BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Contribucion al estudio de la
proteina tromboplastica

Noir, Beatriz Alicia

1948

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Quimica
de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Noir, Beatriz Alicia. (1948). Contribucion al estudio de la proteina trombopldastica. Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0564_Noir.pdf

Cita tipo Chicago:

Noir, Beatriz Alicia. "Contribucién al estudio de la proteina tromboplastica". Tesis de Doctor.
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1948.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0564_Noir.pdf

UBA
Universidad de Buenos Aires

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0564_Noir.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_0564_Noir.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERJIDAD NACIONAL DE BUENUS AIRRS
FACULTAD DE  GIVNCIAS BIAQTAS, FISICAS Y NATURALES
BE3CURLA DE  QUINIGA

Congrébgg;ég Q Rggdég
do_ 18
Pr ombo a

Tesls pare optar al t{tulo de Dostora en ‘wii{nica presentada por

ATRI7. ALIC NO






A mi padrino de tesis, el Dr. Jorge R. Mendive, que
tan acertadaneit: me dirigié en larealizacidn 1e cnte tra-
rajo, brindandoiio en %odas las onortunidndes qua se presen-
taron su palabra de asssoramiento, expreso mi mds sinoera gra-

titud.-

Esta tesis se llavé a oabe en su riayor parte en el
Instituto Bactericldglco " Malbrén™ y en 13 sazcién Hematolo-
¢fa del Institutc de Investigacicnes P{sicac de la Academia
l'aoicnal de liedicina, a ouyos respectivos dircctcres, los Dres.
Enrique Savino y Alfredo :'svloveky, ranifiasto 11 2zradecimien-

t0e-

Izual sentimiento expreso al Dr.Alfredo Sordelli que
me guib en los oomienzos de este trabajo, a los Dres. Venanoio
Deulofou, Pedro Cnttaneo, Blanca Beninzagui, Oscar Calmarini
¥y a todas las personas jue an distintas oportunidades faoili-

taron mi tarea.-



CAPITULO I

HFEMOFILIA

Schloesmann define a la hemofilia oomo una afecoién oa=
racterizada esencialmente por un aumento en el tiempo de ocoagula-
cién sanguineo y que se traduce clinicamente por pressntar hemoe
rragias dificilmente coercibles, ya sean oundiclonadas por traue
matismos o lesiones varias, o bien de aparicién esnonténea. Es
una afeocién de caréoter constitucional y congénito, generalmen=
te hereditaria, padecida por el hornbre y trasnitida por interme-
dio de la nujer. A mAs de trasmisidn hereditaria es indudable la

reaparicién esporidica de henofilia por rnutacibén.-

Segin Rosenthal el 90 % de los casos ae observa en le ra-
za cfuoasa. Es muy frecuente en Alemania ( Selva Negra), especiale
mente en los jud{os alemanes; hay menos oasos en Inglaterra, ran-
cia v liorte América. Afecta al 50 % de los nifios con antecedentes

hemor{licos, mientras las nifias est&n aparentemente sanas.-

Generalrieante se adnite que es una enfermedad trasnitida
por la mujer y sufrida por el hormbre, aunque en 1931 Radovioi pre-
senta una familia de hemof{licos donde un hombres fué el trasnisor.-

Otto fué el primero que observé un casc direoto.



En 1820 Nasse publiod una monografia sobre " Tendenoia He=
reditnria a ilemorragias Patales”: sus observaciones constituyen

la ley de iiasse.

Las leyes de lMendel sobre el sarfcter hersdiitario de la he-

mofilia scn las sigilentes:
1°) Se trasnite de generacién en gene-

racién
2°) A veces pucde saltar una generacidn
3°) S8lo la padece el sexo masoulino.
Las rmujeres son atacadas excepcio-
nalnente y de un rodo nmuy atenuadoe.
4°) 3o trasmvite segin el nodo natriare
oal;las nujeres aparentemente sanas la

transmiten a sus hi joBe.=

X1 hecho que la hemofilia estd ligada al sexo, significa que
los fnctoras 0 genes responsables de su desarrollo, ost&n oonteni-
dos en el oromosorna X de las células reproductoras. ¥sto permitie-
ria anpliar la ley de Nasse y predecir en qué condiciones aparece-

ré la hermcfilin en la descendencia.-

La teor{a i‘andelina adriite que en el évulo hay un par de
ororiosurias X (XX) mientras que en el espermatozoide hay un oro-

mosorma X y un Y.-

La oombinaoién de estas células durante la fertsilizacidn,

lleva al desarrollc posterior del hombre (XY) y de la iujer(XX)

Hombre Hemof{lico °* Jinjer Nornal
XY X X



\l;

1°) x X Hi ja ocnductora
ge) xR "
3°) XY Hijo normal

40) x Y " ”
Horbre MNomal * MuJer Conductora
LY X x\
‘;'/ N ! '/ v
X Y J X X
1°) X X H1ja normsal
2°) X R "  gunductora
3°) XY Hi jo nomal
4°) XY "  henoff{lico
llombre Hemoff{lico o Mujer Conductora
XY X3
/
[ \, \
 § Y ! 3

\\:I

1°) X X IHija conductora
2°) A % " hemof{lica(l)
3°) XY Hijo normal

4°) 3Y " hermo flico

Bauer sugiere que los genes hamofflicos tienen una acoidn
letal, luego una doble dosis de este factor que existirfa en el
évulo destinado & producir una nujer hemof{lioca, harifan imposi-

ble su posterior desarrollo.-

(1) No se han publicado casos anteriores de nujeres hemof{licas;
los casos desoriptos como tales parecen ser otras manifesta-

ciones purpiricas. &n general hay poocus casos de natrimonios

en estas.Ultimas ocondiciones.



latogenia de la lemofilia

Cuando la sangre sale del sisterna arteriovenuso-cap:lar,
e8 decir ovando se produce una heriorrsagia, sl organismo reacoiona
convenienter.ente para detemsrla., La sangre sale de su cauce nore
mal nor lesién de loa vasos, por accién fisica o mecénica o por
alteracionas de la permeabilidad ¢ fragilidad de los capilares.
Para que la sangre oirocule lentamente por el vaso lesionando, se
contraen los ocapilares y la sangre va por otras vias, originéndose
una verdadera oirculaoidén coluteral; el crificio es taponado por
un cohgulo que clerra los labios de la lerida. ilay pues dos fao-

tores que influyen en la soagulacidén. el heinitico y el vascular.e

La contraccién de los oapilares asuuie especiul importanola
en afecoiones donde la coagulaciénu es defeatuosal hemofilial o mo
se realizal fibrinopenia congénital, por lo que la hemostasia se

efeatiia exoluasivamente mediante aquella contracoién.-

Zn la hemcfilia se encuentran perturbados los dos fastores:
la al teracién 48l factor hamitico produce un considerable aumento
del tiempo de ccagulecidén y la del factor vasocular reviste espe-
cial importancia para nuchos autores somo Viehow, Opitz, fonio,
Chalier, liowell y Iavliovsky. Lste iltiro opina que afin descutrién-
dose el reourso eapaz d8 acortar el tiempo de ocoagulaoibén, seria
necesario estableocer clara y definitivamente la influenoia del
factor vascular, para resolver ocomple tauente el intrincado proe

blema de la hemofilia,

F.atas pAginas han sido extractadas,del libro del doctor Alfre-
do Pavlovsaky titulado: “onsidernocivnes patogbneticas de la hemoufie
lia(Afio 1947).



Sintomatologia Cl;nioa

Hemorragias: Son producides por diferentes causas’ heridas, ex~
tracéiones dentarias, golpes, intervenoiones quirirgioas, ste.
aunque a veaes se nresentan sin causa aparente. i'uchos autores
atribuyen gran influencia al faotor psiquico en la aparioibén o
cohibicibén de las hemorragias; P.E.7eil refiere algunos oasos
de aparicidn peribdica. ~as heridas alin las nds insignificantes s

son incoeroiblies y ponen en peliyrc la vide del enfermo.-

Hematonas e presentan a rafz de traunetiscics o sin ellos, y tie=-

enen ias mus variadas localizacicnese.

~emartrosia: En la hemofilia hLereditaria espeocialmento, se obser-
van derrames artioculares nrovocados por el nenor traumatismo,
existiendo en general una tendencia recidivante local; en orden

de frecuencia se conprueban en la rodilla, codo y tobilloe-

-

La inioiacién de las hemorragias data desde el nacimiento en
ocasién de la oircuncisién y de la ligadura del cordén; lo més
frecuente es mu aparicidén cerca del afio de esdad, en los continuos

trauma-.ismos qus sufre el nifio al iniciar su dearbulacidne.-

El factor hereditario( que falta parentemente en los casos

eapor('\dicos) tiene gran importancia para el diagnésti100.-

S3{ntonas liematolégioos

Tiempo de Coagulacién: Ls el principal sintona de la hemofilia.

"1l aumento del tiempo de coagulacibén varf{a de un enfermo a otro
Yy en un misno enferro se observan a veces verdaderas ourvas de

¢cs0ilroidn,.=

En general se presentan las fomas graves ds hemofilia oon



tiempo de coagulacién nayor de una liora, en las que los sintomas
aparecen en los prineros neses de vida y los enfermos falleoen
antes de la pubertad segin eatadisticas antiguas; 2) formas media-
nas con tiempo de coagulaoi6h de nenos de una hora, de aparioién m
rnhs tardia y con oierta tendencia a atenuarse oon la evoluoién
del procesoi y 3) las formas frustras o sea las que se observan
en familias de hem:rf{licos al lado de casos graves, o en toda la

forma faniliar donde la tara parece atenuarse.-

El codgulo que se obtiene es plasmmébtico; los glébulos ro-
jJos sedimentan untes de su formaeidn dando origen a los llamados
cofigulos an botelia.-

Tiempo de Sangria “e encuentra dentro de los linites nomales,
cuando la herida del 1l6bulo de la oreja nu ea muy profunda.-

Retraccién del cohAgulo liormal deade el punto de vista de la coa=-

gulacibén, pero retardado debido a la lentitud de ésta.-
I'laquetas: El nimero de plaquetas es normal.
2ibrinfgeno Todos los autores afirman que se encuentra entre

los 1inites nomales,

Jerie Hoja Fn los perfodos de crisis hemorrfizicas se observan
anemias intensi{simas{ de 4% millones de eritrocitos a 1l en dos
df{as jlor un derrane en la rodilla), sin gue las hemorragias exe

ternas 1o hagan sospechar a veces.

Serie Blanca Lorrientemente es normal, perov durunte las orisis
ruments sobre tod a expensas de los neutréfilos, ocon franoca des-
viacién a la izquierda, con cifras que oscilan entre 9000 y 20/000
appoxiriada:ente.-

Tritrcsedinentacién: Nomal o ligerariente acelerada salvo en las

crisis, donde se comprueba que la noeleraocién es directanente

proporoional a su grado de gravedad.-



Caloio: No se modifica.

Tiempo de pp#roubina; Normal

Elactrolitos:; *n cantidades nomales.

Signo dei Bazo: legutivo

Evoluoién y Diagnbstico

La evoluoién derende de la intensidad :e los s{ntonas.Algunos
autores oonsideran que el perfodo mfiis peligroso se encuentra entre
el 1°=2° afio de vida, comprobéndose hei.orrugias renos frecuentes

oon el puasc de los ufivs,

¥n las estadistiocas de Schloeamann, sobre 46 casos el 30 %
muere antes de los 1lU alios, el 28 $ en la scgunda décade y el 17%
en la tercera. 1 herof{lico quo mayor edad ha alcanzado eumplid
8( ailoB. n la estadistica de Garrier so observa lo sigulente:
54 % muere antes de los B afios y el 89 ¢ nuere antes de los 20

aios, de anl que exista s6lo un 11 % que scbrepasa osta eded.-

En genernl es una afeccién grave, pues las heuorragias pue-
den ocasionar anquilosis al nivel de las articulaciones o pérdt=

da de la vista por hemorrugias retinianas,

Hoy en df{a todaes las esperanzas de nejoria o curacién estén
puestas en las transfusiones y en las glohulinas de poder coagu-

lante que se pmparan.-

As{ Hosenthal durunte 15 afios siguid alrededor de 20 hemof{-

licos y 86lo tuvo un caso fatal de hemorragia cersbral.

e oonsideran oomo basicos en ol dicgnéstico de la hemofilia
los siguisentes nuntos:
1°) Tendencia desde la primera infancia a hemorragias excesivas,

por causa de lesiones laeves.=-



2°) Hemorragias en las articulscicnes desde 103 primeros aflos

3°) Alarganientc definido del tiempo e ccagulacién sin altera-
ciones cuantitativas de laus plaquetas, protrombina, fibriné-
geno y calcio

4°) 4usencia de causas de ln nrredisnhosicién a henorragias aparte

del aumento del tiempo de congulacidne

Oy § trataniento de la Herofilia

En el tratamisntc de la henofilin el "ropdsitc culminante, la
curaoidén de la enternedad y la elininncién 41e la nersistencia vi-
tanlicla de la anciiaiis oonstituciunul,diff@ibuente podrh ser al-
canzado.la nredisvosicién hanof{lica denandiente del sexo esth,
seqin cliloéssmann ancdlsda en ln esencia hereditaria del hemof{=

lico y no sufrira ninfuna ianuencia.-

Las indicaciones rids imicrtantes para ol trataniento hemoe-
i'ilico son;
4) La lucha contra las henorragias.
B) ~a disminucién de la predisposiciédn a henorragia, la pro=-
filaxia.
C) £l trataniento de las consecuencias de las hemorragias(de
los hematonas, de las articulnciones de los hemo f{1icos,ete)
%n la luchs contrafd las hermorragians & ebe distingirse:
a) la herostasia local y b) la hemostasia a distanoia.
La hemostasia local se consiguse:
1) con tanonamientos adecuados
2) por trataniento con hemosté
ticos de acoién fistiolégida
local como sangre, sansre fi-
brinada, suero, plasma san=

guineo, globulina de plasma



1)
2)
3)
4)

5)
6)

73
8)
9)

Jugos de te Jidos, extractos orgh-
nicos( de pulmén, placents, bazo,
saliva, eto) trozoa de tejido( ac-
oién de trombo quinasa),orina, le=-

oche de nmujer Acido lctico, etO.=

3) Con preparados henostéticos corios
Clauden, “caguleno, liemoplastina,
#i{brindgen, liaredl, Vivokoll, dtris
plon Sangostopp, tiistidina, veneno

de serpientes. eto,

La hemostnsia a distancia se realiza ricdiante:
Transfusidn sanpuinea
Inyecoién de plasma oxalatado o oitratado
Seroterapia
Trataniento con » T, 10, e3 decir con un producto de la irra-
diacidén de la ergosterina, libre de vitanina .
Tratariiento con Vitar:iina C
Trataniento con nate{na que es una nezcla de vitamina A=B-C-D
fosfato de Caloio y kuctosa
Tratariento con oitrato de Sodio

Tratamiento oon rojo Congo

Aplioaoiones de rayos :loentgen en el bhago

10) Tratamiento con preparados ovirioos,

Estas péginas han sido extractadas del libro del dootor
Alfredo FPavlovsky titulado:"Consideraciones Patogéneticas
de la Hemofilia”™ (afio 1947)



CAPITULO II

COAGULACION DFE LA SAIGRE

Teorias-fisiol8gia de la Coagulucién NHomal

El mecaniano fundamental de la coagulacién es la transforma-
c¢ién de una solucién de fibrindgeno en un coégulo insoludbls y ri-
gldo de fibrina.-

Esta propiedad oaracteristica de la sangre, constituye un
fenémeno notadble. Son riuchas las teorias expuestas para explioar
porque este hurior conpletamente lfquido mientras cirocula por los
veasos sanguineos, se transforma prontamente en un gel ni bien a-
handona su cauoe nomal.-

Teorf{a nzimAtica de la Coagulacién:

Alejandro Gohmidt, el primer
investigador que en 1861(78) publica un trabajo sobre ests tema,
expuso en el afio 1872 la teoria enzimdtica de le ocoagulacién san-
gufnea. liamnaraten( 1880-1883) (85), Pekelharing( 1892) (70),fulad
y Spiro (1904)(34}Morawitz(1904)(658) y "hlisch(1984-1929) (87 y88)
amplian, rnodifican y dan forma definitiva a esta clésica teoria
de fermentos.

Eatos autores suponen que el factor liberado por los tejidos
o8 una quinasa ocapaz de convertir la protronbina en tronbina en
presincia de Ca; esta trombina fomada reacciona ocon el fibriné-

geno y lo transforria en fibrina. Yn la sangre eiroulante se en-



~cuentran presentes protrombina, Ca y fibrinéseno; la tromboquinae-
8a necesiria para activar la protromhina se obtiene por deaintegra=-

6ién de las plaquetas,

De aouerdo oon esta teorfe se puede dividir el proceso de

la ooagulacibn en tres fases seglin vl siguiente esquema:

De las Plaquetas Del hfgado y disueltas en
el plasma
I Pase fromboquinasa ( Morawi tz) Protrombina =
o de = TrombozimagTromboplastie= w=Serozimal(Bordet)s
Reaocoidn nasCitoxima(Bordet y fuldp e Trordbdgeno ( liorawitz)
*

en presencia de iones Ca

Trombina " Fibrinbeno
II Yase
de gelifioa- Fi{drina
ocidén o

en presencia de plaquesas
Coagulacidn

III ase
Retraocoién del Coégulo
o de

Retracoién

La sangre permanece lfquida dentro del aparato ciroulato-
rio; porque el endotelio vascular intacto impide la liberacién
de la tromboquinaesa. ©i le sangre sale de los vasos y se GOlO=-
ca en contacto con superficies himedas( oon los tejidos que ro-
dean la herida, con naredes de recipientes de vidrio, eta..)
las plquetas ponen en libertad la trornbozima activa y el proceso

”

se intensifrioa por la liberaoién de sustanocia tisural coagulan-

te"de las o0élulas.-



Wohlisch observa que la precipitacidn del fibrinégeno en me-
dic fcido €8s un proceso reversible, mien tras que la coagulacién

nomal es un fendémeno irreversidbla.-

Woolridge( 1886-1887)(89) y Mills (1921-1924) (62-63), ore=
yeron posible la tranaformacién de fibrindgeno en fibrina por
aoccién de extractos de tejidos y Ca en auscencia de protromdbina;
pero experinentos de ‘uld y Ypiro (1904)(34) )orawitz (1904)(65)

y otros més recientes de Smith, arner y Brinkhous(1934) (83) per-
miten afimar que mezclas de extracto de pulmén,Ca y fibrindgeno
no cocagulan pero, si se adioiona protrombina, la coagulroién es

inmedianta,=

Segin fohlisoh (1929) (88) inmedistanente determinada la coa-
gulacién el contenido de trombina del suero alcanza un valor mAxi-
mo y decae luego répidariente, transforméndcse en metatroribina inaece

tivae~

Bordet y Howell oonsideran que las s tancias zimopléistiocas
son livwoides, probablemente fcsfétiios v su presancias sirve para

la neutralizacién de un anticuerpo y la activacién del tronhége-

NO e~

Segiin fucke el factor tisural estd fom:ado por dos constitu-
yentes: uno de ellos cefalina, neutrali~-a la antiprotrombina li-
berando le protronbina; el otro es una protrombina, similar en
sus propledades a la que existe nomalrente en la sangre, OCApAz

de ejercer su misma aoccién sobre el ribrinégenc.-

Para fischer (30) el activador es un comple jo que contiene
gefalina y un cerebrésido; define a la tronbina como una lipo-

proteina que contiene Ca.



Fordet opina que la ocvagulaoién se verifica mas rdpidamente
en contacto con supericies nimedas, porque &stas fncilitan la
liberseidén del trombdgeno de su grado previo al que llana pro=

gserozima y de la trambczi. .a de las plaquetas,

El fibrinégenc es lu mencs soluble de las protéfnas de la san-
gre y uno de las que se dosnaturaliza mAs facilmente. e aree que
el fibrindienc se furia en el higadu pues cuando se extirpa este
6rganc @) nivel de fibvrindiganc dscae; en condicicnes :lomales ese
ta proteina es coratantemente fornunda ¥ utilizada por el organis
mo, nero no se sahe cudl es su misidén ni cudles son los Srganos
que ln aonsunen. La forracidn de fibrina a partir de fibrinfgeno

tiene lugar en un medio levemente fcido hasta neutro{ pli 8.4 a 7.)

Muchos autores consideran que la tmansfomacién de fibrina a
partir de fibrindseno es un proseso farnantativo, de acuerdo a las
investigaciones nefelomdtricas de Klinke vy Ulfas sobre la oinéti-
ca de esta reacoidn: afirman que se trata de una reacsidn nonomoe-
lecular 63 decir fermentativa, acelerada por el mismo producto

ohtenido.-

La retraccién de la fibrina y la expresidén del suero; son aco
ciones simltAneas y ocmienzan algin tiempo despuds de terminrada
la coarulacibén., ¥1 cofgulo aparece de color rojizo rodeado de un
1{cuido amarilio, el aiero. Los eritrooitos, lastre de la coagu=-
lacién, ou:dan aprisionados dentro de la red de fibrina y dan al
cofgulo el color rojo oaracteristico; la nvarte superior de éste
tiene diér:etro rienor debido a que los #1l8bulos rojos que ya han

sedimentado, permi ten una mayor ocontraocilne.-

in 1as sangres oon tiempo de ocvagulacién o sedimentacién au-

mentados, casl lihres de eritrocitos, se observan colgulos oon

la parte sunerior blanca o amarilla y en foma de punta.
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La mayoria de los autcres aduite que la retraccidén del codgu=-
lo esté condicionada por los trornbocitos; sl 8stos so separan de
la sangre no se produce retraccién. Ll agregado Jde extractos de
plaquetas, es deoir de factores puramente quimicos, no produce
efecto; Lampert adnite que las plaguetas aotian ocomo oentro de

coagulacidn.-

Otras teorias sobre la ccapulacién de 1la Sangres

Kl oriner inves-
tigador que expresé un punto de vista contrario a la teorfia en-
gimdtica t:.4 voolridge(1883-1997) (89) Lstableoid que la coa-
gulacién de la sanire se nroduce por combinacibén de dos proteinas
ricas en lecitina, presentes an este hunor, llamadas fibrin6égeno
A y fibrinégeno B; la naturaleza de e:ta roenccldn no estd especi-

fiocada.~-

Para Joolridge la troribina no parece ser nuy importante,
81 bien se fomu durnate la reaccibén: el £idrindpeno B sdlo se
encuentra en la sangre, en cambio vl fibrindgenc - eata tambien

en los tajidos.~-

La tecria de !lolf ( 1906)(66) exoluye por completo la in-
tervenoidn de enzimas o fermentos en ia ocoamilacibn.idnite la
existencia de tres ooloides en el plasna; a) fibrinéc-eno, b)trom=
béceno( estos dos preexisten en el plasma y son fornados en el
hirado) y ¢) trombozimal originada a partir de las plaquetas, en=
dotelios y leucooitos).Cuanio se altera el equilibrio coloidal
existente en el plasma se Fourma la fibrina a expensas del fibri=-
négeno, serozina y tromhoquinasa floculados; en la sangre habr{a uns
antitroribina que se origina en el higado y se opone a la cocagula=

cibn.~

Bordet ( 1912) (85) difiere en cuanto al origen de la

trombina; para 61 el factor aotivador(citozima) no es una enzima
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sino un lfpidc(lecitina) que s3e une quimiocemente con la protrambi-
na de la sangre(serozina; en presencia de Ch, para formar trombi-
na. La proserozima de la sangre ocirculante constituir{a el grado

previo inmedirto, inactivo, de 1la serozina o protrambina activa,

Howell ( 1916-1925) (44 y 45) presenta la hipétesis de que
en la sangre circulante 88 encuentra presente una anti-protronme-
bina ( heparina en foma de corx lejc antiprotronbina=-protranbinaj
la protrombina necesaria @e separa por a0oién del factor tisural
liberado de las plmuetas., Las reacciones segin lowell ser{an:

Protrombina=-heparina ¢ faotor tisural( cefalina)= protronbina lidbre
rrotraibina Ca = tronbina

Troubina ¢ Pibrindéreno g fibrina
llallanby (1909) (89) y Pickering({1925-19728) (71) oreen que
la protr.:hina so sncusntra fisisoqgolmicanetite cobinada gon el

fibrinbme . en la sangre circulante,-

3ogin Fischer(19,5,1954) (30) la protrombina es umaglobulie
na cuyo punto iscelictrico astd a nH 5,3 y la ticmbina es una
lipopro teina que contiene Ca; la cunversidén le una en otra se
rou.lza con a ¥ sl frotor tisural.Xste (litino es un couplejo de

.

ce'rulina sciuhle en alcohol y un oerebré6sidoe.-

Mo Parlane establaoce la existoncia de olertos TAcotivadores
Lipoides" que hasta n:xra se habian oonsiderado en oconjunto eon

las tromboplastinas.-

leferente a la regulacidén del proceso de ccagulacisn de la
sangre al<unos autores como soyaua y Talate (67) sefialan la noe
table influencia del sistema nervioso. -1 piumero indioca la exis-

tencia de un oentro que acelera y Qtro que retarda la coagulacién,

ubicados en un punto del cerebro intermedio y capaces de ser

inhibidos por la corteza cerebral.-
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Por otra parte el porcentaje de protrombine en la sangre,
puede sor regulado por el sistema nervioso pues, segin Takats, la
histemina cierra y la adrenalina abre los esfi{nteres que ocontra=-
lorean el influjo venoso del hfgado, lugnr de origen de la pro-
trombina; esto explica por qué se produca un descenso de protrom-
bina que aumenta el tiempc de coagulacidén de la aangre, después

de Ja liberacidén de histamina.-

Fibrinl,zenc y £ibrina

wLlnos wuto res crueen gue ei £ibrindgenu se urigina en el
higado; oiros cono Kish y Faludi opinan que el cantro productor
es sl sistera retfculo- endotelial.Fara Hale, linm ¥y Curtis el

régimen alirenticio influve en la oantidad de fibrinbeeno.

e tratn de una globulina von peso molecular de 69.300, es la

proteina menos socluble y una de las riAs lAbhiles del plasma,-

Su ecncentraciin nurral wi ia cangre es de 3 a 6 gre 0/00
oont1dad vor derds su’iciente para el proceso de coagulaocidn,
ya ae las eifras nininmas con 41 corprntibles osocilan entre 0.5
v 1 or por r4l. Lo fibrina 88 aomo herwws visto en todas las teo-
rias de Lo comegulacldn expuestas, un producto derivado del fibri-

n6ggen0 X

Los anfilisis realrizados por )M.Bergnann yC. Niemann(1936)
(2) encuentran en el hidrolizado de le fibrina los sigulontes ami-
noédcidoss 1~ prolina, dearginina, d-l1isina, l=histidina, d-Acido
glutimico, l-8cido aspirtico, triptofano, metionina y oistina.-

La naturaleza quimica de las reacciones qus tienen lugar cuan-
do el fibrindgeno da fibrina en presencia de trambina, es hasta

ahora disoutido.-
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Nada se puede deoir con saguridad sobre las diferencias que
existen antre la fihrina obtenida por aocién del calor y la fore-

mada en pressencia de trombina & partir de fibrinfgenoc.-

Algunos autores zeflalan que la trans’ornacidn de fibrinége-
no en fibrina s el nrimer naso dea un prooeso de naturaleza pro-
teolitioa: la papafna por ejemplo, coagula el fibrinégeno direc-
tamente (86).

Muchas sustanocias que también oocagulan el fibrinégeno son
ocapaces de oxidar a cier%os aninodcidos y péptidos y comc ambas
acoiones parecen ser paralelas(1l6) se ha sugeridc la naturaleza
oxidativa de aquella transrormacién. -1 esta teoria fuese axace
ta geria 16gico entender por auéd las di ferencias quimicas entre
fibrinbgeno y fibrina son aparentemente tan pequeiias.lLa accoién
de 1la trembine sobre el fibrinbieno nc parece terminar con la
formacidr 4e fidbrina(36); el segundc pasv consiste en una de-
sinte; racifn del occé@gilo, una licuacidédn de fibrina, durante la

cual se nrodiuce 2ibrindrono no alterado y tronbina inactivae.e="

Pate se;unde pasc ocurs: bastante fapidaniente revistindo es-
:onial rooertaseia, o1 1as eavidades del cuervo; hay quien rela=-
sicna eszte nnsc Tival de lu accidén de la tronbina, con el origen

d1e las ~rotef{nas dal nlasnma.=-

Fn los hemo?{licos dl fibrindgeno estd en cantidades norma-
las; oomo el tierino de coagulacidn en estos enferros 6sti alar-
gade por alteracién de otros faotores y la vdoracién de fibrinb-
genv se verifica nediante 81 transformaoifn en fibrina, es cone
veniente agregar en estas cirocunstancias una soluoién de trombo-

rlastina para mcelerar el procesdt.-



Protrombina

En general la protrambina es una proteina presente an la
sangre oirculante, capaz de transformarse en trocmbina por ag-
oién del Ca y la tromboplastina; iellamby la considera una neta=
proteina Acida. Para ‘uick(756( su estructura os proieica y con-
tiena 4 % de hidratos de carbuno. Ilste autcr oree que la unién
de dos fretoras esnstituyen 1la protrombina; el faoctor A dismie-

nuye en los rlasnns conservadcs y elB en ciertas avitaminosis;

la unidén so realizaria mediante el 16n Ca.~-

Rl higado parecz ser una de sus prinoipales fuentes de o=

rigen.-

La astabilidad de l= trotromhina en la sangre ciroculante
puede ser debida a su presencia en farma inactival proserozi-
ma de Sordet) o dlen n 1a circunstencia de encontrarse prtegie
de yn ssa comhinada con un anticecapulente( Howell) o formando
coripla Jos coluidales ccn fibrina sueroglobulina y alblimina(le-

llanby, i‘ickering y lieknma).

Bl nivel de nrotrombina en un animal Ando e8 ruy oconstan-
te ( 868) afin despues de hemorragilas renetidas y de un brusoo
oambio de rérien ali enticio. Una naroada hipoprotrombineriia se
proiice en los envenenamientos agudos con féa’oro o oloroforno;
el nivel de pptrombina desciende antes que el del ribrinégeno.
Segin experiencias de ‘aviovsky(67) un franco 44fiocilt en pxtrome-
bina, no imnide la transformaoidén de fibrinégeno en ribrina y s8b-

lo interviene en la vslocidad 4o la nmi rma.-

k) porcentaje de protromhbina en los enfarrios hemofilicos es
ouantitativamente normal; lo misno sucede en todos los plaanas
artificialmente inecoagulables por adninistracién intravenosa de

veptona o por adicién de heparina in vivo.-
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Recientes exnerimentos (60) demuestran que scluoiones pue
rificadas de troribina contisnen una sustanonia oapaz de inacti-
var la protrambina; el agente antiprotroinbico no estd presento
en las soluciores de Ca, protrurbina o tromboplastina empleadas,
lo cual indica que 1la propia trombina en este factor. Zsta gone
clusién es evidente e introduce una uaparente contradicolédn; sin
embargo es anAloge & la de Bunitz ouando afirna que la tripsina
vuade convertir a si precursor, el trinsinbgeo, en una protef-
na inerte.-
rurificacion de -rotr wbina:

Cuando preparaciones de mStpombina
impurua se counviertsn en tronbvina, esta 1liima puoie ser inacti-
vada por trazas e sustancia atid®rdémbica presentes camo impue
rezas; por puzrilicuoiln le ius solucicies de proirombina puede

oevitarse esta dificuliad.-

El plasna se 41luye(B80) y e precipitn la protrombina a
pll 5.3 con acético 11 1 ¢, L p.oecinisade puaste en soluceibn
8e adsorbe con Ng(cﬁ)z ¥y se 1l=vo oon COy; se purifica dializane
do oontre ague destilsda. in un trabajo posterior (82) los au=
tores recomiendan usar COp a 4-6 atmbésferas. ::hbion 89 obtie~
ne una protrombina nds pura mediante fracocionaniento 1soeldotrico de
del producto de la d18lisis a pH 5.6 y 5.3; la protrombina més

ectiva estl en la vltira fracoidn.-
Trombina

No se sabe ain si la transfornacidn de protrombina por ac-
cién de la tromboplastina es una reaceién guinica o enzindtica.-
Schmidt considera a la tromhbina como una enzi.aj liellamby

la llama trombina. -wmick (75) dice que es una albfimina soluble



en agua y en soluoién fisioléaioca.

Walter Seegers afirma (82) que la protronbina y da trambina
son protefnas que contienen carbohidratos. La trombina,como he-
rios dicho, parece ser oapaz no s86lo de preocipisar fibrina a par-

tir de fibrindgeno, sino también de disolver el colgulo.-

La proporoién de trombina presente influye en sl tiempo de
coagulacién, sin embargo segin .uick, es muy pequefia la diferen~
cia de oconcentracién de trombina necesaria para transformar, por
ejemplo un tienpo de coagulacién de una hora en o tro nomel( 4

a 8 minutose.-

Purifioacién de Traombina;
a conversién de protrombina en tram-

bina se hace (82) en una solucidn al 0.9 % de ClNa que contiene
Q.15 % de (NOa)gca; 8e utiliza tromboplastina especialmente pu-
rificada(60) pues los exiractos orudos de érganos contienen tam-
bién sustancias antitrémbicas. La tranbina prepargda se preoci-

pita con acetona, se seca con acetona=eter y se redisuelve en a-

se preoipita n pH B~ 8.3 con &cido acdtioco, obteniéndose un

i
2

residuo de sustancias inertes y un sobrenadante de trombina muy

puma, soluble en aquel pH y relativamente estable.-

Tromboplastina

Se trataré detenidamente este tema en los capi{tulos III y
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Calsio

El i6n Ca toma parte en la activacién de la protrombina,
‘uchos autores observan qus si a una solucién de fibrinbgeno o
a plasma oxalatado se le agrega plasma c¢on protrombina pero sin
Ca, la coagulacién no se produce; al a'gregar Ca se forma rédpi-

damente el c 0dgulo correspondiente.-

Respecto a la naturnleza de la reacoién que tiene lugar en-
tre Ca y protrambina Pekelharing(1892) (70) opinadba que la tram-
bina es un compuesto de Ca y que al reacocionar sobre el fibriné-
geno le tranasfiere este 16n, dando as{ origen a un compuesto in-
soluble, la fibrina. Hammarsten( 1896-1899) (35) no estd de acusr-
do con este oriteric y encuentra que la fibrina contiens sdlo

0.005 % de Ca en su moléoula.-

Loucks y Scott(1929) (51) afiman que 1a fibrina no es un
compuesto de Ca, en cambio este ién es un ocomr onente esencial de
la moléoula de trorbina, por lo que las soluciones de tromb ina
se inaotivan cuando se les agrega oxalato. Eagle(1935) (28) por
el o« ntrarlo, preoipita cuantitativeanenta el Ca de las solucio-
nes de trombina, sin afectar en nada su activida; la oconversién
de protraubina en trombina en ausencia de Ca, puede realizarse
oono tros reactivos como cloroformo y alcohol o tambien producir-

se esponténeamente.-

Ya sea coric catalizador q:ue acelera una reacocidn que puede
oocurrir esponténea pero nds lentarnente en su ausencia, 0 como
constituyente, junto con la protroambina y el factor lipoide, de
la trombina( Bordet, Puchs y ischer), el Ca 8élo, en condicio=-
nes normales no es suliclente para convertir protrombina en trom-
bina en la sangre oirculante; necesita indudablewuiente del faotor

trombopléstico liberado por los tejidos.-



Anticoagulantes;
isten sustancias llamadas antiocoagulantes que

in vitro o inyeotadas en el organiamo son capaces de actuar so-
bre altunos de los factores de la coagulaocidn, pudiendo alargar-
la o inhidirla. La heparina estf normalmente presente en la san-
gre oirculante, aumentando en los estados de shook y despuss de

la inyecoién de peptona.-

La olasificaoién de anticoagulantes de Quick( oitada par
Pavlovsky(67) es la siguiente:
1°) Agentes decaloifioantes:oitratos, oxalntos, fluoruros.
2°) Anti-protrombinas:
a) Heparina( en unién oon un co-factor)
b) Absorbentes(fosfato triocdlolco(Bordet), liidrdxido de lg.
(Buchs), hidréxido de Al(Quick), sulfato de BafDale y
Walpole).
o) duero antiprotrombina espeo{fico, preparado por Tocantins
d) Diocumarina
3°) “ntitrombinas, aparentemente presentes en el plasua sanguf-
neo y oapaces de neutralizar los trozos de trombina foma-

dos. juick no ha comprobado su presencia en la sangre.-

4°) Actuan sobre el fibrinégeno
A) Estabilizadores; a )sales neutras b) Germanina

B ) Pibvrinolisinas; sust. colorantes.

j-"1.tli.opa1:0:_l,ogga de la Coagulaoidn liemof{lica

La mayorfa de los autores adlite en los hemof{liocos:
1) Protrombina: nomal

2) Calcio’ nomal(Nolf,Hess, Saihll, Klinger, Naegeli,Morawitz)

3) Fibrinbgeno: normal( sahli, 0.35 a 0.66 %, Wohlisoh 0.43 %).



Upitz 0.86 a 0.55 % Howell, Castex y
Pavlovaky)

4) Anticoagulantes; normales ( Nolf, Addis, Minot Lee) ligera-
mentes disminuidos(Howell, Fvans)
aunentados (Weil,Feissly, Tocantins)
(\mick Pavloveky).

5) Plaquetas’ normales o li -eramente aumentadas (3ahli, Fonio)
6) Trombina: casi normal( fonio)

El tiempnode coagulacién de los hemofi{licos se acorta oon
el sagregado de extractos de tejidos( tromboquinasa), de plaque-
tas normales' trombozima) o de plasma normal( trombégeno y tram-
bozima) .E1 agregado de elenentoa figurados de sangre hemofilioca

no acorta el tiempo de ocoagulaoidn.

La ocoagulacidén hemofflica presenta las siguientes caraoc-
teristioas; los oopos de fibrina aparecen lentamente y la oconso=-
1idaoibn del ocodgulo se realiza har as despuds de enpezado el pro-
ceso, elque concluye normalmente. El cofigulo no es muy oonsis-

tente.-

En general, para expliocar las defioiencias de la coagulaoidn
hemof{lica aparentemente causadas por una disminuoién del factor
tromboplastioco, se aceptan tres teorias(68)

1) Déficit de tromboplastina

Sehmidt en 1893(citado por uick(75) encuentra que el agre-
gado de sustancias simoplasticas acorta el tiempo de coagulacidn
de los hemofilicos.3ahli(1905) (76) dice que en los tejidos de
los hemofflicos faltan las sustancias estimulantes de la coagu-
lacién; esta sunosicién ha sido rechazada de acuerdo a la ine
vestigacién en cadiveres ( Gressot, Plant). Ueilala tambien
Sahli que la snnere hemof{lioa™ presenta un déficit en la com-

posioién quinica de sus elementos figuradoa" pero sin preoisar



oculfles son. Fn efeoto, la adicién de elementos figurados noma-
les acelera el tiempo de coagulacién en los hemof{licos, lo que
no se oconsigue cuando estos elementos provienen de sangre hemofi-

lica.~

Muchos trabajos publicndos a este respecto conoluyen que
en la sangre normal entera existe una sustancia { fracci6n glo-
bulina) que acorta el tiempo de coagulacién de sangre hemofflioca;
la misma fracoién extraida de plasma hepofilioco tiens poco poder

coagulante( 68).

2) Exoesiva estabilidad de las plaquetasque determina una lenta

liberacién de tromboplastina.

litnot y Lee en 1918(84) oonfirman los hallazgos de Fonio
en 1914(33) y suponen que las plagquetas hemofilicas, son anore
nalmente resistentes y que liberan mds lentamsnte la trouiboplas-
tina; s1 se destruyen las plaquetas hemof{licas por medios mecé-
nicos la sangre coagula normalemente ( lLafleur). Rstudios poste-
riores de Howell (1939) (48) y Quick en 1942(85) refutan aquella
hipbtesis.~

3) sdumento de las sustancias anticoagulantes que impiden la nor-
mal acoién de la tramboplastina producida. e oree que la anti-
trombina y antiprotrombina estan aumentadas, Tocantins en 1942
(84) y Pavlovsky en 1947 (68) entre otros autores, oreen en la

presencia de antitromboplastinas en la sangre hamof{lioca.-




C AP IT UL O I

SUSTANCIAS TROMBOPLASTICAS

Segln 1o expuesto anteriormente, el factor que junto oon

el Ca es responsable de la transformacién de protrombina en trom -
bina aotiva, necesaria para obtener fibrina a partir de fidriné-
geno, ha reoibido varios nombres desde su descubrimiento. 56 lo
ha llsmado tranboplastina o sustancia trombopléstica(Nolf, Howell)
oitozima(Bordet y fuld), tromboquinasa (Morawitz),sustanoia zi-
mopléstioca ( Schmidt), prote{na trombopléstica ( Chargaff, Cohen)
y oitozimfosfétido(Howell, Piokering, Fuchs).

Esté contenida en muchos te jldos animales ejeroiendo su ace
0i6n ocougulante en la sangre, extravascular en caso de heridas;
su presencia en las plaquetaus es8 robablemente la causa nrincipal

de las coagulaciones intrivasoculares.-

Alejando Schnidt en 1913(79) enocontré que los axtractos
alcohé6licos de te jido hepgtioo. 86008 y luago ernnulsionados oon
agua tienen la propledad de ncelerar el proceso de enagulaocion

de 1la sangre. iste factor activo, terricestable y muy soluble en

aloohol y eter es llamado sustunecia tromboplfstioa (Nol®) o zi-
mopléstioca (Schmidt).



El autor juzga que se trata de un fosfdtido probable-
mente una cefalina, presente en las ple quetas y en muchas o tras
c8lulas del organismo.lLa sustanoia zimopldstica es nuy = luble
en alocohol, eter y toluol y ¢asi insoluble en acetona anhidra,

pero bastante soluble en 8ata en presencia de agual6).

Las plaquetas tienen especial importancia en la ocoagula-
01én intravascular y extravascular; en genoral se las considera
ocomo los finicos proveedores de la tromboplastina del organismo
¢ tal vez ocon ayuda de los leucocitos pero estos en nenor esoa-

lae~

Los 1ipidos de las plaquetas han sido extrafdos y analiza-
dos en 1936(8) observAndose un alto cantenido en colesterol y fosf
f4tidos y pooo pa ocentaje de glioéridos. Los fosfitidos extrai-
dos poseen alto poder ocoagulante, en canbio las fracciones solu-
bles en acetona y cloroformo son enteramente inactivas;la: fraccién
cefalina notablemente mAs activa que la lecitina, em la responsable
de la propiedad trombopléstica de aquella sustancia. Se observa
ademds que la actividad de la cefalina, es paralela a su contenido

en &cidos no saturados.-

Hay un hecho ourioso y ea que lés extractos acuosos de
plaquetas agotadas por disolventes orglnicos, alargan conside-

rablemente el tiempo de coagulacién de la sangre.-

Un oomportamiento anornal de las plaquetas sanguineas po-
dria ser, segin aquellos heshos experimentales, la causa de Mmu=

chos trastornos fisiolégicos; en efecto, la diferente permeabili-
dad de aquellas para el acotivador o el inhibidor de la ooagulaoion,
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tanto como la ausencia de uno u otro en determinados casos pa-

toldgicos determinarfia el tiempo de ocagulaoién de un individuo.

En 1912 Howell(43) estableoid. que el prinoipio aotivo
presente en los axtractos etéreos de cerebro desecado o timo,
es un fosfdtido con las propiadades generales de la cefalina;
para Howell el efecto trombopldstino de aquel fosfélipido extraf
do de los tejidos animales, se debe a la neutralizacién de la

fracoidén antitrombina.=

El hecho que cefalinas de origen vegetal tengan aotividad
tronbopléstioca(8) es muy signifioutivo e indica que ®e trata de
una propiedad caracteristica de la cefalina y no debida a un
faotor coagulante contenido en los tejidos animales y presente

en estos fosfitidos como impureza.-

la yenn de huevo ocontiene lecitina sin ningin efecto coa=-

gulante y una pequefia fraooién de cefalina activa.-

Jay Mo Lean en 1916(58) prepara cefalina pura y confirma
aquellos resultados, estableciendo 'ue la acotividad tromboplés-
tica &8s una propiedad intrinseca y maroada de la cefalina y no

atribuible a ningune impureza.-

Eate principio obtenido de oerebro, higado o ocorazdn,au-
menta la acolén trémbica del suero fresco, rnientras que otros
fosrfitidos como leoitina, esfingomielina y cuorina son cample=-

tamente inactivos.-

El mismo investigador en 1917(58) advierte que la cefali-
na posee mayor efectividad para acelearar el prooceso de coagula-
oién de la sangre, immediatamente después de aislada de tejidos,

oerehro yema de huevo, higado o misoulo de corazén.-



Tanto la ocefalina impura ocomo la pmrificada plerden su oa-
pacidad trombopldstica cuando se las deJja mucho tiempo a tempera-
tura ambiente y afin oonservdndolas en desecador. Cefalina con dos
afios de antigiliedad es completanente inactiva, ain cuando recién

preparada tuviera maroado efecto coagulante.-

La cefalina se considera un fosfdtido no saturado y se veri-
fica que su actividud trombopldstica guarda relacién directa ocon
el grado de no saturacién; cuando por oxidacién o reducocidén se la
satura mds alld de un cierto limite, pierde completariente aquel

poder, llegando hasta retardar la coagulacién.-

La conversién de protrombina en trombina con cefalina, es
8in embargo incompleta y requiere mucho tiempo durante el ocual
parte de la tranbina formada se desintegra(8l); los extractos
salinos orudos de tejidos y los despojados de sustancias anti-

trémbicas presentan mayor actividad

La conocepcibén pri~iaria de la eatructura de las ocefal inas
oomo gliodridos amino-etil fosforilados, distintos sélo en cuan-
to al tipo de los Acidos grasos presentes, parece no concordar
con los s ctuales descubrimientos. En efeoto se encuentra(3l)que
la cefalina preparnda de cerabro de buey; sontiene 40-70 % de su
nitrégemo en foma de un alfa aminodcido. Es una variante grande
ya que se orefa que todo ol nitrdgeno estaba en foma de etanola-

mina.-

Se ha identificado ocomo serina por lo siguiente:

a) da la reacoién oaracteristica de los alfa amino&ocidos libe-
rando simulténeanente, al ser tratada oon ninhidrina, canfi-
dades equimoleculares de anhidrido ocarbénico y amonf{aco.

b) reacociona como los acidos hidroxsminados con periodato al-

calino desprendiendo NHg



o) tratado ocon ninhidrina libera aldehido gliedlico, con el

nisao rendimiento dado por serina en experiencias de control.

El hidroxiamino Aoido de la cefalina estd aparentemsnte unie
do al resto de la moléocula del fosfdtido por una unién de ester
a traves del grupo hidroxilojefectivanents, haciendo reaccionar
cefalina intaota ocon fcido nitroso, se deduce que los grupos COOH
y NHz se encuentran libres.-

Los autores afirman tanbien de acuerdo a su experiencia,que
no se truta de una impureza de la cefalina, sino de un conati-
tuyente esencial.En cuanto a la presencia sirulténea de las dos
sustancias en la cefalina, puede ser que se encuentren prefor-
nados en el ocerebro de buey o que la etanoclemina haya sido ori-
ginada post mortem,por descarboxilacién del constituyente seri-
na.-

Las bases de los fosfolipidos han sido determinadas también
por el mdtodo de la diluocidn del isdtopo(l2); estos experimen=-
tos indican la existencia de por lo memos otra base primaria dis-

tinta de los conocidos o0 de un hidroxiaminoédcido.-

En 1942(32) Foloh encontré que la fraccién cefalina de los
fosfitidos de cerebro, siempre considerada ocono un compuesto de-

finido, es una mezola de fosfAtidos.~

Las tres fracciones presentes en la cefalina de cerebro sont
a) fosfatidil serina, b) un compuesto con la composiocién prima-\
siamente atribuida a la cefalina y que se llama fosfatileta-
nolamina ¢) una mezcla de fosfiAtidos, uno o mds de los cuales
contiene inositol como oonstituyente.-

En 1943(90) Jdoolley aislé del pproto de soja el lipositol,
un fosfolipido conteniendo imositol 18 %, galactosa 15.8% fcido
d-tartdrioco 8.3 %, &cido oleioco 23.6 %, &cido fosfSrico, etanole
anino y una mezola de Acidos cerebrénico, palm{tico y estelrico

de peso equivalente al del Acido oleioo.



Con motivo de esto3s recientes descubrimientos seria inte-
resante inveatisar la estructura de la cefalina de protefinas trome

boplastioas de distinto origen.-

Como hermos dicho, la cefalina libre acelera 8l proceso de
oocagulacién de la sangre; idéntica proptiednd tiene cuando se ene
cuen tra combinsada con una proteina.Rl grupo funcional responsa=-
ble de este efecto no ha sido identificado, pero para poder ac-
tuar parece que necesita en su moléocula la presencia de &cidos

grasos no saturados,-

Los venenos de serpientie poseen ciertas onzimas capaces
de separar 1los Acidos grasos no saturados de loa fosfdtidos,
dando origen a los llamados lisofosfdtidos con propiedades he=-
moliticas caracteristicas(9). E1 veneno de oulebra de casoabel
(3) destruye el poder tromboplastico de amulsiones de cefalina;
el veneno de oobra inactiva la ocitozima (37). EiChargaff.S.Cohen
(9) realizan interesantes experi entos para obtener 1lisofosfa-
tidos a partir de distintos suatratos y observar la influencia
de los compuestos formados, en ol proceso de la coagulacién san-
guinea. Enouentran una anormal resistencia de la cefalina para
ser convertida en lisccefalina, en contraste con la natural pre-
disposicién de la lecitina; este distinto comportamiento ante el
ataque de los comple jos enzimﬁtioop de los venenos de serpiente,
es otro ejemplo de las diferenoias existentes entre estos fosfé-
t1dos.-

Ni la lisolecitina ni la lisowefalina tienen acoién sobre
el tiempo de coagulacién, en contraste con la notividad trombo-

plaAstica de la cefalina.=-

Hace mucho tiempo que se conoce qQue 8l proceso de coague

laoibén de la sangre se activa en presencia de te jidos.-
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En 1902 (1) Arthus demuestra este hecho en la sangre de Rmu~-
miferos.Encuentra qua la adicién de extractos salinoso aouosos
de tejidos como tino, mfisculo, cerebro, testiculo, ets. provoca
la réplda ooagulacién de sangres que de ordinario lo hacen muy
lentamente; tal es el caso de la sangre peptonizada de los perros
¥y la de péjaros extraida ocon cuidedo de los vasos sanguineos pa-

ra que en ningin monento se nonga en contacto con los tejidos .-

El principio activo presente en estos %ejidos llamado suse
tancia tromhopléstica es soluble en agua, terriolébil y de natu-
raleza aparentemente proteioca, pero su forma de actuar es seme-

jante a la de la oefalina aunque nfds efectiva.-

£l modo de acocién del faotor tromboplfistico no estd afin bien
diluocidado.-

Bordet considera(4) que la trombina es un com>uesto entre

protrombina, caloio y un lf{pido trombopldstico(citozima).

Para ocomprobar si asi sucede o sl estas sustancias aotfian
de manera distinta, se hicieron interesantes experiencias ocon
el isbtopo radicactivo P3§(10); para ello se realiza la conver-
sién de protrombina a trghbina bajo la influencia de la proteina

tromboplAstica, como aparentemente oourre : in vivo.-

Se¢ usa tromboplastina radiocactiva que se aisla de ratas a-
limen tadas con POgliNap radioactivo, por un nétodo de Chargaff y
8ohen ocuya publicvaocién se anuncia; en presencia de este prepara-
do aoctivo ne realiza la transformfcién de protrombina en trombina.
La radioactividad 49 la trombina obtenida, se comnpara con la de
otra solucién especialmente preparada y usada coro contralore

Estas experiencias parecen no confirmar la hipdtesis de Bordet,



pues es tan pequefia la oantidad de sustancias con P, transfe-
ridas & la trombina formada, que s88lo puede ser deterninada por

este método.-

Segln Howell(47), para que el factor trombopléstico actie
68 necesario que se combine con un anticoagulante, por ejemplo
heparina, presente en la sangre oirculante como corpple jo hepae

rina-protrombina, y deje protroibina en libertad.-

La heparina parece no ser an ocompuesto quimicamsnte defi-
nido, 8ino un ester nucoitinpolisulfirioco(49).No est& bien acla=-
rado si su poder coagulante proviene de oierta afinidad quimica

definida, o de su gran oarga i6nioca.-

El pulmén es el Organo mAs rico en heparina. Holmgren y
Wilander(38) sefialan a los mastzellen( baséfilos)como la fuente
originaria de la heparina; posiblemonte sea el oonstituyente

de las gronulacione: baséfilas.-

La hipétesis de Ilowell aparece como no probable, pues ouan=
do se trata heparina oon protefna de pulmbén, se forma un comple-
Jo heparina-protef{na dotado de una efeotiva acoibn anticoagulan-
te; esta capnoidnd de combinaocibén de la heparina parece provenir
de su alta carga eléctronegativa(l4). Durante la reaccién se li-

bera cefrilina de poder levemente coagulante.=

Para que la heparina aotie neceaita de un factor, eloom-
plemento de la heparina, presente en la fracoién alblimina del
suero(74), no 1déntica a la albdmina oristalina(l4), ni reem-

plazable por el constituyente proteico de la tromboplastina(ll).

Con excepcién de la aldblimina cristalina todas las fracoio-

nes albliminas probadas son aotivas. Ll natural inhibidor de la

coagulacién seria pues un complejo de albljina cuyo grupo prosté-



%100 e8 la heparina. Preparaciones de albimina de plasma, en
presenoia de hepuarina, pueden ser electroforéticemente separae
das en tres fracoiones de las cuales s6lc la répida y nedia con-

tienen al complemento de la heparina.-

La heparina necesita de este complementu: a(pura impedir la
aocién coagulante de la trombina sobre el fibrinégeno y b) para
inhibir la converaién de protrombina en trombina por destruccién
de la tromboplastina. Zs probable gue la primera acoibn citada
tenga lugar en sangre aislada o circulante y que el segundo e-
feoto oocurra en el sitio de una herida, donde grandes cantidad-

des de tromboplastina son liberadas.-

El poder anticoagulante de la heparina esté relacionado con
la ooncentracién relativa de trombina y del complemento de la
hepurina(9l), de medo tal que el nroceso de coagulaocién en un
sistema que contiene fibrindgeno, heparina y trombina, puede de=-
pender exclusivamente de la conoentracién del complemento de

la heparina.-

El ocamoortamiento” anti-protrémbioco™ ds la heparina no esté
del todo aceptado(7). lellanby y ‘mick indican que la transfore
maocién de protrombina purifionda en trombina, puede realizare
se afin en presencia de heparina, Para entorpecer aquel prooceso par
rece necesaria la presencia de oierto factor presente en el plase
me, no dializable, pero de identidad desconooida. Ni la heparina
ni el factor por separado impiden la fomacién de trombina. En
1836 ¢uiok(73) encontré que en el shook aque se produce al inyec-
tear peptona, aumenta enomenente el tiempo de coagulacién, debido
a la presencia de una antitronbina parecida o idéntica a la hepa-

rina y ocompletamente distinta de la antibrombina normal de la san~

Y0 .=



Un efio después Bagle, Johnaton y Ravdin atribuyen el
marcado aumento del tiempo de ocoagulacién en el shock,anafi-
l4otico(74) a una antitrombina similar a la obtenida afiadien-

4o heparina 4l plasma.-

Quiock oree que la antitrombina nomal de la sangre es
una albimina que neutraliza lentanente a la trombina, sin mo-
lestar la coagulacién normal, ya que el fibrinégeno tiene ma-
yor afinidad por la trombina que por la alb(nina. La afinidad
de la albimina por trombina se acrecienta notablemente en pre-
sencia de heparina, resultando que en pocoa ninutos tada la trome
bina se habréd combinado con el ocomplejo heparine-alhimina en

vez de ocoagulsar al fibrinégenc.-

La alblmina calentada a 67° C no es capaz de neutralizar
la trombina; no se observa entonces al afiadir heparina a la san-
gre ninguna sccibén antitrémbica, lo que confima la hipbtesis de
que la hepsrina sfla no es una antitrombina, sino un simple ace-

tivador de la alblimina.-

Hay también evidencia de una reaccién entre la heparina
y las glodbulinas del plasrna(l4). Continuando las oconsideracic-
nes sobre la manera de actuar del factor trombopléatico, dire-
mos que otros autores lo consideran una onzina capaz de catalie-
gar la transformacién de protrombina en trombina; esta opinién
es sostenida por el hecho experimental de jue la tripsina(28),
ciertos venenos de culebra ( Bothrops atrox, vipera russell,
Noteohis acutatus)(27) y (63) y otras enziias proteolitioas pue-

den tarbien actuar scbre la protrombintie-

Algunos venenos de serpientes tienen accibén efectiva so-

bre la citozima(4l) por lo que impiden la fomacién de trombie



na; el veneno de cobra es un ejerplo.Cate veneno actiia tambien

aunque con menor intensidad, sobre la protrombina(40); pero por

otra parte activa considerablemente la coribinacién trombina-£1ibri-

négeno.Los venenos coagulantes tienen al parecer rpropiedadesde

trombina, inyectados in vivo en dosis muy grande:s nrovocan la coae
gulacién de la 3ansre en todo o parte del aparato oireulatoric.

Cuando la dosis inysctada es pequefla a la fase positiva en la

que la coagulacién aumenta por accidén del veneno, sigue una fae

se negativa de incoagulabilidad debido a la momentdnea dempari-

eién del fibrindgeno(48)

Ragle on 1937(27) estudié 17 venenos de serpientes y en~
oontré que 9 de ellos podfan cvagular la sangre oitratada; 7 de
esos 9 podfan ccnvertir el fibrinémeno en una sustancia insolu-
ble semejante a la fibrina( Bothrops atroz, Bothrops jararaoca.
Bothrops nummifera, orotalus adamanteus, crotalus horridus, Cro-
talus terrificus basiliscus, crotalus terrifiocus terrifiocus.).
El medio Optimo para la coagulacidén se enoontré para tres de
ellos en pH 6.5, el niamonocesaric para que la tromdbina aotie
sobre el fibrinbgeno. Sin embargo la oapacidad de estos venenos
de ocoagul'r el fibrindgenoc, no es afectada por la antitrombina
que se produce Jdurante el shock anafiléctico, lo. jue no oourre

con la trombina,

Adenés de coagular el fibrinfgeno directamente, tres ve-
nenos{ Bothrops atrox, Bothrops jararaca y en menor extensién
Cro talus terrifious basilisous) actuaban tambien sobre la pro-
trombina convirtiéndola en trombina, sin intervenoién de caloio
0 plaquetas. Otros venenvs que no tenfan accién sobre el fidbri-

négeno purificado también oconvertfan protromhina en tromhina.-

La cantidad de veneno necesaria para transfo mar la

protrombina era en algunos casos extraordinariamente pequeﬁa;ali



el Bothrops atrox era activo alin en diluciones de 1:28 millones,
mientras que el de Nutechis Joutatus aatuaban en diluoiones de

1l en 4 nillones. L1 autor oree que la propiedad de coagulacién y
destruccidn del fibrinégenoc y la de activar y destruir la protrom-
bina que poseen estos venenos, depende de las enzimas proteoli-

ticaes que contienen.-

De acuerdo con este carfdoter enzimfitico atribufdo a esta
reacoién,algunos autores hablan de trorboquinasa nids que de sus-
tancias tronboplfsticas al referirse a los axtractos aloohblicos,
e térecs, acuoscs y salinos de te jidos, plasuetas y algunas frao-
oilones de plasma, qe poseen la propiedad ocorin de transformar
répidamente la protranbina en trombina en presencia de Ca y len-

tamente en su ausencia.-

Otros autores observan en cambio gque la tromboplastina se
oconsume cuando reacciona con protronmbina en praesencia de iones
Ca(6l), luago hay que suponer que no se trata ya de una enzime
capaz de transfomar 1limAtadas cantidades de protrombina en

trombina.~-

Si se parte de un exceso de protivmbina se encuentra que
la trambina ohtenida es direotamente proporoional & la ocantidad
de tromboplastina enpleada; si la tromboplastina es la que esté
en exceso, la cantidad de trambina formada es proporcional al

peso de protrombina utilizado.=-

En 1937 Patek y Taylor aislaron de plasma humano normal
(28) mediante diluoidén y precipitacién a pH 5.5 o 6, una globu-
lina termolAdil, soluble en solucién salina ieoténioca y que acor-

ta el tiempo de coagulacién de sangre hemofflica in vivo e in vie-



tro. Dializando plasma humano normal, se obtiene una euglodbulina
activa. Similares fracciones preparadas ocon sangre hemof{lica son

inactivae o de efecto nmuy Aébil.-

El factor aotivo parece ser distinto de la »rotrombina
¢ trombina y también de la tramboplastina de los tejidos pues
pasa ffoilmente a traves de filtres Berkefeld y no tiene accién

aceleradora sobre el tiempo de coagulacién de sangre normal.-

Muchas substancias preparndas sintéticarniente son capaces
de coagular el fibrindpeno y fomar cofsulcn ms o menos pareoi-
dos & loa de fibrina(l6). La ninhilrina(l3) da cofigulos firmes,
la aloxana y el aldehido salfoilico son taibi&n capaces de ocoa-
sular el fibrinfgeno pero son menns activos; la oloramina T da ood-

gulos flojos.~

Le sal sddioa del Aoido sulfénico 4 de 1l-2 naftoquinona y
la sal de potasio del &cido sulfénioco 2 de la l-4 naftoquinona,
producen a partir de soluciones de fidbrindégeno purifiocado, fire

mes cofgulos a 30° y pH neatro.

El tierpo de cnagulacidn cuardo se usan estos preparados
sintéticon derende de la concentracidén de 8stos y de fibrindge
no y la retencién del colgulo se produce mhAs réapido yue cuando
el fibrinbgeno es coagulado por trombina. Ho se necesitan iones
Ca ni factor trorcibopllistico.’e oree que la accidn ccagulante de
los agentes sintéticos sobre el fibrinbgenc, se debe a una cxidee
0ién de los grupos aminoacilados o sulfhidrilos de la proteina

o0 bien a una combinacién de ésta con el coagulante artifioial(l6).

Pooas sustancias como el glutatién y el bisulfito de sodio,

impiden la acoibén de los agentes sintétiocos estudiados.-



CAPITULO IV
4
PRUTEINA TROB.BOPLASIICA K i'ULEUN VACUNU

La prote{na trombopléstioca estd cont enida en muchos te-
jidos animales y acorta el tiempo de ooagulacién extravascular,

en oasc ‘1@ heridgg.=

liediante solucicnes malines se la extrae de diferentes
fuentes orgénicas: placenta y pulmdn vaounos y humanos, saliva,
leche de mijer, cerabro de conejo, bazo, timo, testiculo,misculo

ato.~

En general los estudios de es3te factor activadeo de la
ooagulacién sanguinea, hen sido realizados sobre protéfna trom-

bopléstica extraida de pulmén vacuno.-

El factor termolébil contenido en los extractos acucsos de
te jidos, de neturaleza aparentemente proteioca, acelera la occva~
glacién de la sangre en forma similar alos fosfatidos, siendo

sin embargo mucho més potente que la eefalina.-

Woolridge(89) considera a esta sustancia como una protef-

na oompleja, una fosfoproteina.-



Howell en 1912 deriostré que la Bustancia activa de los te-
Jidos tiene las propiedades generules de una cefalina y en 1916
Mo Lean (68) lo confirma, puntualizando que esta propleded es

caracteristioca de la oefalina y no debida & impurezas.-

Jeymour S. Cohen y %rwin Chargaff(20) extrajeron la protef-
na trombopldstica de pulmén vaouno con solucidén rfisiolbgica,
purificéndola mediante sucesivas preoipitaciones oon 804(NH4)2
seguldas de didlisis y liorilizaoidn.

Obtuvieron asi{ preparaciones termolébiles, de alto valor
trombopléstico; esta propiedad se pierde por tratemiento ocn
aloohol.-

Contienen C.8 a 1 % de P, 11.5 a 13.5 % de N y alrededor
de 1 % do S.-

La labilidad al calor de este factor soluble en agua, dis=-
minuye en las preparaciones purificadas, lo cual purmitir{a satri-

buir aquella proviedad a las impurezas presentes.-

Esta preparacibn fué observada en un aparato de electrofore-
sis de Tiselius(22); em 90 a 95 % homogénea segin se desprende

de su comportaniento eleotroforéticc y puede cer purificada.-

Los experimentos sonfirriaron de que se trata de una fosfo-
lipoproteina e contiene 16 a 20 % de Ifosfétidos y 2 a 3 % de

écido nucleico.-

Bl &o01do nuocleico es al parecer el ocomonente répido, pe=-
ro como se cbtienen muy pequefias cantidades de 61, la oomproba=-
cién de su identidad es indirecta. Las relaciones MsP encontra-
das permitirian suponer la pre:encia de algunas impurezas protefia

ocas en el componente veloz; dada su gran movilidad en el campo é=



18ctrico el fcido nuocleico parece constituir una megzcla f{sioa,.-

E]l resto del I’ se encuentra en sl ocnmponente lento 00~
mo P lipofdico, lo cualfindica que los fosféitidos estén firme-
mente lirados & la protefna, que tiene aprrentenente un alto pe-

80 moleoular.-

Una soluoién e este comnonente lento, eleotroforética-
mente horiogénen, axaminada en una uliracentrf{fuga es heterogé-
nea y todos los 1{mi tar ohservndos precentan altas constantes
de sedimentacién, que corresmonderfan a fracoicones proteicas de
peso moledular del orden de varios cisntos de miles; la heteroge-
neidad observada se atribuye a las ranipulnciones quimicas reali-

zadae para preparar esta tromboplastine.-

Ehargaffl, Moore y Bendich(1942)(15) preparan proteina
trocboplastica de gran potencia, por sedimentacién en la ultrea-

centrifuga, de extractos salinos de pulmdn vaouno.

Por este négodo, obtienen preparaciones homogéneas en
le 08lula electroforética y como se evitan las manipulaciones
necesarias en el método primitivo, se impide una posidble alte-

racién de la proteina.-

Las preparaciones de proteina trombopléstica as{ obteni-
das poseen la mAs alta actividad registpada por Ghargaff; ocone
tienen menovs N y mas I’ que las ajialadas por preoipitacién oon
sal. Tienen uctividad enzimféitica y una narocada accidén de foas-
fatasa, en ocambic los resultados raeferentes a una accién seme-
Jante a 1la ds la tripsina, no son nuy oonvincentes; la tripsi-

na oristalina en cambio posee propiedadesn tromboplAstiocas.-



Considerando el poder activador de la cefalina en el pro-
ceso de la ocagulaoién, es interesante estudiar el contenido

en fosfitidos de la proteina trombopléstica.-

Cohen y Chargaff (1941) (21) realizan su extracoeiln oon
alocohol-eter; a) de una solucién & Ph alealino b) de una pre-
pracién liofilizada y lavada ocon acetona, para extraer los es-
teroides glicfridos neutros y esteres de esteroides presentes.
Seperan una fracocién insoluble en eter en la que aislan esfin-
gomielina y una poroidn soluble en eter que se puede dividir en:
una parte soluble en aloohol(lecitina) y otra insocluble en alcohol
(cefalina).

Las fracciones "leocitina" y cefalina" muestran conside-
rable accién aceleradora de tiempo de coagulaoién; igual en

ambas fracoiones.-

Demuestran tambien que la propiedad de aotivar la coagu-
lacién sanguinea, reside 86lo en la parte de protef{na trorbo-
pléstica soluble en eter e insoluble en acetona, pues la frace
cién proteioca libre de P lipo{dico no posee ninguna actividad
trombopléstica (20) (21).

Las sustanocias aotivas se hidroligzan encontréndose fcidos
grasos, 8cido glicerofosforico( en alfa y beta formas) y bases
Contienen Acidos palmi tico, estedrico, oleico y otros &cidos no
saturados con una doble ligadura.-

Las fracciones leocitina y cefalina tienen pequeilas cant i~
dades de etanoclamina y probablemente un dcido hidroxiaminado o
uha emina primaria distinta de la etanolamina; sugieren los au~
tores la posibilidad de que la actividad trombopléstica de la oe-

falina aisleda de los tejidos, esté relacionada con la presencia

de estas sustancias desconocidas.



Con el objeto de investigar las propiedades biolégloas
de la tromboplastina y la naturaleza del efecto anticoagulante
de la heparina, E, Chargaff.M.Ziff y S.Cohen (11) realizan ex-

perimentos oon ambas.-

Cuando se trata heparina oon proteina trombopldstica de
pulmén, se produce el desplazamiento de los fosfdtidos oonte-
nidos en ésta y la formacién de un compuesto heparina-proteina.

La alta oarga electronegativa de la haeparina favorede su
combinacién ocon aquelle proteina y ocon otras corw histona y sal-
mina, siendo sin embargo distintas las propledades de los cam-
puestos obtenidos. En efecto, al unirse a la heparina la pro=
teina tramboplésticea pierde su alto poder coagulante y el com-
plejo heparina-proteina obtenida ejerce una activa acoién an-
ticoagulante, mientras que los sistemas igualmente formados,

ocon histona o salmina, son biolégicamente inactivos.-

Esto demuestra que ocuando la heparina reacciona con his-
tona o salmina plerde sus propiedades anticoagulantes, en came
bio laprotefna de la tromboplastina al unirse oon ella, no des-

truye su poder biolégico caraoteristico.-

Algunos autores (46) sugieren que el efectoanticoagulante
de la heparina proviene de su reaccidn con la cefalina o trom

boplastina, pero la experiencie no ha confirmado este oriterio.

Como hemos dicho anteriommente se ha encontrado que la he-
parina no actia sola, sincv nediante un factor presente en le
fracoién suercalblimina pero no idéntioo a la alblimina orista-
lina; este factor alblmina aderifs, no es sustituible por la proe-

teina de la tromboplastina(ll)



La formaoién de ocomplejos heparina- tromboplastina parece
ser el modo de acoidén de la heparina, sobre todo en el sitio
de una herida, pero como las propiedades anticoagulantes de és-
ta impiden, oomo se ha dicho, no s6lo la formaoién sino la ao-
0ién de la trambina, los autores piensan que existen otros me-

oanismos de reaccidn.-

La unién de la heparina ocon la protefna trombopléstioca,
deja cefalina en libertad, y ésta tiene por su parte una dé-
bil acoién coagulante.-

E. Chargaff, A. Bendich y S.S. Cohen(1944) (17) prepa-
ran pro te{na trambopléstioa por ocentrifugaocibén de extractos de
pulmén vacuno, en una centri{fuga International ocon refrigera-
0ién y equipada oon el dispositivo Multispeed; cuando usan gran~
des volimenes de naterial, oombinan este proocedimiento con una

sedimentacién preliminar en una supercentrifuga SEarples.-

Se ha visto ya (15) que en la ultracentrffuga se obtienen
preparaciones homogéneas en cuanto a su conduota eleotroforéti-
ca y a 8u velocidad de sedimentacién; en esta trabajo(l7) se ha-
bla de fracciones electroforéticamente homogéneas y provistas
de gran actividad coagulante, pero heterogéneas en cuanto al
tamafio de las particulas. En algunos casos 00,0003 gemnas de pro-
tei{na tromboplastica tienen notable aotividad coagulante.- Es-
tas preparaciocnes contienen alrededor de 7.5 %$ de Ny 1.6 % de P
la fraccién lipofdica tiene alrededor de 1,3 % de N y 2.5 % de
P, fndice de iodo 50.8 y 19.1 % de colesterol total, no habien-

do prficticamente ésteres del colesterol.-

El residuo de la extracoién de los lipidos consiste en

proteinas, hidratos de oarbono y 4cido nucleico del tipo ri-

bonucleico, el ocual parece estar unid al resto proteico por



lazos muy l4biles, oomo oocurre en sl virus del riosaloco del ta-
baco(23) Esto harfa pensar que el acidonucleiococ se encuentra

més bien como impureza que como auténtico ocomponente.-

Es interesante estudiar la naturaleza de las uniones en-
tre los distintoe comnonentes de esta sustansia y aclarar si
ge trata de una lipowteina es deoir de una sal verdadera, o
de una simple ascciaocifén r{sica. n general este aspsoto ailn
no esta bien aclarado. La relativa estabilidad al oalor de estas
preparaciones pernite suponer que los lipidos e jercen una ao-
tividad protectora, oon lo que la antigua distinoién entre el
factor lipofdico, terroestable y el factor proteico, termnolé-

bil, plerde algo de su fuergz@.-

Se observé tambien que una poroién de esta proteina pue-
de ser digerida por enzimas proteocl{ticas; se sefiala la posib-
bilidad de que el alto contenido en lipidos proteja el resto

proteico del ataque enzimAtico.-

Mo Farlane(52) observdé que los li{pidos del susro, que
habitualmen ts no son solubles en eter, se solubilizan cuando una
mezola de suero y eter se oongela a =85° C y luego se deja des-
hekar. Basados en esta observaocién, los autores (18) realizaron
la desin .egraoién de la proteina tromboplastioca congelando en
presencia de eter y obtuvieron ocuastro fracciones distintas. Cuan=-
do los experirentos de desinterracién se llevaron a oabo con e~
ter conteniendo 10 % de alcohol, se comprobé una pérdida ocasi

oconpleta del poder coagulante.-

Estudios oon rayos alfa de sustancia similares acusan la
presencia de pequeflios depdsitos de proteinas entre léminas bi-

noleculares de 1f{pidos; esto permitirfa suponer una ordenaocibn



regular en el complejo, de moléculas cuyo tamafio es condiciona-
do por los espacios interoelulares donde se originan. De acuer=-
do a los experimentos de desintegraocibém a los que acabo de refe-
rirme se ha podido apreociar la importancia de los lipidos para
sentener la uniformidad de tamafic y de riovilidad en un campo

eléotrico de aquellas parti{culas.-

Una vez q'ie la barrera protectora de agua es rota, la
uniformidad del complejo homogéneo deasapnrece debido a la ex-
tracoién de los lipidos por el eter y se separan en componen=-

tes apreciables.~

Lasfpropledades {nmunolégicas de la proteina tromboplés-
tica podrfan acolarar su estruotura y sus propledades. Los ex~-
perimentos realizados en ocane jos presentan mfiltiples difioculta=-
des, por el hecho de que este compuesto es completamente t6xico

cuando se inyecta en forma intravencsa.-

En general 4 miligremos de proteina en 2 o.0. de soluoién
salina son toleradas, pero a veces esta cantidad produce efectos

letales.-

Para preparar suercs inmunes oontra la proteina trombo-
pléstica(20) se inyeota una suspensifn ruy fina de 8sta en so-
lucién salina, que contiene0.01 % de etil-mercuritiosalicilato.-

El preparado de tromboplastina ha sido previamente lio=

f1lizado y lavado con acetona.-

Extrayendo sangre del corazbén de l1os animales de expe-

riencia despues de una serie de inyecciones, durante las cuales



oada animal ha reocidido un total de 148 miligremos de proteina

trombopléstioca, se observan los siguientes resultados.

a) La proteina tromhopléstica es capaz de producir antiocuerpos

en el oconejo.

b) El resto proteico que queda despues de extraer los fosfoli-
pldos con alcohol~eter(l:l) hirviente, no precipita el an-
tisuero preparado; lo nismo sucede con la sustancia obteni-

da haciendc gotear una soluocién de tromboplastina a pH 8.8

en eter: alcohol (l3;l-) a 30° C,

o) La proteina tranbopléstica ocuyos foafdtidos han sido despla-
zados por la hsparina, se scombina con el antisuero prepara-
do, lo cual muestra que los fosfAtidos no son esenciales pa-
ra que aquella sustancia aglutime los antiouerpos contra la

proteina intacta.




CAPITULO _V

PROTEINA TRCMBOPLASTICA DE PLACEN TA HUMANA

Sakurail (1929-1930) (77 y 39) observé que las toxinas pla-
centarias activan considerablemente 8l proceso de coagulacibn
de la sangre; extrajo el principio activo de placentas humanas
frescas oon solucidn fisioldégica, centrifugd el aextraocto y lo
usé en diversas experiencias. L1l factor coagulante parecido a
la tromboplastina resultd ser una globulina con 1,226 % de P,
termolébil y ficilmente inutilizable por oxidaoién, enzimas

proteol{ticas o larga exposicién al aire.-

Este extraoto plucentario, muy aoctivo para noortar el

tiampo de coagulacién de plasma de perros y oconejos, oxalata-

do y recaloificado, tenfa una toxicidad para los animales, pa-
ralela a au poder coagulante. Cuando se lo administraba oral

0 subocuténeamen‘e a animales de experimentacién el tiempo de
coagulaoién de la sangre era acortado, in vivo e in vitro; ine
yectado aen forma intravenosa en mucha cantidad, desfilrinaba la
gangre y era exocretado por la orina, perc con su poder coagulan-

te retenido.-



Eley, Green y }o Kaann en 19368(29) prepararon fracociones aoti-
vas extrayendo sucesivamente placentas frescas con soluoién se-
1lina isoténica fria y con agua destilada levemente alcalina; des-
pues de filtrar y centrifugar el estracto llevaron a pi 6 con
ClH 0.1 N y el precipitado as{ obtenido disuelto en agua des-

tilada, lo ajustaron a pH 7.5.~

Existe una gran diferencia entre esta fraccibn ocoagulante
de la placenta humana y la solucidén de anticuerpos("Placental
extract immunizin” o inmune globulin) preparado por Me Kahn y
sus asociados ( 54 y 55) usada para prevencién del saranpién
y rica en anticuerpos para poliomielitis, escarlatina y &ifte-~
ria. La fraccidén coagulante estd presente s6lo en los extrao-
tos salinos de plaocenta, miensSras que los anticuerpos inmuni-
zantes se encuentran en los tejidos y en el suero placentario

(29).

El principio que activa la coagulacién 4e la sangre es u=-
na globulina ruy insoluble, que precipita fdoilmente a pH B y
plerde rédoidsmente s notenoia en soluciones fcidas o aloalinas.
®sta preparacidén, aotiva ain en concentracién de 1l: 10000, pier-

de su propiedad por pasaje a traves de f1iltros Berkefeld o Seitz.

Se comprueba ademds un cierto rado de especificidad pa-
ra las especies de las cuales derivan las preparaciones, pues
trabajando oon plasma humano son mhs efeotivas las fracciones
coagulantes de placenta, mientras que los ¢ xtractos de pulmén
vacuno reducen méAs répidemente el tiempo de oo egulacibén del

rlesma bhovino.-

Mientras los extraotos de te jidos animales acortan el

tiempo de coagulacién de los heméfilicos durante breves perio-



dos, los extruactos humanos placentarios congservan su efecto 80-
bre sangre capilar y venosa desde 48 horas hasta 9 dlas. Inyec~
tados intr~venosamente a conejos, cobayos y monos provooan la

muerte inmediata del animal, porc ouando la inyecoién es subou-
tanea, intramuscular o intraperitoneal o se administran por via
oral en pequeilas dosis, se observa un acortnniento notable del

tiempo de ccagulacibén. ©n tercpéutica el uso de estos prepara=

dos pluacentarics tiene la ventaja de que ocntienen material hu9
mano solmmente, por lo tanto no se introducen protefinas heteré-
logas ocuando se los ailade a las fracciones proteicas del plasma

humanoe.

La seocifén coagulante loeal del extracto de placenta hu~
mana e8 muy importante en el tratamiento de los hemofflicos y
de ciertos traumatismos y hemorragias post operatorias de indi-

giduos normales.-

Mo Gavaok (1940) (B3) oree yue el faotor ocoagulante pla-
ocentaric no estéd relacicnado quimica o farmacol6gicamente oon
ninguna hormona femenina. Hespeoto & la ndministraciédn del pr in-
oipio aotivo por via oral si bien es ventaiosa porque pueden u-

tilizarse répidamente grandes dosis de material, seflala las ai-

guientes desventajas: 1°) grandes variaciones en el dosaje efec$ivo

2°)peligro de acumulaoidén que provooaria
una accibén inversa en el organismo
3°) tendencia a la cocagulaoidn intravasocu-

lar cuando pasa material al aparato oir-

culatorio, 1o que excluye su uso parentere

en casos de aemargencia.



Edaall, Perry y Armstrong(1944/(28) proponen utilizar la
tromboplastina extraida de placenta hurnana para la determina=-

oién del tiempo de protrombina

Zondek y Filkestein(1945) (92) investigan nuevamente la ao-
tividad coagulante de extractos de placenta y opinan que la
sustanoia activa tiene las propiedades de una verdadera trambo-
plastina. La actividad de preparados recienteriente obtenidos so-
bre plasma fresco, no se modifica cuando se los calienta 5 minu-
tos a 98° C; en ocambic si se usa plasma almacenado varios dias
en una refrigeradorg, se observa que la dromboplastina oalenta-
da es menos aotiva que la no calentada. La actividad del prepa=-

rado calentadc no se altera si se lo conserva en heladera.-

De acuerdo a éstas y otras expariencias, los autores oreen
que 1s tronboplastina estd formada por duvs componentes; uno ter-
mnoestable(I) y otro temoldbil (IXI) El componente I que subseis-
te despues de calen tanilento a 98° C durante oinco minutos, es
capaz de actuar sobre el plasna en el cual los componentes de la
protrembina( partes A y B de ‘uick) estan intactos ( ej. plasma
fresoo oitratado), pero no actiia sobre el plasma cuyo ocompuhens
te A se ha destruido)(Plasma almacenado).Los componentes I y II
Juntos presentes en la tromboplastina no ocalentauda, aotian so-
bre plasma oxalatado almaoenadc, y activan el componente B de
protrombina. Luego la parte termoestable de la tromboplastina(I)
activa el componente A de protrambina, nientras que el componen=
te B puede ser aoti ado por las partes I y II Juntas o por la
parte terriclébtl solamente.-

Los autores usan y reocomiendan la tromboplastina placen-

taria para los sigulentes fines:
1) para determinaocidén del tiempo

de protrombina.



2) como hemostdtico looal

3) para f1ijar transplantes en injertos
de tejidos

4) para inyecoién en el hombre, puesto
que estas preparaciones s3lo ocontie-

nen protefinas homllogas.

I’avlovseky, Arbona, y Dumas ( 69) realizaron recientemente in-
teresantes pruebas pera verificar los resultados seflalados ante=-

riarnente.-~

La accién hemostitica local y la aotividad coagulante in vi-
tro de placenta total fresca y desecada y de las distintas frao-
ciones separadas ( pulpa cordon, membranas) , es realmente sig-

nificativa.~

La utilizacién 1tel polvo de placenta total por via pral no
416 los resultados esperados. Lustos autores aconsejan el emg
pleo de polvo de placenta desecada directanente en las hamorra=-

gias de pacientes hemofilicos y no hemofilicos.-




CAPITULO VI
L}

PARTE __ EXPERIMFNTAL

Introduoocibn

La proteina trombopléstioca extrafda de pulmén vacuno
y humano ha s8ido estudiada en estos (ltimos afivs en todos sus
aspectos y prepiedades, buscando una luz para aclarar el intrine
ocado prcblema de la hemofilia. Extractos humanos placentarios

también han sido objeto de pacientes investigaciones.-

No se sabe hasta el presente con seguridead si este fao-
tor extraido de las 08lulas aniriales riediante soluociones sali-
nas y dotado de propiedades termoléddbiles, es el mismo en los di-

ferentes Srganos y en las disintas esnecies animales.-

En el presente trabajo se estudiaron las simili tudes y
diferencias en la conatituoién quimica de tromboplastinas obe
tenidas apartir de distintos S6rganos( pulmén y placenta vaou-
nos) y del mismo &érgano de diferente origen( placenta humana
y vaouna); no se abaroaron nomentdneamente las proniedades in-
nunoléglioas. Se ensayaron también las propiedades tromboplés-

ticas de extracto de hisgado vacuno.-



Después de estudiar detalladsmente todos los nétodos hasta
hoy utilizados para obtener protefnas trombopldsticas puras,
homogéneas y muy activas, hubiéramos preferido utilizar en nues-
8ras experiencias preparados obtenidos nediaante ultracentrifu-
gacién de extraotos salinos; también nos pareofa muy acertado

el método de separacién electroforétion.-

Empero la fal ta del material de laboratorio necesario: ul-
tracentrifuga y aparato electroforético de <iselius, nos ha ime=
pedido realizar nuestrso proplsitos primitivos. Posteriormente
pudimos disponer de una centrifuga International equipada con dis-
positivo lultispeed, pero la ausencia en ella de un sistena re-
frigerador provocaba un excesivo ocalentamiento, con lo que se per-
dia parte de la actividad ocoagulante de los extractos centrifu-

gadoge~

Debido a las ditrioultades maenocionadas nos vimosobligados
a adoptar el método de Srwin Chargaff(18) de obtenocidén de pro-
teina trorbopléstica, riediante sucesivas precipitaciones de ex-
tractos salinos, con s:1fatc de amonio. Usando eate método, el
citado investigador ha obtenido preparados muy nctives a partir
de pulmbén humanc y vacuno y de placenta hunana. llosotros ensayu=
mos el método de Chargaff para preparar tromboplastina de placen=-
ta 6 higado vacunos y repetimos sus experienoiass con pulmén va-

ouno y placenta humana.-

-

Una vez obtenida la proteina liofilizada y seca y des~
pués de comprcbar su aotividad coagulante sobre sangre hernoff-
lica, se nos presentd ocorio problema de interés el estudio y
fracoionamiento de sus fosfali{pidos, y a que los fosfAtidos de

tejidos animales tienen importantes mropiedades traboplésticas.-



Cohen y Chargaff en 1941 mislaron los foafitidos de tromboplas¥~
tina de pulmén vacuno y realizaron su fraccionamiento; en 1945
Chargaff(18) separd los fosfolipidos de protefina trambopiéstioca

de pulmén humano y vacunc y de plscenta humana.-

En este trabajo repetimos la separacién de los fosfolipi-
dos de tromboplastina de pulmlin vaounc y de placenta humana. Se=-
paracics tambien los fosfdtidos de nroteina trormboplénstica de

placenta vacuno y los estudiamos esnecialmente.-

Con objeto de realizar un estudio comparative repetimos las
experiencias de Chargarf y siguiendo el mismo matedo, reaiiza-
mos el frascionamiento de los fosrhitidos de proteina tromboplés-

tioca obtenida de placenta humana y vaouna,-

Estudiamos también la influencia del ractar tiempo en la
conservacién de las propiedades coagulantes de prote{na trombo-
pléstioa de pulmén vacuno y las modificaciones quimicas que ex-
prerimentan estas preparaciones, cuando se dejan a tenperaturae

anbiente durante un tempo deterr:inedo.

La preparacién de proteina trombopléistioa de placenta va-
cuna, la separacién y estudio de sus fosfolipidos, el fraccio-
namiento de los fosfhtidos de protei{na trombopldstica de placen-
te humana y vac'ma, asf ocomo el estudio de la infimnocia del faoc-
tor tiempo en la constitucién cufmica y actividad congulante de
la tromboplastina de pulmén, vacuno, son una novedad en la nate-
ria y constituyen nuestra contribucién al conccimiento de la

proteina trombopléstioca.



Experiencia Is EXTRACCION,PROUPIEDADES Y ESTRUCTURA DE PREPARACIO=
NES DE P’ROTEINA TROI'BOPLASTICA CBTENIDAS DE PULMON VACUNO.SEPARAe

CION Y FRACCIONAMIVNTO DE LOE fOSFATIDOS.=-

Extraocién

de realiza segin el método de Chargaff, para lo cual se lime-
pia y demenuze pulmén fresco y se extrae con soluoién fisiolégi=-
ca durante 24 horas en la cémara frigor{fica. Se filtra a través
de gasa y el filtredo se satura oon 80‘(NH‘)2 al 10 %; se deja
descansar 10 mninutos y se centrifuga a 2000 revoluciones por mi-
nuto, durante 15 minutos., Ll sobrenadante se satura con 504(NH,),
al 30 % y se deja en la ocdmara frigorifica durante 15 horas.Al
dfua sigulente se centrifuga a 5000 revoluciones por minuto durane
te 1 hora. @1 precinitado obtenido que contiene la tromboplastina,
seddiluye en solucién fisioldégica y sa dializa durante un 4fa o
nds contra agua destilada. Se centrifuga, lava, liofiliza y seca.

Para tener fidea del rendimiento de la operacién cocusultar Tabla I,

T A B L _4A I

Obtencién de Tromboplaestina de Pulmén Vacuno

Pulmén Vacuno Troteina Trombopléstica
(11ofilizada y seca)

de 2,735 Kg. se obtienen 8.6 gr
" 2.8 " " " g "
8 " " " gg "
] 10 L " " M LJ
" 3.5 " " "~ 12 "
" 30 " n 48 "

" B.7 " " 15 "




Propiedades

Los poroentajes de N y P y la aotividad coagulante de va-
rias rreparaciones de protefna trombopléstice estén consignados’
en la Tabla II. La curva que expresa la relacién entre el valor
trombopléstico y la concentracidén de Proteina Trombopléstica de

Pulmén Vaouno, est4 representada en el CraAfico I.

T A B L A é;
Proteina Trombo stica de I Yaocuno
o Aoorta el tiempo
Preparacién N N % P % N3P de coagalacién de
sangre hemofrilioca
[
b 11.3 0,91 27.7 de 80' a 1' 36"
2 11.27 0.9 277 de 45' a 3' 45"
3 11.5 0.95 26.9 | del h.15' a 2'55"
4 1l.22 0.9 87.% de 785' a 2'
5 1.1 0.86 28,8  de 30' a 80"
é 1l.7 0,98 £268.7 de 30 a 1' 47"

Los lfpidos se extraen de la tromboplastina entera ocon al-
oohol eter segiin el método de Bloor. La determinacién de coleste-
rol se hace por el método de Grigaut; se disuslve el colemterol
anteriomonte extraldo en olorofomo y se dosa por colorimetria.
por medic de la reaccifén de Liebermann.- Burchard. La compara-
0ién en el colorimetro de Duboacq es bastante dificultosa, pues

el color que desarrollan las nuesstras es anrsciablemente distinto



del de la solucién testigo.- Ye hizo la determiinacidén cualita-
riva de pentosa con la reaccién de liejbaum y de desoxipentosa
por la reaccifén de Dische. Se encontrd reacoién negativa de
desoxipentosa y reacoién netamente positiva de nentosa. Con el o
objeto de valorar cuantitativamente eata filtima para expresar los
resultados en Acido nucleico, suponiendc que toda la pentosa es-
t& en forma de este acido, se efeotiia la readeién oomparando las
respectivas ooloraciones desarrolladas, con las obtenidas de una

serie de dilucicnes de Acido nucleioco de levadura.=

T A B L A IIT

Proteina "'rombopléstica de FPulmbn Veocuno

Colesterol Acido Nualeioco

3.9 % 2.9 %
( acido 4bonucleico)

Determinacién de H;tréﬁono

La deterninncién de N se hace por el nétodo de Kjel@ahl

en semimioro escala.-

Reactivoe ; Ague Adestilada libre de COp

8olucidén de dcido béricos (10 gr. en 80U c.c., de agua)

Solucién de ClH o SO4H, N/10C/

Indicadores

a) “oluocién de Rojo de Metilo: 0,1 gr. de rojo de rmetilo en 100
0.0. de aloohol 95 %.



b) Indicador nixto: 0.1l ge de Azul de letileno en 800 c.c. de

s0l. anterior.

Téonjioa

Carbonizacién. 0.5 c.c. de naterial ( depends del % de N) se
carboniza con 2 oc.c. de SO4H2~9 1l gr. de 804K3 + 10 g, de 80,0u
al 25 %. Se calienta muy lentar ente y despues que toma color ver-
de se hace hervir una hora y nedia. ‘ie de ja enfriar lentamente

y se toma con 10 c.c. de agua destilada libre de COge

Destilacién 5 o.c. de sol. de Acido Hbrico purisiro se pone en

un erlemnmeyer de 60U 6.c. oovn tres gotas de indicador mixto;

se consota al dispositivo de destilacifn. ..a lleguda del NHx se
recohoce por el caribio de color del iirdicador{ rojo vinoso o ver-
de niquel;. Jesde ese Lonento se Gestiia ' luego se baja el er-
lenneyer y se destila un minuto mfds. e lava el tubo ocon agua pri-

vada de COp y titula oon éoido hasta color del test de diluoibh.-

Teat de Diluoidén 6 c.c. de so0l. de Acido blrico se diluyen en

25 c.0. de agua privada de COgp y 86 agrega la miama oantidad de

indicador que la empleada en la determinacién.-

Determinadién de P

Je emplea la téonloa seguida fler Pregl ( 14 de IV)

Reactivos suwl.fo- molidbdico

Cincuenta gruios de SO (NHg)y en 500 ml. de NH,H ( d=1.36);
150 gramos de molibdato de amonio se disuelven en 400 c.c. de
agua hirviente y se enfria. Esta solucidn se agrega lentanente a
la anterior; la nmezola se dlluye a 1 litro, se deja en reposo
tres dias y se filtra a través de un fil tro ordinario a una

botella de vidrio oscuro que se guarda en la osouridad y en

s8i1tio fresco.~



Aoido Nfitrioco oon silflrico- 3V ml. de 304ﬂé ( de 1,84) se vier-
ten en 1 litro de N03H (d=1,19- 1,21)

Solucidn de NOs(NH‘) ~Nitrato de Amonio.puro al 2 %=( Débilmen-
te nitrica).

Alcohol: 95:96 S

Acetona: lihre de aldehido.

SOgHy : d = 1,84.

NOgH : 4 = 1.4

Feréxido de hidrégeno libre de Acido.

Agua destileda.

Destruccién de llateria “rgdnioa

La sustancia orghnica se destruye por ebullicidén oon una
mezcla de doido nitrico y sulfiirico, que cxida el ? a &cido fos-

rférico.=~

La sustanocia se pemsm en un pesafiltro, se npasa & un balon=
oito mioro Kjeldahl y se afinfen: 0.8 ml. de S0gHg (d=1.84) y
4 - € gotas de NOzH ( 4 § 1.4); se calienta con llana pequefia
hasta vapores s lffiricos y se repite el procesc dos veces; si
después de enfriar, la solucifén no es olara, se aiiade 4=5 go-
tas de perhidrol y se vuelve a oaleantar hasta humos. Eato se

repite hasta que la soluocién sea olara.-

Preoipitacién

Despues de la destrucoién se deja enfriar, se agregan 3 ml.
de agua desatilada, se hilerve tres ninutos para producir la hi-
drblisis y se deja enfriar. Se agrega luegc 2 nl. de mezocla nf-



~trico-sulfirica, se lleva a 15 ml. ocon agua destilada y se oo~
looa en un bdbaflo hirviente. Se retira el tubo y se agregan 15 ml.
de reactive, se agita y se deja 24 hs. Luego se filtra, se lava
al ternadariente con la sol. de N03Nni y aloohol y finalmente ocon
agetona y alcohol. e pesa.-

Deterninacién de la Actividad Trombopléstica

Diez miligramcs de Troteina Tromhbopliistica se suspenden en un
rnilflitro de solucién fisiolégica; un tubo de ensayo ocon O.1 ml.
de estu suspensién se coloca en un bafic a 37° C y se le agrega
rapidanente un nililitro de sangre extraf{da en el momento. Los
ensayos se hacen por duplicado. e toma simultlneamente el tiem=
po de coagulacién de sangre del paciente sin sustancia coagulen=-

te, para ocontrol.-

Dsterminacifén del Acido Desoxi-RihboNucleico en Srgancs de animsles
( Seafin Dische. Mikrcchem.8,4-1930)

Un gramo o riejor ain dos granos de Organo se pesan y se cor-
tan fino oon una tijera. lLa papilla se suspende en cinco veces
/la cantided de pepsina Acida al 1 % ( 1,10 N Clii) y se deja
una hora a 40° en estufa, terminadn la digestibn se centrifu-
gan las particulas suspendidas ¥ se ias vuelve a suspender en 5 0.0,

de hidratc de 8cdio Ne-

La suspensién se pasa cuantitativamente a una probeta y se
compleia tvdo a 1l{ c.c.5e calienta todo dos horas a B.)M. hire
ciendo, coupletando de cuando encuando el agua que hace falta
para mantener en 10 c.0. la suspensiéne Terminado el calentamien-
to se saca del bafio maria hirviendo y se afiladen 0.3 c.c. de

dcetico glacial.se deja reposar unas horas y se filtra.=-
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Una parte alfcuota se colooca en un tubo de ocentrifuga y se
trata con 3=-4 veces su vclumen de alcohol absoluto.Se deja por
la noche y el centrifugado se disuelve an agua destilade y en
la solucibén se determina el ficidc desoxiribonuocleioco como se-
veré despuds. Las soluciones del precipitado del alcohol son

a veoes ararillas y deben ocompensarse.-

Reactivoka 400 c.c., de una soluoidén de difenilanina al 1 %

en 4ci1do meético, se afinden 1l c.c. de Acido sulfirioco 4,1.84

Frocedimiento A una parte de la soluoidén conteniendo el
dcido nucleico se la aiinden dos partes del reaoctivo, se calien-

ta tres minutos a bafio naria hirviendo y se enfria con agua.-

5@ puede determinar el color despuéds de varias horas. La ocon-

centracién més ltil en nucleioc es de 0.08 5% a 0.1 %.

Deterninacidn de_acidoribonugleico in biejbaum, Z.I’hysiol.
Chem, 258.31751959)
Reactivo Afiadir una sclucién de triclorure de hierro a écido
clorhidrico concentrade, de tal manera que la concentracién lle-
gue a C,1 % de la sal de hierro. Guardado en Irascos esmerila-

dos se oconserva indefini danese .-

La orcina se afinrde en el momento de emplear el reaotivo,en

la proporocién de 10 mg. por c.c. de la solucién &oclda.-

Procedimiento Se emplean twbor de ensayo graduadcs de 2,4 y 6
0.0. En uno de estos tubos se colooan (.5 c.0. de la solucidn
a dosar, exactamente mnedidos- y LU.5 c.c. del reactivo y se ca-
lienta 20 minutos a bafio rmaria hirviendo. Se lleva tocdo c¢on a-
gua a 2 c.C. Yy s mide., Las otras gradusciones sirven para tra-
bajar con otras cantidades.

Para la corparacién userios el colorimetro de Klett-Summer-

son oon filtro rojo.-



Fracciones Sangre ¢ g}*:g?na ;rom
Tromboplastina bOpéiatioa ’
) § go v 50 "
2 56 " 8o "
3 go " go "
4 90 " 100 *
6 126 " 20 "
Tiempo «40? Recaloificado;4*30"
Coagulacibn Tiempo Protrom-

bina g 19 "



Fraccionamiento de Foefftidos

En el lapso Jde un res ae obtienen 3C gr. de proteina trom-
bopléstice licfilizada v seca. Lsta cantidad, fomada por varias
roroiores cuyos valores tromboplésticos varcisles se oondgnan
en la Tabla IV, se conserva en la congeladora y en desecadores
para avitar su inutilizacifn. Se lava con acetona para extraer
loe esteroides, ésteres de esteroides, glicédridve y demas impu-
rezas, oomprobdndose una disminucién del 21 % de su peso inioial.
Fl residuo seco deshuds del tratamiento con amcetona, se extrae
ocon mezolas de aloohol y eter para aislar los fosfolipidos de
1a lipoprotei{na. Con ese objeto, se hierve a reflujo con dos
roroiones de 800 c.c. de aloohol-eter( 1lI) durante 6V hs. no

ouninuas, segin indican Cohen y Chargaff.=

Ll extraoto se svapcra a vacio; pesa 5 gramos lo que 00=-
rresponde a un 16.6 % de protefna trombopldstica total.El re-
siduo se disuelve en eter tidbio y por enfriamientoc prolongado de
esta solucién se nbtienen un nrecipitado dlanco que se centrifue-
ga, lava ccn eter helado y seca en vanfo. He Adisuelve luego en
cloroformo, se filtres la sclucién y se precipita ocon 3 volimenes
de acetona. Se deja una noche en la refrigsradora y luego se
centrifuca ohteniéndose 1,523 gr de un precinitado blanco que es
la Fraocién 1; se deja ruestra para anilisis y el resto se di-
suelve en 15 c.0. de ligro{na-aloohol absoluta ( 531) y se pre-
cipita oon 4Y c.c. de aloohol absoluto; se enfria, centrifuga

y lava con alcohol frf{o. e seca y obtiene la fracoién ) &

El sobrenadante y los 1lfquidos de lavado se evaporan y el



residuo se disuelve en acetato de etilo ocaliente} un enfriamiento-
prolongado de esta solucién da un polvo blenco que es la Fraoccién
1D

El sobrenadante de la Fracoién 1 se concentra a pequefio vo-
lumen y se precipita ocon tres vol(imenes de acetcna; al enfriar
precipite un polvoe blanquecino que seco pesa 1,352 gramos y que
es 1a Fracoién 8. El sohrenadante de la racoién 2 se evapora a
seco Yy se precipita ocon acetona de una pequefia cantidand de &ter.
Es la Fraccién 3 que pesa a 0.85 gr. y tiene color blanco grise-

080~

El sobrenadante de la ¥racoién 3 se evapora a sequedad, Ob=-
teniéndose a 0.583 gr, de una pasta marrén que es la Fracoién 4

El easquema que sigue aclara esta marohfie~



E S Q U E M A

(%) 8 gr) Tromboplastipa liofilizada( P,N)
lavar ooP age tona
7

extraer con dos poreiones de 200 e.c.
de aloohol- eter (1:;1) 60 horas

Residuo e ‘ﬁxtraoto
EVaporagLon Vaoio
Residuo
Disolver en eter tibio
Enrfiar

Centrifugar el preoipi-
tadog

Lavar oo? éter helado
}’olv;/ blanco
Disolver'en dloroformo
Filtrar ia solucién
Preoipit;r oon tres vo-

ldmenes de acetona
a todas las ¥

Fraocoién 1 fracciones Sobrenadante 1
— P,N, I.I |
[ «Ce oon07ntrar
disolver en 3 o.c. de ¢ 3 vole. de acetona
ligro{na aloohol abso- 2
luto (6:1) enfriar ~.__
[ FraooigiLg Sobrenadante 2
precipitar ocon @ oc.c. Sobrenadan- T
de alcohol absoluto ——> te EVaerar a
5 8600
enfriar y T
i Disolver en
Lavar con aleohol frio.\, Liquidos eter
¥y centrifugar de lava- |
. do Precipitar
. Q £ ! , ason acetona
Secar vapo rar Zraces s
I Fraceion 407 o v ronadante
Fraooién 1 a Fraoccién 1 b 3
T — Evaporar a
seco



En 1a tabla V figuran los poroentajes de N y P los {ndices

de iodo ( método de Rosemmund-Kuhnhenn) y la aotividad oo agu-

lante de cada una de las fracciones obtenidas.

T A B L A \J

e Fosfltidos Proteina Trorbopléstica
de Pulmén Vacuno
flcorta el
Preparacién N % P% | NP I.I | Tiempo de Coa-
' gulacién de
Sangre Hemof{-
lica.-
|
Proteina Trom-
boplégtica en= 11.3 0.91 27.7 de 30' a l' “.
tera
Proteina Trombo
pléstica tratada 12.78 0,93 31.3 de 65' a 4' 20"

oon acetona

Proteina Tromboe.
pléstioca tratada 14.5 0.32 10,3
oon alcohol-eter

Fosfg%&gédos en 2,12 2,66 1.8
Fracoién 1 2.2 3453 1.3
Fraccién 1 a 2,07 3.16 1.8
Fraceién )1 b 2.3 3.88 1.3
Fraccién 2 2.22 3.42 l.4
Praccién 3 2,03 2.63 1.7

Pracoién 4 l1.71 1l.52 2.6

7l.6

14.3
12,5
1348
38.8
39.8
46.7

.
!
i

|de 65' a 20"

A los 45' de
iuna prueba rea=-
:l1zada ocon san-
.gre henof{lioa
‘de 2 hs. de
_tiempo de coagu-
.laclén, ésta no
‘habfa coagulado



Experiencia II: PRGPIEDADES DE PRUPARACICHES DE PROTEINA TROMBO -

PLASTICA DE PULL:ICN VACUNG DEJADAS CUATRO MESES A TFAPERATURA

AMBIENTE BEXTRACCION Y LSTUDIO DE SUS F(SFATIDOS

Veintioocho gramos de protefna trombopléstica de pulmén ve-

ouno liofilizada y seca; dejada cuatro meses a temperatura ame

biente se lavan con acetona con lo que se pierde, un 28 % del

peso original.Hirviendo 60 hs. oon alcohol-6ter(lsl) se extraen

5,79 gr. fle fosfalipidos, cuyo andlisis cunsta en la Tabla VI

T A B L A

v

Extracolién de Fosféitidos de Protei{na Trombopléstica
de Pulmbn Veocuno de jada cuatro meses a temperatura
aibBiente
Acorta el
Preparacién , N % . % | N:P I.I tienpo de Coa=
! i s laoién de
; re Hemofi-
! 1ica.
Proteina Trom- 1.37 0.91 27.8 e 90° a 2' 8"
bopléstica 1 ¢ g’
Protgina Trom- ?
boplastica tra- %o 0.94 ; 0! prgn
tada ocon aceton 13.1 31 de 9 s 6
na
Protefna Trombo- 3
pléstica trata- 15.63 0,35 111 de 65' a 20"40"
da ocon alcohol-
eter
Fosfolipidos ' '
en bruto 2011 8098 105 30. 8 d‘ 65 a 18




Experiencig III EXTRACCION,PROPIEDADES Y ESTRUCTURA DE PREP A=

RACICNES DE PRCUTREINA TROMBOPLASTICA OBTFENIDAS DE PLACENTA VA

CUNA-SFEPARACION, ANALICIS Y FRACCIOHAMITNTO DE LOS FUSFATIDOS

Extracoidn

Ue enplea ocomo en las experiencias anteriores el método

de F.Chargaff.

El extracto salino tiene pli casi neutro; la mezcla de pro-

teinas que contiene el principio activo precipita bastante rédpi-

do y muy facilmente, despues de saturar al 30 % don 80‘(Nﬁ4)8-

Los rendimientos de la operaoién pueden verse en la Tabla VII

Plaocoenta Vaouna

T A B L A VII

Obtenoién de Tromboplastina de FPlacenta Vacuna

Tromboplastina
(l1iofilizeda y seca)

de 7 Kg. 8e obtienen 32 gr.

" 8,6" i " 3 "

"20 " " r 728 "

"1l2 " " " 49 "

nz4 ” ” 83 "

"82 ” " n 80 ”
Propiedades

Los porcentajes

de P y N, los I.I y 1las propiedades coagu=-

lantes de preparaciones de Proteina Trombopldstica de placente

vacuna obtenidas seg’in el método de Chargaff, oconstan en la Ta-

bla II1I,



T A B L A VIII
sEnrrraresase: o=

Proteina TromboplAstica de I’lacenta Vaouna
I Acorta el tiempo

Preparacién N° N$ | P¢% N:P ! de coagulacidn
' !  de sangre hemorf{-
lioca.
1 11l 0.86 37.1 de 50* a 1 '
2 1l.34 0.7 363 de 1 h.30' a 7' 52"
S 11.8 Ce73 3645 de 50' a 6' 30"
4 12.14 C.74 373 de 80' a 2' 39"
b 11.38 0.70 36.8 de 80*' a 3' 16"

En el gréfico i estd representada la curva (ue indioca la
relacién entre la actividad trombopléistica y la concentracién de
este tromboplastina.

La determinacién de colesterol se ofeotia como indicemos
anteriamente.

Sé determina cualitativamente pentosa con la reaccién de
Jejbaum; para expresar los resultados como dcido nucleico, se
gomparan las coloraoiones obtenidas con las desarrolladas por

una serie de dilucio jes de Acido nuocleico de levadura.

T A B L A IX

Proteina Trombopléstica de Placenta 'ecuna

Clesterol Ag1d0 Nuoleioco

3.39 % 3 % (Rivonucleioco)
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Separacién de Yosfétidos de Protefna Trambopléstioa

de Placenta Vacuna

Yetenta y siete gramos de proteina trombopléistioa liofi-
lizada y seca se lavan con acetona, obieniéndose un residuo de
81.5 gr. lo que indica una solubilizacién del 15.7 % de producto
inicial.lLos fosfolipidos se extraen con 3 litros de alcohol-eter
(1:1) durante 60 horas no consecutivas; se obtienen 8.7 gramos
de extracto seco que corresponden a un 1l1.3 % de proteina trom-
boplédstica totel. Los detos de N,r I.I y actividad coagulante de

estag fracciocnes pu~den verse en ls Tabla X

T A B L A X

Preparacién v % P % NP Tiempo de6coagula-
=-cion

Proteina Trambo-
pléstica de plac~ 11l.71 0.72 36 de 65' a 2' 30"
centa vsouna

Yrote{na Trombo-

pléstica de pla- 13,17 0,9 32.4 de 65' a 2' 1lO"
centa vacuna nis
acetona

Proteina Trombo-

pléstioca de pla= 18,22 0.3 120 de 65' a 13' 25"
centa vaocuna nés

aloohol-eter

Fosfolf{pidos 3.12 2.35 3 de 656' a 6' 40"




Analisis de Iosfatidos

Tres gramos tredientos oincuenta y seis miligramos de fos-
fAtido, se saponifiocan a reflujo ocon 50 ml. de hidrbéxido de pota-
sio en etanol ( eoncentraoién 4 %). $e diluye con 200 ml. de agua
y extrae el material insaponifiocable con éter etilico hasta ago-
tamiento: 89 obtisnen 0.3546 g de insaponificable cuyc fndice de

iodo ses determina por el r@todo de Hosenmund -~ Kuhunhenn.-

El 1fquido hidrc-aleohfliico lihre de inseponificable se
acidifica ocon HCb( heliantina) y los ficidos liberados se extraen
con éter et{lico; al axtracto étereo 8s lava oon agua, recupera
el solvente y seca a 100° C en estufa de vacfo. Se obtiene 1.37 g.
de Acidos; se determina el indice de saponificacién de estos &oi-~
Gcs y se caloula ol peso molecular medio que parece ocorresponder

al de loz &cidos en Cpqe
Los datos de este andlisis estAn oonsignados en la Tabla XI

T A B L A XI

fosfatidos de Proteina Trombopléstiga

de Placenta Vacuna

% de foasfitidos I.3aponi- (Peso Moléou
totales extrai- I.I ficacién | lar medio
dos  (oalculado)
Insaponifi- 10.56 4.1
cable
j
Acidos Grasos 40,82 L 44.7 180.3 . 311.1
acidos C

20




Fraccionamiento de

Fosfétidos

71

Ue sigue la misma marcha que en ia Exporiencia I

Se parte de 125 gr. de proteina trombopléstioa liofilizada

y conservada en congeladora y en desecadores al vacio.

Después de lavar con acetona se obtienen 107 gr. de producto

seco, o8 deoir que se ha extrafdo 14.5 % de pesoc original. Se

hierve a reflujc 65 horas discontinuas con 5 litros de aloohol=

dter (1:)1) en dos porcicnes.-

;1 extracto egaporado a vacfo pesa 15.5 gramos que corres-

ponden a 12.4 % en peso de proteina trombopléstica entera. Los

poroentajes de N,P. los I.I y la actividad ooagulante de las

fracciones obtenidas en esta clésica marcha figuran en la Tabla

11
T A B L A XI1
Pracoionamiento de fosffitidos de Proteina Tramboplédstica
\'/
de Placenta Vaocuna | Acorta el tiem
N P N I | po de coagula-
Preparacién % % 3P I. | 516n de sangre
: hemo f{lioa
teina mb 0= : ' ' ™
gfgsg na Eﬁgera 11.38 0.7) 6.4 ‘de 80' a 2' 18
Protei{na trombo-
plastica tratada 13.8 C.96 32.3 de 90' a 2' 20"
oon acetona
Proteina trombo- , ,
oohol = eter
Fosfolipidos en 4 2,12 4.08 43.2 @de 2 hs. a 23'
bruto
raocoién 1 4.43 2.87 3.6 35.8 A los 5V minu-
tos de una prue-
fracoién 1 a 3.07 1.72 3.8 81.8 Dba realizada cor
sangre hemofrili-
Fraocoién 1 b 2.96 2.64 2.8 21.6 o0a de 2 hs. deo
tienpo de coagu-
fracoién 2 1.68 0.68 5.2 13.1 1lacidn ain no
habfa ooagulado
Fra°°16n 3 1.38 0.65 4.6 17.6
Fracoién 4 1.29 0.61 4.8 20.3
Prote{na trombo-
pléstica dejada 11.8) 0.69 37.2

durante exp.a T.
ambiente

Placenta vacuna
Fresca

de 65' a 14'25"

‘1 hs. 20*' 8O"



Experiencia IV
Mediante el método de precipitacidén de Chargaff se prepa-

ré6 a partir de extracto salino de higado, una sustancia ocuyo as-
peocto fisioco recuerda a la proteina trornbopléstica de pulmdénva-
ouno, pero que oarsece en absoluto de actividad coagulante; tame

pooo tiene poder anticoagulante

Tiempo de Yo gulacifin
Sangre liemofr{lica 62 °*
Sangre hemof{lioca més 68 *

preparado de higado

Experiencia V: EXTRACCION rROPIEDADES Y ESTRUCTURA DE T'REPARACICN

NES DE PROTEINA TROIBOPLASTICA,OBTENIDAS DE PL ACENTA HUMANA

Extracoién: La tromboplastina se obtiens a partir de placentas
hugjanas frescas del dia o congeladas.

El pH de extracto salino de placenta humana es 6.6.Después
de saturar al 16 % oon S04(NH4)ps el pH baja a 6.4.-

La proteina trombopléstica preoipita impura, saturando al 30 %
oon SO, (NH,)p : el medic tiene pH 6. Se oentrifuga 1 hora 20 a
5000 revoluoiones por minuto. e dializa el preoipitado 24 horas

contra agua destilada; se liofiliza y seca.~-

T A B L A XIXII

Proteina Trombopléistica de Placenta Humana
Aoorta el tiempo

Prepara°16n N° N % P % N:P de ooasulaoién
de Bsangre hemo-
ca
) 8 11.05 0.51 48.7 de 2 has a 2' 585"
2 11.24 0.55 47.04 de 2 hs a 2' 28"
3 11.3 .55 47,05 de 356' a 2' 30"
4 11l.29 C.54 47.05 de 30*' a 1' 20"
5 11.57 0.54 47 .4 de 30' a 1' 207




Propiedades
Los poroentajes de N y P y la aotividad coagulante de pre-

paraciones de proteina obtenidas de placentas humanas figuran en
la Tabla XIII. Ver en gréfico i la representacién mediante una
curva de la relacidén entre poder coagulante y conoentracién de

proteina tromboplédstioca de placenta humana.-

Se determina colesterol por el método ya oitndo. Se detormi-
na cualitativamente riboaa y se dosa cuantitativamente écido ri-
bonucleiocs, por comparacién con diluociones tipo de Acido nuclei-
oo de levadura.-

T A B L 4aA XIV

Colesterol Acido iHuoleioco
2,76 gr. % 3.2 %
& (ribonucleioco)

Fraccionamiento de FosfAtidos

Ciento quince gramos de protefna traanbopldstica de placenta
humana, liofilizada y seca se lavan con acetona; se obtienen 95 gr
de producto seco, es deoir que se ha solubilizado 17.3 % El re=-
8iduo seco se hierve a reflujo con 5 litros de alcoholeeter de
(lsL)en dos porciones duraunte 6C horas discontinuas, para extraer
los fosfoli{pidosl “e obtienen 13.75 gr. de residuo después de o-
vaporar el extracto en vacfo, 10 que corresponde a 1l.9 % de pro-

te{na trombopléstica inicial.-

Siguiendo la marche de B. “hargaff oomo en las experien-
cias anteriores, se obtienen las fraociones cuyos porocentajes de

Ny?P, I.I y actividad coagulante estln consignadas en la Tabla XV.



T A B L A XV
onanien FosfAtidos de P’roteina Tromhopléatiocs

de Placenta Humane

Adoorta el tismpo
de coagulacibdn

Preparacién N % D9 N:P I.1 de sangro hemof{-
lioa.
Proteina Trombo= 13 .35  0.65  47.05 de 30' a 1' 20"

pléstioca entern

Protei t b

pizsziﬁi tizﬁagl 12.3% 0.70 40 de 70' a 2' 30"
eon 2 cetona

Protefna trombo- )
plistica tratada 14.75 .2 164 de 98' a 16' 45"

con alcohol-eter

Fosfolipidos en 2.4 2.41 2.2  53.8 :de 98' a 15' 10"
Fracoién 1 2.21  3.18 1.8 30,9 ‘de 98' a 11°'
Fraccién 1 & .74 2.78 2,1 23.,8 de 65' a 17' B"
Fracoién 1 b 2.64  3.12 1.8 32.56 de 65' a 24'
Fracoién 2 2.15 2.21 1.6 44.4 de 98' a 15'
frucoién 3 2.17 2.18 2.08 49.2 de 65' a 18
Fraooién 4 1.36  0.98 3.1 651..3 de 65' a 18' 50"

Placenta humana de 65' a 1°

desesoada

Placenta humana de 65' a 45"

fresoa
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C O NCLUSTIONTES

m— —

1°) Se prapard una protei{na trombopldstica muy activa de
placenta vacuna, ocapaz de coagular en 2', in vitro, sangre

hemof{lice oon tiempo de coagulacién de 80 minutos.

2°) Se obtuvo protefina trombopléstica de pulmén vacuno y
de placenta humana, ocuyas propiledades quimicas y actividad ocoa-
gulante, cojnoiden con las halladas por otros autores en trabajos

anteriomente menoionados.-

3°) La proteina trombopldstica de pulmbn vaounn es bastante
estable, pues oconserva sus propiedades caracter{stions despuds
de permanecer cuatro meses en condiociones ambientales. lLas por-
centajes de N y P no varian apreciablemente con el tiempo; el {in-
dice de I exnerimsnta una pronunciada disiiinuoién, qie no corres-

ponde a ninguna pérdida notable de actividad coagulante.

4°) La proteina tromboplistica de placenta humana es suma-
mente inestable, pierde astividad durante las manipulaoiones
guimicas, efectuadas y alin conservada en acongeladora. La de pla-

centa vaouna es mis estable.-

5°) La protefna aislada de h{;;ado vacuno, en ocondiciones 1-
dénticas a las anteriores, no tiene ninguna acocién trombopléstica
sobre sangre hemofilioa, perv tanpoco nosee actividad anticoagu-

lante.-



6°) 4 mayor oconcentracién de les tres tromboplastinas pre-
paradas, corresponde mayor poder coagulante sobre sangre heno=-

filioca.

7°) Yuando se extrae narte de los lipidos de las tres pro-
teinas activa ocon acatona, éatas conservan oasi totalmente su
poder coagulants, pero cuando se separan de ellas los fosfol{-

pidos ocon alcohol-éter, plerden prdoticamente todo su valor

8°) Se separan los fosfltidos de las tres proteinas aoti-
vas preperadas; en osda caso, tanto los fosfolipidos aislados
ocomo el resto proteico, tienen menos actividad que la trombo=-

plastina entera correspondiente.=-

2°) Se astudian particularaente los fosflitidcs extraidos
de prote{na trombopldstioa de placenta vaouna. Tienen 10.56 %
de insepunificable y 40.82 % de Acidos grasos, cuyoc lesc Mole-

cular ocaleuiado en 311,11 ocorresponde & fcidos en CgQ

10°) Se realiza el fraccicnamiento de los fosfAtidos ex-
traldos de proteina tromboplAstica de bulmdn vaounn y placen-
ta humana y vaocuna; ninguna de las fracciones obtenidas, tiene

mayor actividad que la tromboplastina entera norrespondiente.=-

11°) La relacién N:P es: Proteina TromboplAstica de pla=-
centa humana > Proteina Tromhoplistica de placdnta vaocuna

> Protefna TromboplAstica de ’ulmén Vaouno

12°) “a actividad coagulante es:; Proteina Tramboplédstioca
de placenta humana > Proteina Trombcpléstica de Pulmén vaouno

> Proteina Tromboplédstina de placenta vacuna,=-

Las oonclusiones 11° y 12° indican que no existiria una



ocorrespondencia sentre la actividad trcrbopliistica y el total

de rfosfolfpidos nressntes en la lipoproteina.-

15°) La cantidad ue colesverol conterids en tromboplastine
de pulmén vuacuno es meyor que er la de placenta vacuna; la pro-
tefina trombopléistioca cde placente humana es ia renos rica en es-

te 1ipido.~

14°) La proporoién de fcido nuoleico, préctissmente igual
en las tres lipoprotefhas, ocoila alrededor del 3 %; este va=-
lor ooincide con el heliado por Chargaff en la fraccién acti-

va extraida de pulmén vacuno.

15°) El 0.3 % de F quc queda en la tromboplastina después
de la extracoifn oon alochol-éter, aorrespondarfa a un 3 % de
foido ribonucleioco, ya que comunmente se nceptan que en este &-
6ido hay un 10 % de I’. sarece evidente entonnes de acuerdo a
14° y 15°, que el &cido ribonucleico no es senaradc en absolu-

to durante aquella extracoién.-

Las cifras halladas para pruteina trcmboplisiioca de pla=-
centa humana no coinciden con este resultado; estu diferencia
se explicu s8i se tiune en cuenta que el rnaterial es8 nuy higros-
o6pico y que el r:dtode 4o deterninacién de P no da la aproxima-

0ién neceasnrin.-

16°) No se observa una reiaciln significativa entre la
no saturacién de los Acidos grasos y la actividad coagulante de

las Protefnas Trombopléstiocas corresnondientes.-

ety by &/
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