorganismos. B).-El orga 
nismo comienza a dilatqrse cuando recibe las radiaciones
C).- Al continuar la ir-radiaci6n, la dilataci6n continua.: 
y la membrana celular comienza a debilitarse. D).- Final 
mente, el microorganismo queda destruido por explosid'n. 

facultad de poderse filtrar en lugares y ranuras en donde 

no penetra la radiaci6n ultravioleta. 
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Cou l os t~oc e de c' t odo ca11 ~ute el costo 

es iní ~ i alme n-:e baj o ¡ pero s on de co r t e. v~ ;'.'. ¡;¡., ccn .t ' . cos 

t o de operaci0n qu~ r epresenta un mayor gas t o ¡ est~ t ipo 

de tubos se ven a f ectados por t emperaturas bajas (corriea 

tes de aire fri o ), cambios de voltaje, calentamiento exc~ 

sivo que implican precauciones tediosas. 

Laslámparas de luz ultravioleta se encuen

tran en diferentes tamaños, voltajes y potencias de irr! 

diac16n ultravioleta. Adem~s de diferentes tipos de cos

to y vida, cada una diseñada para aplicaciones espec!fi-

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 los 

rayos ultravioleta, se ha dicho, que pueden ser respons! 

bles de muchos padecimientos, desde cáncer hasta esterili 

dad; pero esto es tan poco cierto, que m¡s bien las espe

culaciones al respecto se deben a la mala informaci6n de 

las personas y al poco conocimiento que se tiene de los 

rayos ultravioleta. Es necesario hacer inca.pi~, en que tg_ 

dos nosotros alguna vez hemos estado o est~remos expues -

tos a la acci6n prolongada de los rayos solares que con

tienen gran cantidad de irradiaciones U.V •• Sin embargo 

no se ha visto que alguien resulte afectado de torraa se

ria. 

~iste ·' la creencia mal tunda.da, de que los 
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rayo3 ultravioleta s on responsables de cierto tipo de e':! 

cer en la¡iel, o bien, de la caida del cabello, o de la 

esterilidad de las personas. Hasta ahora no se ha compro

bado que as! sea. 

Las personas que trabajan con los ~ayos UV, 
. 

estando debidamente protegidas con r opa adecu•da, no su-

fren quemaduras ni alteraciones de ninguna especie. Hasta 

cierto punto los rayos UV son in6cuos 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 d!as. 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 penetraci6n de los 

rayos UV, los de longitud de onda muy corta, es decir, de 

253.7 nan6metros tienen muy poca penetraci6n, no pueden 

pasar por un cristal común o son absorbidos por el aire 

produciendo ozono; penetran los tejidos apro:xiJaadamente 

un milimetro; atraviezan con facilidad el polietileno y 

ciertos tipos de plásticos transparentes. 

En cuanto a una secció~ · estéril, ~sta de

be ser planeada lo m's sencillo posible, de paredes li

sas; guardar en ellas exclusivamente e1 material con 

que se v' a trabajar. El sellado 1e la secci6n est6ril 
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puede llevarse a cabo cor" C:.iv e1·s o s :plAsticos •1.lúci aiv::u • 

.Pa:x:!l. conservar la esterilidaJ de la :; &<"<: e-

i ones, las lám:paras germici l a s deben mantenerse ence11di

das 24 horaa (39) ¿ es cierto que la lá.mpara, donde se 

e¿traer& la tromboplastina, es una sección est,ril? para 

corroborar ~sto dltimo, utilic~ dos tipos diferentes de 

medios de cultivo que permiti~ran, por sus caracteris~i

cas, representar la est~rilidad o la no esterilidad de 

la zona que pretende serlo. La composición qu!mica de los 

dos medios de cultivo son: 

MEDIO DE MUHSHIGE (40) 

cac122H20--------------
UgS64-7H2o--------------

1650 mg/ml 

1900 mg/ml 

440 mg/ml 

370 mg/ml 

KR2P04 ----------------- 170 mg/ml 

Na2-EDTA --------------- 37.3 mg/ml 

FeS0~7H20 ------------- 27.8 mg/ml 

H3B04 ------------------ 6.2 mg/m.l 

Mn.S64-4H20 ------------- 22.3 mg/ml 

KI ----------------- 0.83 mg/JAl 

NaMo04 -2H20 ------------ 0.25 mg/ml 

CuS04-5H2o ------------~0.025 mg/m.l 

CoC12-6H20 -------------0.025 mg/ml 

ZnS04-4~2o ------------- 8.6 mg/ml 

SACAROSA --------------- 30 g/l 
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MYO-INOSITOL ----------- 100 mg/ml 

EDOMINA ----------------

GLICINA ----------------

1 g/l 

2 ag/l 

2,4 - D --------~------ 1-36 mg/l 

KINETINA --------------- 0.04-10 mg/l 

AGAR 

AC._NICOTINICO --------

PIREDOXINA - HCl -------

T IAMINA - HCl ----------

GELATINA NUTRITIVA 

10 g/l 

0.5 mg/l 

0.5 mg/l 

0.1 mg/l 

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA (41) 

PEPTONA GELYSATE ------- 5. 

EXTRACTO CARNE RES ----- 3. 

GELATINA --------------- 120. 

pH FINAL 6.8! 

Coloqué cuatro muestras de cada wio4•los 

cultivos mencionados, dentro y fuera de la cámara, bajo 

el si~iente esquema (Ver Fig. No.12): 

Fig. No. 12 

- 55 -

A).-Zona de Trabajo 
B).-L'6nparas U.V. 
C).-Formol 
c:J •""'.Gelatina Nutritiva 
G • -Medio de Murhshige 



Las muestras colocadas en el exterior de la 

c~ara f uncionan como control o testigos de contaminaci6n. 

Los resultados que obtuve fueron los que e! 

peraba : Las muestras colocadas dentro de la cfmara y des 

pues de incubarse durante 50 horas en el interior de una 

incubadora saturada con formol a ± 40 grados centígrados, 
-

no mqstraron crecimiento alguno, en cambio, las muestras 

colocadas en el interior de la c!mara, despues de incuba,;: 

se bajo las mismas condiciones, ~ostraron t?das, crecimie~ 

tos en diferentes zonas de la parte expuesta del medio de 

cultivo; tomando en cuenta estos resultados, y considera.a 

do que por el momento no me interesa que microorganismos 

formaron co.lonias, aseguro que la zona donde realizar& la 

extracci6n de TQ le puedo llamar "Secci6n o C6.mara Esteril: 

b) Limpieza del Material Utilizado.-

El material de cristal, as{ como el mortero 

con su pistilo lo limpi6 qu!micameute; primero con agua y 

detergente tipo comercial, posteriormente con mezcla cr6-
~ 

mica. El proceso lo repetí tres ocasion$s enjuagando fina! 

mente con agua destilada dos ocasiones, y secando el equi

po perfecta.mente (4 ); junto con las dos soluciones que -

utilizar&, lo introduje por una abertura hecha ex-profeso 

a la cimara est6ril, dejando todo en su interior y lo m'a 

cercano posible a las llÍmparas ultravioleta aproximad3.Iile~ 

te 25-30 hor~s para considerar nuevam~nte estéril la sec~ 

i6n junto con el equipo de trabajo. 
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F. · E~~eri~ ~ ~~ac i6n: 

El w~todo q~e seguir~ para e~craer l~ tr.o~ 

boplastina , esti basado en el siglliente proceso: 

Preparación del re activo tromboplas tina 

(Ver métodos de aislamiento y purificaci6n, 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 que 

los cerebros fueran dañados. Una vez obtenidos, los co~2 

qué en un recipiente perfectamente cerrado y colocado so 

bre hielo. Obtuve 10.63 gramos de cerebro de conejo. 

Siguiendo la t&cnica utiliz& 0.1 ml de ci

trato de sodio ( citrato de sodio Acido, citrato dis6di

co alkacitr6n, solido blanco, c6a6Na2o
7 
1~2o, P.M-263.13 

solubilidad: 1g/ 2 ml H2o uso: anticoagulante (43) ), -

100 ml de acetona (Dimetil-cetona; - cetopropano; 2- pr~ 

panona; ~ter piroac!tico ca
3

cocH
3
-P.U-58.08 liquido alt! 

mente flamable miscible con agua, álcohol dimetil !ormam! 

da, cloroformo éter P.eb.56.5 grados P.F-94 grados uso: 

solvente), que corresponden a cinco lavados. Filtro yª! 

co el producto a 36-37 grados centígrados obteniendo 1.7S6 

.. 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° solubil! 

dad 1 g/2.8 ml H2o (25°c.); 1 g/2.6 ml a2o (100°c.)inso

luble en Acido clorhídrico concentrado.Su soluci6n acuo-
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aa ~ a ~eu"tra pH 6 . 7-7. 3). I,a s 11spensión blanq\.i. e:C i.lHi rc su.1 

tante l a almaceno en un ref.riger::idor a O<.. - 5°c. 

G.- Prueba de I dentifi caci6n.- La TB no posee 

hasta el moment o, una estructura determinada, debido a la 

complejidad de sus componentes, por tal motivo se le iden

tifica por medio de su actividad en la coagulación. 

El m&todo que utilizar& con el objeto de ide~ 

ti!icar la actividad del producto obtenido es utilizado la 

prueba del tiempo de protrombina, utilizar~ plasma humano 

oxalatado liofilizado obsequiado por -w:ia firma comercial. 

El proeedimiento que utilizar~, es el menci2 

nado en "Pruebas de Actividad del Producto 7 Aplicaciones~ 

como Paso 3: Tiempo de Protrombina para la Coagulaci6n. 

Los resultados que obtuve son en funci6n del 

tiempo en que se produce el coágulo. El tiempo 6ptimo de 

coagulaci6n de plasma humano oxalatado es de 12! 0.4 seg. 

Realic& 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 

y • 12.23 segundo-& 
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4 .- CONCLUSIONES.- La tromboplas t i na que 

obtuve en e l l aboratorio ! u' utilizado el pr oceso más 

r epresentativo, en cuanto que ae un modo senc illo e n su 

desarrollo, permite obtener un producto de excelente C! 

lidad, a la vez que d6 oportunidad de aplicar conocimie~ 

toa relativos a la Bioquímica. Esto último me permi t~ ha 

cer varias sugerencias referentes al inicio de una nueva 

irea en el Laboratorio de Química Experimental Aplicada. 

Es imprescindible para inciar •sta •rea, el creer en la 

capacidad e interes de cada alW1I10 y en el criterio acs

d,aico de cada uno de los profesores que componen d i cho 

laboratorio. El profesor será guia-alumno en ca<ia uno de 

los experimentos. 

Es indudable la necesidad de una 

éi6n previa por parte de los profesores, en cuanto a cg 

nocimientos básicos sobre la Bioquímica, su desarrollo -

experimental y aua aplicaciones útiles ; es aqu{ donde r~ 

dica un serio problema, que ea conocido por todos nos~ 

tros: la apatía por ampliar REAI.MS:NfE ouestra cultura. 

"Si la Aabición no te daña. careces de.ella" 

K. Borris. 

Ona vez obtenido e.te eoDOCiaiento, resul

tar' de lo 8's sencillo destinar una aeeei ón aislada que 

reuna las condiciones de pulcritud para un laboratorio -

dentro del cual H reali&ar6a. por ejemplo, !ermentacio_!! 

•• tanto aerobia• eoao aaaerobiaa• .. 1, loa controle• ( 

i pB, teapera,;ura, agitaci6n ____ ) eatarAn en concord~ 



d& : '~ ... t écnica u~il i zada y- loa f ines especifi cos que 

ee :;"!rP.~.gue n ( obtenc i 6n de un alcohol , de una antibiÓ -

ti c~, de ácido l &ctico , e t c . ) , de aqui es viable prose

gui r con l a extracción del producto final del medio de 

fer~entación. La muestra puede requerir de una precipi

tación por modificación del pH, cambio de solvente, de 

una cr istalización o hasta de una liofilización, de tal 

forma, que simultaneamente otro alumno puede realizar la 

síntesis quiaica de ese mismo producto ( siempre que sea 

posible ) y- comparar resultadoe. Se pueden preparar der! 

vadoa de ambos productos, tal que nuevamente, bajo ainu

cioso análisis ( electroforesis, IB, UV, cromatografía•, 

análisis químicos- -) se corrobore la pureza de la 

materia obtenida y- que finalmente ae llegue a concluir - · 

algo que aumente el conocimiento térico-experimental del 

"Alumno''. Be to último es, en aucho, identieo a lo que a~ 

tualmente es el Laboratorio de Química Rxperimental, solo 

que la aut!l diferencia ea trabajar con la Bioquiaica -.,. 

en •i concepto, esto es iniciar una nueva 6.rea; aprender 

un poco, aplicar lo conocido 7 obtener wa gran resultado. 
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