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C A P I T U L 0 I

HFMOFILLL

Schloeemann define a la hemorilia comouna afección ca­

racterizada esencialmente por un aumentoen el tiempo de coagula­

ción sanguineo y que se traduce clínicamente por presentar hemo­

rragias dificilmente coercibles. ya sean condicionadas por trau­

matiemoe o leeionee varias. o bien de aparición espontánea. Be

una afección de carácter constitucional y congénito. generalmen­

te hereditaria, padecida por el hombrey traemitida por interme­

dio de la mujer. Amás de trasmisión hereditaria ec indudable la

reaparición esporádica de hemorilia por mutación.­

Según Rosenthal el 90 % de loa caeoe ee obaerVa en la ra­

za cáucaea. Ec muyfrecuente en Alemania ( Selva Negra). especial­

mente en loa Judios alemanes; hay menos ceeoe en Inglaterra, Fran­

cia y u'orte América. Afecta al 50 %de los niños con antecedentes

hemofiliooa, mientras las niñas están aparentemente canal.­

Generalmente se admite que ea una enfermedad trasmitida

por la mujer y sufrida por el hombre, aunque en 1931 Redovici pre­
eenta una ¡emilia de hemorilicoe donde un hombrefué el traemiaor.­

Otto rue el primero que observó 'un caeo directo.



En 1820 Nasse publicó una monografía sobre " Tendencia He­

reditcria a HemorragiasFatales": sus observaciones constituyen

la ley de Hesse.

Las leyes de {endel sobre el carácter hereditario de le he­

mofilia son las siguientes:
l') Se trasmite de generación en gene­

ración

2°) Aveces puede saltar una generación

3°) Sólo la padece el sexo masculino.

Las mujeres son atacadas excepcio­

nalmente y de un modo muy atenuedo.

4°) 30 trasmite según el modonetrier­

ca1;las mujeres aparentemente sanas le
transmiten a sus hijos.­

31 hecho que la hemorilia está ligada al sexo, significa que

los factores o genes responsables de su desarrollo, esten conteni­

dos en el cromosomaK de las células reproductores. Beto permiti­

ria ampliar la ley de Nasee y predecir en qué condiciones aparece­
rá la hemofilin en la descendencia.­

La teoría Fendelina admito que en el óvulo hay un par de

cromosomas5 (XX)mientras que en el espermatozoide hay un cro­

mosoma ¿Cy un l.­

La combinaciónde estas células durante la fertilización.

lleve el desarrollo posterior del hombre (XY)y de la üuJer(XX)

Hombre Hemorilico o Mujer Normal

3 Y X X
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1°) X X Hija conductora

2°) X R " "

3°) X Y HIJO normal

4o) x Y n n

Hombre Nome]. 1 Mujer Conüuctora

x Y x n\
.t/ \ ! '/ ‘V

X Y J X I

1°) X x Hija norma].

2°) XI " conductora

3°) 2’.Y Hijo normal

4°) IY " hemofilico

Hombre Hemorilico o LZuJer Uonduotora

l Y x I
/

I/ \, \
n Y E 3

NI

1°) X X Hija conductora

2°) l l " hamoi‘ilicaU.)

5°) X Y HiJo normal

4°) l Y " hemofilico

Bauer sugiere que los genes hemofilicoa tienen una acción

letal, luego una doble doeie de este factor que existiría en el

óvulo destinado a producir una mujer hemorilioa, harian imposi­

ble eu posterior desarrollo.­

(1) No ee han publicado ceeoe anteriores de mujeres huxoi’ilioee;

los casos deecriptoe comotales parecen ser otras manifesta­

ciones purpúricae. En general hay pocos casos de matrimonios

en eetaeúltimac condiciones.



Patcgcnia de la Hemofilia

Cuando1a sangre sale del sistema arteriovenoao-cap lar.

es decir cuando ee produce una hemorragia, el organismo reacciona

convenientemente para detensrla. La sangre sale de eu cauce nor­

mal por lesión de loa vasos, por acción fisica o mecánica o por

alteraciones de la permeabilidad o fragilidad de los capilares.

Para que le sangre circule lentamente por el Vaso lesionado, ce

contraen los capilares y la sangre va por otras vias, originandoec

una verdadera circulación colateral; el orificio es taponadopor
un coágulo que cierra los labios de la herida. Huypues dos fac­

tores que influyen en la coagulación; el hcnático y el vascular.­

Le contracción de los capilares asumeespacial importancia

en afecciones donde la coagulación es defectuosa( hemorilia) o no

ee realiza( ribrinOpenia congénita), por lo que la hemostacia ce

efectúa exclusivaunrma mediante aquella contracción.­

Bn la hemofilia se encuentran perturbados los dos factores:
la alteración del factor hemfitico produce un considerable aumento

del tiempo de coagulación y la del factor vascular reviste espe­

cial importancia para muchos autores comoVichow. Opitz. Ji'onio.

chalier. Howell y Pavlovcky. Este último opina que aún descuhlón­

doce el recurso capaz dc acortar el tiempo de coagulación. seria

necesario establecer clara y definitiVamente la influencia del

rector Vascular, para resolver completamentecl intrincado pro­
blema de le hemofilia.

Estas páginas han sido extractadac.del libro del doctor Altre­

do Pevlcvcky titulados Considerucionee patogáneticae de la hemori­
lie(Aflo 1947).



Sintomatologia Clgnica

Hemorragias: bon producidas por diferentes causasi heridas, exp

tractiones dentarias, golpes, intervenciones quirúrgicas, ete.
aunque a Veces se presentan sin causa aparente. Muchosautores

atribuyen gran influencia al factor psiquico en la aparición o

oohibición de las hemorragias; P.E.Weil refiere algunos casos

de aparición periódica. Las heridas aún las más insignificantes s

son incoeroibles y ponen en peliyrc la vida del enfermo.­

Hemetoma:Se presentan a raiz de traumatismos o sin ellos, y tie­

enen las más Variadas localizaciones.

Hemartrosis: En la hamofilia hereditaria especialmente. se obserb

van derrames articulares provocados por el menor traumatismo,

existiendo en general una tendencia recidivunte local; en orden

de frecuencia se compruebanen la rodilla, codo y tobillo.­

La iniciación de las hemorragias data desde el nacimiento en

ocasión de la circuncisión y de la ligadura del cordón; lo más

frecuente es su aparición cerca del año de edad, en los continuos

traumatismos que sufre el niño al iniciar su deambulacióno­

El factor hereditario( que falta parentemente en los celos

esporñdicos) tiene gran importancia para el diagnóstico.­

Sgntonae Hematológicos

Tiempode coagulación; Es el principal síntoma de la hemofilia.

Él aumento del tiempo de coagulación varia de un enfermo a otro

y en un mismo enfermo se observan a vecea verdaderas curvas de

oscilación.­

En general se presentan las formas graves de hemofilia con



tiempo de coagulación mayor de una hora, en les que los sintomas

aparecen en loa primeros meses de vida y los enfermos fallecen

antes de la pubertad según estadisticas antiguas; 8) formes media­

nas con tiempo de coagulación de menos de una hora, de aparición m

más tardia y con cierta tendencia a atenuaree con la evolución

del proceeoí y 5) las formas frustras o sea las que se observan

en families de hemeIIIOOB al lado de casos graves, o en toda la

forma familiar donde la tara parece utenuaree.­

El coágulo que se obtiene es plasmática; los glóbulos ro­

Jos sedimentan antes de su formación dando origen a los llamados

coágulos en botella.­

Tiegpo de Sangzia “e encuentra dentro de los limites normales,

cuando la herida del lóbulo de la oreja no es muyprofunda.­

Retrncción del coñgglo Normal desde el punto de vista de la coa­

gulación, pero retardado debido a la lentitud de ésta.­

Plaguetas: El númerode plaquetas es normal.

Fibrinógeno Todos los autores afirman que ae encuentra entre.
los limites normales.

Serie RoJe En los periodos de criain hemorrñgioae ae observan

anemias intensisimas( de 4} millones de eritrocitos a Li en dos

dias nor un derrame en la rodilla), sin que las hemorragias ex­

ternas lo hagan sospechar a veces.

Serie Blanca Uorrientemente es normal. pero durante las crisis
aumenta sobre todo a expensae de los neutrófilos, con franca dee­

viación a la izquierda, con cifras que oacilan entre 9000 y 20/000
apnoximadarente.­

Britrosedinentacións Normalo ligeramente acelerada selVO en las

crisis, donde se compruebaque la noeleración ea directamente

preporcional a su grado de gravedad.­



Calcio: No se modifica.

Tiempo de ¡girombinaz Normal

Electrolitos: En cantidades normales.

Signo del Bazo: I"'egutivo

Evolución z Diagnóstico

La evolución depende de la intensidad de los sintonas.Algunos

autores consideran que el periodo más peligroso se encuentra entre

el 1°-2° año de vida. conprobándoae hemorragias menos frecuentes

con sl paso de los años.

En las estadisticas de Sohloesmann. sobre 46 casos el 30 fi

muere antes de los lU años, el 28 fi en la sugunda década y el 17’

en la tercera. El hanofilico quo mayor edad ha alcanzado cumplió

Bb años. En la estadistica de Carrier se obserVa lo siguientes

54 fi muere antes de los a años y el 89 fl nuera antes de los 20

años, de ahi que exista sólo un ll fi que sobrepasa esta edad.­

En general es una afección graVe, pues las hemorragias pue­

den ocasionar anquilosis al nival de las articulaciones o pérdi­
da de la vista por hemorragias retinianaso

Hoyen dia todas las esperanzas de mejoría o curación están

puestas en las transfusiones y en las globulinas de poder coagu­

lante que se paparan.­

Asi liosenthal durante 15 años siguió alrededor de 20 hemofi­

lioos y sólo tuVOun caso fatal de hemorragia cerebral.

de consideran comobásicos en ol diagnóstico de la hemorilia

los siguientes puntos:

1°) Tendencia desde la primera infancia a hemorragias excesiVas,

por causa de lesiones leves.­



2°
V Iamorragias en las articulaciones desde los primeros años

5°) Alargamiento definido del tiempo de coagulación sin altera­

ciones cuantitatiVae de las plaquetas, protronbina, fibrinó­
gano y calcio

4°) Ausencia de causas de ln nredisnosición u hemorragias aparte

del aumento del tiempo de coagulación.

¿l tratamiento de la Hemorilia

En el tratamiento de la hanofilia el nropósito culminante. la

curación de la enfermedady la eliminacion de ln nereietencia vi­

talicia de la anna-mln constitucional,difilcíbfmnte podrá ser nl­

canzado.La predisposición hamofilica danandionta del sexo está.

según uchloáaamannancálada enla esencia hereditaria del honori­

lico y no sufrirá ninguna ianuencia.­

Las indicaciones más inuortantea para el tratamiento hemo­
rílico son:

A) La lucha contra las hemorragias.

B) La disminución de la predisposición a hemorragia. la pro­
filaxia.

C V El tratamiento de las consecuencias de las hemorragiaa(de

los hematonae, de las articulaciones de los hemofíïicos.oto)

En la lucha contra! laa hemorragiasdebe distinguirse:
a) la hemostasin local y b) la hemostasia a distancia.

La hemostaaia local se consigue:
l) con tanonamicntoe adecuados

2) por tratamiento con homoetá

ticos de acción fisiológica
local como sangre. ¡amare f1­

brinada, enero, plasma san­

guíneo, globulina de plasma
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Jugos do tejidos, extractos orgá­

nicoa( de pulmón. placenta, bazo.

saliva, etc) trozos de tejido( eo­

oión de trombo quinnaa).or1na. le­

che de mujer ácido láctico, etc.­

5 v con preparados henontáticoe como:

Claudon, üongulono, Homoplantina,

Fibrinógen. unrell. Vivokoll, ¡trip
phnn Sangoatopp. uietidinn. veneno

de serpientes. etc.

La hemostnaia a distancia ee realiza mediante:

Tranafusión sanguínea

Inyección de pla-nn oxaletado o oitratado

Saratorapia

Tratamiento con A T. 10. ee decir con un producto de la irra­

diación de la ergoaterina. libro de vitamina D.
Tratamiento con Vitamina C

Tratamiento con nateinn que es una mezcla de vitamina A-B-C-D

fosfato de Celoio y Luotoaa
Tratamiento con citrato de aodio

Tratamiento oon rojo Congo

Aplicaciones de rayoe Roentgen en el bazo

10) Tratamiento con preparados ovúriooa.

de 1a Homorilie"

Eetae fñuinna han oido extraotedae del libro del doctor

Alfredo FavioVnkytitulado:"Consideraciones Patagónetioee

(año 1947)



CAPITULO ¡g

COAGULACION DE LA SANGRE

Tgorías-Fiaiológia de la coagulación Normal

El mecanismofundamental de le coagulación es la transforma­

ción de una solución de fibrinógeno en un coágulo insoluble y r1­

gido de tibrina.­
Esta propiedad caracteristica de la sangre, constituye un

fenómenonotable. Son muchas las teorias expuestas para explicar

porque este humor completamente liquido mientras circule por los

vasos sanguíneos. se transforme prontamente en un gel ni bien a­
bandona su cauce normal.­

Teorga Enzimátice de la coagulación:
AleJandro Schmidt. el primer

investigador que en 1861(78) publica un trabajo sobre este teme.

expuso en el eño 1872 la teoria enzimática de la coagulación sen­

guinea. Hammsrsten( 1880-1883) (36). Pekelharing( 1892)(70),Fuld

y Spiro (1904)(34)noraw1tz(1904)(es) y W8hlisoh(1984-1929)(87 yes)

amplíen, modifican y dan forms definitiva a este clásica teorie
de tormentos.

Estos autores suponen que el factor liberado por los tejidos
es una quinasa capaz de convertir la protronbina en tronbina en

preccncia de Ca; esta trombina fonmndsreacciona con el fibrinó­

geno y lo transforma en fibrina. En le sangre circulante se en­



-cuentran presentes prctrombina. Ce y fibrinópeno; 1a tromboquina­

sa necesaria para activar la protrombina se obtiene por desintegra­

ción de las plaquetas.

De acuerdo con este teoria se puede dividir el proceso de

1a coagulación en tres fases según cl siguiente esquema;

De las Plaquetae Del higado y disueltee en
el plasma

I Fase Tromquuinasa ( Morawitz) Protrombina a

o de I TrombozimsaTromboplasti- ¡Serozima(Bordet):

Reacción naSCitozima(Bordet y Euldi) e Trombógeno ( horawitz)

e

en presencia de iones Ca

Trombina e Fibrinéeno

II Fase

de elitioa- Fibrina
ci n o

en presencia de plaquetas
Coagulación

III Fase _
Retracción del Uoágulo

o de

Retraceión

La sangre permaneceliquida dentro del aparato circulato­

rio; porque el endotelio vascular intacto impide la liberación

de 1a tromboquinasa. 51 la sangre sale de los Vasos y se colo­

ca en contacto con superficies húmedas(,con los tejidos que ro­
dean la herida, con paredes de recipientes de vidrio. eto..)

las plquetas ponen en libertad la tronbozima actiVa y el proceso
"se intensifica por la liberación de sustancia tiaural coagulan­

te"de las células.­



Wahlisch observa que la precipitación del fibrinógeno en me­

dio ácido es un proceso reversible, mientras que 1a coagulación
nomsl es un fenómenoirreversible.­

Woolridgd 1886-188'7H89) y Mills (1921-1924) (62-63). cre­

yeron posible la transformación de fibrinógeno en fibrins por

acción de extractos de tejidos y Ca en ausencia de protrombina;

pero experimentos de Euld y üpiro (1904)(34) Lorawitz (1904)(65)

y otros más recientes de Smith, Werner y Brinkhous(1934) (85) per­

miten afirmar que mezclas de extracto de pulmón,ce y fibrinógeno

no ooegulan pero, si ss adiciona protrombina, le coagulación es
inmediata.­

Según flühliach (1929) (88) inmediatamente determinada la cos­

guleción el contenido de trombine del suero alcanza un valor máxi­

mo y deceo luego rápidamente. transformándose en metntrombina ines­
tiva.­

Borúet y Howell consideren que las satencias zimOplfistices

son liooides, probablementercsfátiios y su presencia sirVe para

le nsutralización de un anticuerpo y la activación del trcnbógs­
no o­

SegúnFuokc el rector tisurel está ronvado por dos constitu­

yentes: uno de ellos catalina, neutraliwa la nntiprotrombina li­
berando la protronbina; sl otro es una protrombina, similar en

sus propiedades a 1a que existe normalmente en le sangre, capaz

de ejercer su mismaacción sobre el fibrinógeno.­

Para Fischer (30) el activador es un connleJo que contiene

ceralina y un csrebrósido; define a la tronbina comouna lipo­

proteíne que contiene Ce.



Iordet opina que la coagulación ee Verifica más rápidamente

en contacto con superficies húmedas,porque éstas facilitan la

liberación del trombógenode su grado previo al que llana pro­

eerozima y de la trambozi.;a de las plaquetas.

El fibrinógeno es la menossoluble de las proteinas de la een­

gre y uno de las que ee doenaturaliza más fácilmente. Se cree que

el fibrinógeno se forma en el higado pues cuando ee eztirpa este

órgano el nivel de fibrinógono deceo; en condiciones nonnalee ee­

ta proteina es constantemente formaday utilizada por el organie

mo, pero no ee sabe cuál es eu misión ni cuáles eon loe órganos

que la consumen. La formación de tibrina a partir de fibrinógeno

tiene lugar en un medio levemente ácido hasta neutro( pu 6.4 a 7.)

Muchosautores consideran que la tlansformación de fibrine a

partir de fibrinóneno ee un proceso fermentativo. de acuerdo a lee

investigaciones nefelomátrioae de Klinke y Elias sobre la cinéti­

ca de esta reacción; afirman que se trata de una reacción monomo­

lecular es decir fermentatiVa. acelerada por el mismoproducto
obtenido.­

La retracción de la fibrina y la expresión del suero; son aoc
ciones simultáneas y comienzan algún tiempo deepuóe de terminada

la ooapulación. El coñgulo aparece de color rojizo rodeado de un

liquido amarillo. el alero. Loeeritrocitos, lastre de la coagu­
lación, cundan aprisionadoa dentro de la red de tibrina y dan al

coágulu el color rojo caracteristica; la parte superior de este
tiene diámetro menor debido a que loa glóbulos rojos que ya han

eedimentado. permiten una mayor contracción.­

En laa eangros con tiempo de coagulación o sedimentación cup

montados, casi libres de eritrocitos, ae observan coágulos con

la parte superior blanca o amarilla y en forma de punta.
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La mayoria de los autores admite que la retracción del coágu­

lo está condicionada por los tronbooitog; si éstos se separan de

la sangre no se produce retracción. El agregado de extractos de

plaquetas. es deoir de factores puramente quimicos, no produce

efecto; Lampert admite que lee plaquetas actúan como centro de

coagulación.­

Otrae teorias sobre la coagplación de le Sangre:
El primer inves­

tigador que expresó un punto de vista contrario a la teoria en­

zimática fué floolridge(1883-1997) (89) Estebleoió que la coa­

gulación de la sangre se nroduoe por combinación de dos proteinas

rioae en lecitina, presentes en este humor, llamadas fibrinógeno

A y fibrinógeno B; la naturaleza de esta roucción no está especi­
:1 cada e­

Para floolridge la trombinn no parece ser muy importante.

si bien ae forma durante la reacción; el fibrinñgeno B eólo se

encuentra en la sangre, en cambio el fibrinógenc A está tanbien
en los tejidos.­

La teoria do Holf ( 1906)(66) excluye por completo la in­

tervención de enzimas o fermentoa en la ooagnlnoión.Adnite 1a

existencia de tree ooloides en el plasma: a) fibrinóreno, b)tronp

bóneno( estos dos preexisten en el plasma y son formados en el

hígado) y c) trombozima(originada a partir de las plaquetas, en­

dotelios y leucocitos).Cuando ae altera el equilibrio ooloidal
existente en el plasma se forma la fibrina e expensas del fibri­

núgeno, serozima y tromboquinaan floculudoa; en 1a sangre habria una

antitronbina que ee origina en el higado y se opone a la coagula­
ción.­

Borúet ( 1918) (55) difiere en cuento al origen de la

trombina; para 61 el factor eotivador(oitozine) no ee una enzima
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eino un lipido(lecitina) que se una quimicanente con la protrambi­

na do la sangre(eerozima¡ en presencia de 0a. para formar troubl­

na. La proserozima da la sangre circulante constituiría cl grado

previo inmediato. inactivo, de la sarnzina o protranbina activa.

Howell ( 1916-1925)(44 y 45) presenta la hipótesis de quo

en la sangre circulante se encuentra presente una anti-protromp

bina ( heparina) en forma de con:19,10antiprotromhina-protranbina;

la protrcmbina necesaria ec separa por acción del factor tiaural

liberado de las playstas. Las reacciones según Howell serian:

Protrombina-hcparinae factor tisural( catalina): protronbina libro

x-rotrmbina e Ca : tronbina

Trombina e Fibrinógcno g fibrina

Hallanby (1909) (59) y i’ickaring(1985-1928) ('71) crean que

la protrtmhina so éncuentra finichnimicnmcnto ormbinada con el

fibrinógp”. en la sangre circulante.­

degún Fiacher(1953,1954) (30) la protrombina es unaglobull­

na cuyo punto isoclñctrico está u pH 5.3 y la trombina ee una

lipoproteina que contiene Ca; la conversión le una an otra se

realiza con Ga y el factor tisurnl.ïate último aa un complejo da

cefulina soluble en alcohol y un cerchrósido.—

McFurlane establece la existcncin de ciertos QAntivadoree

Lipoides" que hastaermra se habian considerado en conjunto con

laa tromboplaetinas.­

Referente a la regulación del proceso de coagulación da la

sangre algunos autores como Aoyamay Talatg (67) señalan la no­

table influencia del sistema nervioso. ¿l pnnero indica la exis­

tencia de un centro que acelera y qxrc que rctarda la coagulación,

ubicados en un punto del cerebro intermedio y capaces de ser

inhibidoe por la corteza cerebral.­
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Por otra parte cl porcentaje de protronbina en la sangre.

puede acr regulado por el sistema nervioso pues. según rakata. la

histamina cierra y 1a adrenalina abre los esfínterea que contra­

lorean el influjo venoso del higado, lugar de origen de 1a pro­

trombina; esto explica por qué se produce un descenso de protrom­

bina que aumenta el tiempo de coagulación de la sangre, después
de la liberación de histamina.­

Fibginóggno 1 Fibrina

ngdnos autores creen que el fibrinógeuu ee origina en el

higado; otros cono Kish y Faludi Opinan que al centro productor

ee el sistema reticulo- endotelial.Para Hale, Hamy Curtis el

régimen ulirentioio influye en la cantidad de fibrinógeno.

Se trata de una globalina con peso molecular de 69.300. es la

proteina menos soluble y una de las más lábiles del plasma.­

Su ccncentracffn noanl un la sannre es de 3 a 6 gr. o/oo

cantidad por demás suficiente puro el proceso de coagulación.

ya quo las cifras mínimas con él compatibles oscilan entre 0.6

y l mr por mil. La fibrina es comohanna visto en todas las teo­

rias de ln coagulación expuestas, un producto derivado del fibri­

nóggeno e­

Los análisis realizados por M.Bergnannyo. Niemann(1936)

(2) encuentran en el hidrolizado de la fibrina los siguientes ami­
noácidos: 1- prolina. d-arginina, d-lieina, l-hiotidina, d-ácido
glutámico, l-ácido aspartico. triptorano, metionina y cistina.­

La naturaleza quimica de las reacciones que tienen lugar cuan­

do el fibrinógeno da fibrina en presencia de trambina. ee hasta
ahora discutido.­
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Nada se puede decir con seguridad sobre lee diferencial que

existen entre le fibrine obtenida por acción del calor y le tor­

madaen presencia de trombine a partir de ribrinógeno.­

Algunos autores señalan que la transformación de fibrinóge­

no en tibrine ee el primer peso de un proceso de naturaleza pro­

teolitica; le pepnine por ejemplo, conguln el fibrinógeno direc­
tamente (ae).

duchas sustancias que también coagulen el fibrinúgeno son

capaces de oxidar a ciertos aminoácidos y péptidos y comoambas

acciones parecen ser paraleles(16) se ha sugerido le naturaleza

ozidativa de aquella transformación. vi esta teoria fuese exec­

te serie lógico entender por que las diferencias químicas entre

fibrinógeno y fibrina son aparentemente tan pequeñas.Le acción

de la trcnbina sobre el fibrinógeno no parece terminar con la

formación de fibrina(35); el cegund paso consiste en una de­

Sinteuraoión del coágulo, una licusción de fibrina. durante le

cual se produce fibrinúpewo no alterado y trombina inectiva.-'

Ésta segundo paso ocurra bastante rapidamente revietindo ee­

Kocinl indortnacia, 91 las cavidades dei cuervo; hay quien rele­

cicnn este puso final de lu noción de le troubina. con el origen
de las vrcteínns del plasma.­

En los henotílicos di fibrinógeno está en cantidades norma­

les; comoel tiempo de coagulación en estos enfermos está alar­

gado por alteración de otros factores y la vdoreción de fibrinó­

gano se verifica mediante su transformación en fibrinn, ee con­

veniente agregar en estas circunstancias una solución de trombo­

plaetine para acelerar el proceso.­



Projrombina

En general la nrotrambinu ea una proteina presente en le

sangre circulante, capaz de transformarse en trombina por ac­

ción del Ca y la tromboplastina; Nellamby la considera una meta­

proteina ácida. Para :uick(75( su estructura ce proteica y con­

tiene 4 fi de hidratos de carbono. Este autor cree que la unión

de dos factores constituyen la protrombina; el factor A dismi­

nuye en los nlnemne conserVndos y elB en ciertas avitaminoeie;
la unión so realizaría mediante el ión Ca.­

El higado parece ser una de sus principales fuentes de o­
rigen.­

La estabilidad de le trotrombina en la sangre circulante

puede ser debida a eu presencia en forme inactivn( proeerozi­

me de Bordot) o bien n ln circunstancia de encontrarse protegi­

de ya aan combinada con un nnticoegulnnte( Howell) o formando

complejos coluidalee ocn fibrina sueroglobulina y albúmina<ue­

llanby, Pickering y Hekma).

El nivel de nrotrombina en un animal dndo ce muy constan­

te ( 86) aún despues de hemorragias ronctidae y de un brusco

cambio de réniwan ali cntioio. Una marcada hipOprotrombinemia ee

prOduce en los envenenamientoe agudos con fósforo o cloroforno;

el niVel de pntrombina desciende antes que el del fibrinógeno.

Según experiencias de favloveky(67) un franco déficit en pztrump

bine, no imnide le transformación de fibrinógpno en fibrina y eó­
lo interviene en la Velocidad do la miana.­

El porcentaje de protronbina en los enfermos hemorilicce ee

cuantitativamente normal; lo mismosucede en todos los plaunee

artificialmente ineoesuleblee por administración intravenosa de
neptone o por adición de heparine in vivo.­
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Recientes exnerimontos (60) demuestren que soluciones pu­

rificadae de trombina contienen una sustancia capaz de inacti­

var la protranbina; el agente entiprotronbico no está presento

en las soluciones de Ca, protrcnbina o tromb0plaetine empleedee.

lo cual indica que la propia trombina en este factor. Esta con­

clusión ee evidente e introduce una aparente contradicción; sin

embargo es anñIOga a ln de hunitz cuando afirma que la tripeina

nuede convertir a eu precursor, el tripainógeno, en una protei­
na inerte.­

rugificgoióg dg Jrotrrmhina:
Cuandopreparaciones de “combina

impuru ee convierten en tronbina, esta última puede ser inacti­

vada por trazas de sustancia m.tibrómbica presentes comoimpu­

rezas; por purifiCnoión le lua soluciones de protrombine puede
evitarse esta dificultad.­

El plasma se diluye(80) y no precipita la protrombina e

pu 5.3 con acético al l ü. ¿L psooinitndo puesto en eolución

ee adeorbe con Mg<0ñ)2y se 19v" con 002; no purifion dializan­
do contra agua destilada. En un trabajo posterior (82) los au­

tores recomiendanusar 003 a 4-6 atmósferas. ::hbien ee obtie­
ne una protrombine más pure mediante fraccionamiento ieoelóotrioo de

del producto de le diálisis a pH 5.6 y 5.3; la protrombine más
activa está en la últira fracción.­

Trombina

No ee sabe aún ei la transformación de protronbina por eo­

oión de la tromboplaetina ee una reacción quimica o enzimática.­

üchmidt considera a la tromhina comouna enziwe; hellanby

la llama trombina. muiok (75) dioe que es una albúmina soluble



en agua y en solución fisiológica.

walter Seegers afirma (82) que la protronbina y la trombine

son proteinas que contienen carbohidratos. La trombina.comohe­

mos dicho. parece ser capaz no sólo de precipitar fibrina a par­

tir de fibrinógeno, sino también de disolver el ooágulo.­

La proporción de trombina presente influye en el tiempo de

coagulación, sin embargo según Quick. es muypequeña la diferen­

cia de concentración de trombina necesaria para transformar. por

ejemplo un tiempo de coagulación de una hora en otro nomal( 4

a 8 minutos.­

Rgriricgcióg de 2;amb¿ng¡
a conversión de protrombina en tron­

bina ee hace (82) en una solución al 0.9 fl de ClNa que contiene

0.15 fi de (N03)20a; se utiliza trombOplastina especialmente pu­
rificada(60) pues los extractos crudos de órganos contienen tam­

bién sustancias antttrúmbieae. La tranbina preparada se preci­

pita con aoetona. se seca con acetona-eter y se redisuelve en a­

gun; se precipita n pH 5- 5.3 con acido acético. obteniéndose un

residuo de sustancias inertee y un sobrenadante de trombina.muy

puma. soluble en aquel pH y relativamente estable.­

Trggboglastiga

Se tratará detenidamente este tema en los capitulos III y
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Calcio

El ión Ca toma parte en la activación de la protrombina.

iuchos autores observan que ei a una solución de fibrinógpno o

a plasma oxalatado ee le agrega plasma con protrombina pero ein

Ca, la coagulación no ee produce; al agregar Ca ee forma rápi­

damenteel coágulo correspondiente.­

Reepecto a la naturaleza de la reacción que tiene lugar en­

tre Ca y protrcmbina I’ekelharing(1892) (70) opinaba que la tran­

bina ea un compuesto de Ga y que al reaccionar sobre el fibrinó­

Reno la transfiere este ión. dando aei origen a un compuesto in­

soluble, la tibrina. Hammareten(1896-1899) (36) no está de acueru

dc con este criterio y encuentra que la fibrina contiene sólo

0.006 fi de Ca en au.mclécula.­

Loucke y Scott(1929) (51) afirman que la fibrina no ea un

compuesto de Ca, en cambio este ión es un componente esencial de

la molécula de tronbina, por lo que las soluciones de trombina

ee inactivan cuando se lee agrega oxalato. Eagle(l935) (85) por

el a>ntrario, precipita cuantitativamente el Ca de las solucio­

nes de trombina, sin afectar en nada eu activida; la conversión

de ¡retranbina en trombina en ausencia de Ca, puede realizarse

conotrce reactivos comoclorcformo y alcohol o tambien producir­

ee espontáneamente.­

Ya eea como catalizador que acelera una reacción que puede

ocurrir espontánea pero más lentamente en eu ausencia, o como

constituyente, Junto con la protrombina y al tnctor lipoide. de
la trombina( Bordet, Fucna y Fischer). el Ca sólo. en condicio­

nee normales no ee auficientc para convertir protrombina en trom­

bina en la sangre circulante; necesita indudablementedel factor

tromboplfietico liberado por loa tejidos.­



Anticoamlantesi
iaten sustancias llamadas anticoagulantes que

in vitro o inyectadas en el organismo son capaces de actuar sc­

bre altunos de los factores de la coagulación. pudiendo alargar­

la o inhibirla. La heparina esta normalmentepresente en la san­

gre circulante. aumentando en los estados de shock y despues de

la inyección de peptona.­

La clasificación de anticoagulantes de Quick( citaaa par

Pavlovsky(67) es la siguiente:

1°) Agentesdecalcificantes:nitratos, oxalntoa, fluoruros.
2°) Anti-protrombinasz

e) Heparina( en unión con un co-ractor)

b) Absorbentes(foafato tricálcico(Bordet). Hidróxido de Mg.

(Iuchs). hidróxido de Al(Quiok), sulfato de BafDale y

walpole).

c) Suero antiprotrombina especifico. preparado por Tocantins

d) Dicumarina

3°) “ntitrombinas. aparentemente presentes en el plasma sanguí­

neo y capaces de neutralizar los trozos de trombina forma­

dos. Iuick no ha comprobadoeu presencia en la sangre.­

4°) Actuan sobre el fibrinógeno

A) Estabilizadores; a )sales neutras b) Germanina

B ) Fibrinolisinass sust. colorantes.

Eisiopatologga de lg Coagulación12' orílica

La mayoria de loa autores adnite en los hamotilicosz

l) Protrombinas normal

2) Calcioi nonnal(Nolr.Hess. Sahli. Klinger. Naegeli.Horawitz)

3) Fibrinógeno: normal( dahli. 0.35 a 0.66 ñ, Wahlisch 0.43 fi).



Opitz 0.86 a 0.35 fl Howell. Oeste: y

Pavlovsky)

4) Anticoagulantes; normales ( Nolr. Addis, Minot Lee) ligera­

mentee disminuido s(Howell, EVans)

aunantados (Weil,Faiesly, Tocantins)

hauick Pavlovsky).

5) Plaquetasa normales o liaeramante aunantadae (Bahli. Fonio)

6) Trombina: casi normal( ¡onio)

El tiempode coagulación de los hemofilicoa ee acorta con

el agregado de extractos de teJidoa( tromboquinaaa). de plaque­

taa normalee‘ trrxnbozima) o de plasxrn normal( trombógeno y tran­

bozima).El agregado de elementos figuradoa de sangre hemorilioa

no acorta el tiempo de coagulación.

La coagulación hemofilica presenta las siguientes carac­

toristioao: loa copos de fibrina aparecen lentamente y ls conec­

lidación del ooágulo se realiza haras después de empezadoel pro­

ceso, elque concluye normalmente. El coágulo no se muy consie­
tante.­

En general, para explicar lae deficiencias de la coagulación

hemofílica aparentemente causadas por una disminución del factor

trombOplñstioo, se aceptan tres teoriae(68)

1) Déficit de tromboplastina

Schmidt en 1893(citado por ¿uiok(76) encuentra que el agre­

gado de sustancias simOpláaticas acorta el tiempo de coagulación

de los hemofilioos.8ahli(1905) (vo) dice que en los tejidos de

los henofilicoa faltan las sustancias estimulantes de la coagu­

lación; esta suposición ha sido rechazada de acuerdo a la in­
vestigación en cadáveres ( Gressot, Plant). üeñala tambien

Sahli que la sangra hamofilica" presenta un déficit en la com­

posición quimica de sus elementos figurados" pero sin precisar



cuáles son. En efecto, la adición de elementos figurados nonna­

les acelera el tiempo de coagulación en los hemofílicos. lo que

no se consigue cuando estos elementos provienen de sangre temor!­
lina.­

Muchostrabajos publicados a este respecto concluyen que

en la sangre normal entera existe una sustancia ‘ tracción glo­

bulina) que acorta el tiempo de coagulación de sangre hamofilica;

la mismatracción extraída de plasma hamofilico tiene poco poder

coagulante( 68).

2) Excesiva estabilidad de las plaquetasque determina una lenta

liberación de tromboplactina.

Minot y Lee en 1916(64) confirman los hallazgos de Fonio

en 1914(35) y suponen que las plaquetas hemorilicas, son anor­

malmente resistentes y que liberan más lentamente la trombOplas­

tina; si se destruyen las plaquetas hemofilicas por medios mecá­

nicos la sangre coagula normalemente ( Lafleur). Estudios poste­

riores de Rosell (1959) (48) y Quick en 1942(I5) refutan aquella

hipótesis.­

3) Aumentode las sustancias anticoagulantes que impiden la nor­

mal acción de la trcmbOplaetina producida. Se cree que la anti­

trombina y antiprotrombina estan aunantadas. Tbcantins en 1942

(84) y Pavlovsky en 1947 (68) entre otros autores, creen en la

presencia de antitrombOplaetinas en la sangre hamotilica.­
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SUSTANCQAS TROMBQKLABTLOAÉ

Según lo expuesto anteriormente, el factor que Junto con

el Ca es responsable de le transformación de protrombina en tran­

bine actiVa. necesaria para obtener tibrina a partir de tibrinó­
seno. ha recibido varios nombrendesde su descubrimiento. Se lo

ha llamado tranb0plastina c sustancia trombopláetica(Nolr. HOIell)

citozina(Bordet y Fuld). tromquuineee (Horawitz).euetancia zi­

mopláetica ( Schmidt). proteine trombOpláetice ( Chergafr. Cohen)

y citozimroerñtido(flowell. Pickering. lucha).

Está contenida en muchostejidos animales ejerciendo eu ac­

ción congulante en la sangre1 extravaecular en cneo de heridas;

eu presencia en las plaquetas es probablemente la causa principal
de las coagulacionea intrHVasoularee.­

Alejando Schmidt en 1913(79) encontró que los extractos

alcohólicos de tejido hepático, secos y luego emulsionados con

agua tienen la propiedad de acelerar el proceso de coagulación

de la sangre; Este rnctor activo, ternoestable y muysoluble en

alcohol y eter es llama-¡doeusgqnciu ¡ronbopgenog (N01?) o ¿i­
mm (Schmidt).



El autor Juzga que se trata de un rosrátido probable­

mente una catalina, presente en las pla quetas y en muchasotras

celulas del organismo.La sustancia zimoplástica es muyssluble

en alcohol, eter y toluol y casi insoluble en acetona anhidra.
pero bastante soluble en esta en presencia de agua(6).

Las plaquetas tienen especial importancia en la coagula­

ción intrnvascular y extraVascular; en general se las considere
comolos únicos proveedores de la trombOplsstina del organismo

o tal vez con ayuda de los leucocitos pero estos en menor esca­
1a.­

Los lípidos de las plaquetas han sido extraídos y analiza­
dos en 1986(8) observándose un alto contenido en colesterol y rosr

fátidos y poco pa*centaJe de gliceridos. Los rosrátidos extrai­

dos poseen alto poder coagulante. en cambio las fracciones solu­

bles en acetona y clororormo son enteramente inactivasgla tracción

catalina notablementemás activa que la lecitina. es la responsable

de la propiedad tromb0plástica de aquella sustancia. Se observa

ademásque la actividad de la cefalina. es paralela a su contenido
en ácidos no saturados.­

Hay un hecho curioso y es que los extractos acuosos de

plaquetas agotadas por disolventes orgánicos, alargan conside­

rablemente el tiempo de coagulación de la sangre.­

Un comportamiento anormal de las plaquetas sanguíneas po­

dria ser, según aquellos hechos experimentales, la causa de muq
chos trastornos figdológicos; en erecto. la diferente permeabili­

dad de aquellas para el activador o el inhibidor de la coagulacicn,
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tanto comola ausencia de uno u otro en determinados casos pa­

tológicos determinaria el tiempo de coagulación de un individuo.

En 1912 Howell(43) estableció; que el principio activo

presente en los extractos etáreos de cerebro desecado o timo,

es un rosfátidc con las propiedades generales de la oetalina;
para Howell el efecto trombOplástico de aquel toerélipido extrai

do de los tejidos animales, se debe a la neutralización de la
tracción antitronb inn.­

El hecho que cefalinas de origen vegetal tengan actividad

tromboplástica(8) es muysignificativo e indica que se trata de

una propiedad caracteristica de la catalina y no debida a un

factor coagulante contenido en los tejidos animales y presente
en estos rostátidos comoimpureza.­

La yemade huevo contiene lsoitina sin ningún erecto coa­

gulante y una pequeña fracción de catalina activa.­

Jay McLean en l9ló(56) prepara cetalins pura y confirma

aquellos resultados, estableciendo /us la actividad tromboplás­

tica es una propiedad intrinseca y marcada de la ceralina y no

atribuible a ninguna impureza.­

Este principio obtenido de cerebro, higado o corazón,au­

menta la acción trómbica del suero fresco. mientras que otros
tostátidcs comoleeitina, esringomielina y cuorina son emple­
tamente inactivos.­

El mismoinvestigador en 1917(58) advierte que la cerali­

na posee mayor efectividad para acelerar el proceso de coagula­

ción ds la sangre, inmediatamente después de aislada de tejidos.

cerebro yema de huevo, higado o músculo de corazón.­



Tanto la catalina impura comola purificada pierden su ca­

pacidad trombOplástica cuando se las deja mucho tiempo a tempera­

tura ambiente y aún conservandolas en desecadcr. Catalina con dos

años de antigüedad es completamente inactiva, aún cuando recién

preparada tuviera marcadoerecto coagulante.­

La catalina se considera un roafátido no saturado y se veri­

rica que su actividad tromboplástica guarda relación directa con

el grado de no saturación; cuando por oxidación o reducción se la

satura más allá de un cierto limite, pierde completamenteaquel

poder. llegando hasta retardar la coagulación.­

La conversión de protrombina en trombina con catalina. es

sin embargo incompleta y requiere mucho tiempo durante el cual

parte de lc tronbina formadase desintegra(81); los extractos
salinos crudos de tejidos y los despojados de sustancias anti­

trómbicaa presentan mayor actividad

La concepción primaria de la estructura de las cefalinas

comogliceridos amino-etil rosforiladoe, distintos sólo en cuan­

to al tipo de los acidos grasos presentes, parece no concordar

con los actuales descubrimientos. En erecto se encuentra(31)que
la catalina preparada de cerebro de bueyacontiene 40-70 í de su

nitrógeno en forma de un alfa aminoácido. Es una Variante grande

ya que se creia que todo el nitrógeno estaba en ronca de etanols­
mina.­

Se ha identificado comoaerina por lo siguientes
a) da la reacción caracteristica de los alfa aminoácidoslibe­

rando simultáneamente, al ser tratada con ninhidrina, canti­

dades equimoleculares de anhidrido carbónico y amoniaco.

b) reacciona comolos acidos hidroxninados con periodato al­

calina desprendiendo NH;



c) tratado con ninhidrina libera eldehido glicólico, con el

mismorendimiento dado por eerina en experienciee de control.

El hidroxiamino ácido de la catalina está aparentemente uni­

do al resto de la molécula del roerátido por una unión de eeter

e traves del grupo hidroxilo;erectiVamente. haciendo reaccionar

catalina intacta con ácido nitroeo. ee deduce que los grupos COOH

y N32se encuentren libres.­

Loe autores afirman tanbien de acuerdo e su experiencie,que

no ee-trutn de una impureze de la cefalina, sino de un consti­

tuyente esencial.En cuanto a la presencia simultánea de las doc

sustancias en la ceralina, puede ser que se encuentren prefer­

madoe en el cerebro de buey o que la etanolemina haya sido ori­

ginada post mortem,pordeecerbozileción del constituyente ¡eri­
na.­

Lae bases de los foerolipidoe han sido determinadas también

por el método de la dilución del ieótopo(12); estos experimen­

tos indican 1a existencia de por lo menosotra base Primaria die­
tinta de los conocidos o de un hidroxiaminoácido.­

En 1948(32) Folch encontró que la fracción catalina de los

foarátidoe de cerebro. siempre considerada comoun compuesto de­

finido. es una mezcla de roarátidoe.­

Lee tree fracciones presenten en la ceralinn de cerebro son:

a) toeratidil eerina, b) un compuestocon le composiciónprima-l
iiamente atribuida a le cetalina y que se llame roerntileteá
nolamine c) una mezcle de foerátidoe, uno o más de los cuales

contiene inoeitol comoconstituyente.­
En 1943(90) floolley aieló del poroto de eoJa el lipositol.

un roerblipido conteniendo inocitol 16 fi. galactoae 15.5}. ¿cido

d-tartárico 8.3 %, ácido oleico 23.6 í, ácido foerórico, etanol­
nmino y una mezcla de ácidos cerebrónico. palmitico y eeteáricc

de peso equiVHlente al del ácido oleico.



con motivo ds estos recientes descubrimientos seria inte­

resante investigar la estructura de la ceralina de proteinas trom­

bOplñsticas de distinto origen.­

Comohemosdicho, la catalina libre acelera el proceso de

coagulación de la sangre; idéntica propiedad tiene cuando se en­

cuentra combinadacon una proteina.El grupo funcional responsa­

ble de este efecto no ha sido identificado, pero para poder ac­

tuar parece que necesita en su molécula la presencia de acidos

grasos no saturados.­

Los venenos de serpiente poseen ciertas enzimas capaces

de separar los ácidos grasos no saturados de los rosrátidos,

dando origen a los llamados lisorosrátidos con propiedades bs­

moliticas caracteristicas(9). El venenode culebra de cascabel

(3) destruye el poder tromboplástico de emulsiones de catalina;

el Venenode cobra inactiVa la citozima (37). ElChargatr.S.Gohen

(9) realizan interesantes szperi entos para obtener lisorosrá­
tidos a partir de distintos sustratos y obserVarla influencia
de los compuestos formados, en el proceso de la coagulación senp

guinee. Encuentran una anormal resistencia de la cerelina para

ser convertida en lisoceralina. en contraste con la natural pre­
disposición de la lecitina; este distinto comportamientoante el

ataque de los complejos enzimáticos de los venenos de serpiente.
es otro ejemplo de las diferencias existentes entre estos rosfó­
ticos.­

Ni la lisolecitina ni la lisoseralina tienen acción sobre

el tiempo de coagulación, en contraste con la actividad trombo­

plástica de la ceralina.­

Hace mucho tiempo que se conoce que el proceso de coagu­

lación de la sangre se activa en presencia de tejidos.­
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En 1908 (l) Arthue demuestra este hecho en la sangre de na­

miteros.Encuentra que la adición de extractos ealinoso acuosoe

de tejidos comotimo, músculo, cerebro, testículo, etc. provoca

la rápida coagulación de sengres que de ordinario lo hacen muy

lentamente; tal es el caso de la sangre peptonizada de los perros

y la de pájaros extraída con cuidado de los vasos sanguíneos pa­

ra que en ningún momentoee ponga en contacto con los tejidos.­

El principio activo presente en estos tejidos llamado sus­
tancia trombcplástice es soluble en agua, ternolábil y de natu­

raleza aparentemente proteica, pero su fonna de actuar es seme­

Jente a le de la cefaline aunquemás efectiva.­

El modode acción del factor tromboplñstico no está aún bien
dilucidadc.­

Bordet considera(4) que la trombina es un compuesto entre

protrcmbina. calcio y un lípido trombOplástico(citozima).

Para comprobarsi asi sucede o si estas sustancias actúan

de maneradistinta, se hicieron interesantes experiencias con

el ie6t0po rndioactiVo P3:(10)¡ para ello se realiza la conver­
sión de protrombina a trombina bajo la influencia de la proteina

trombcplñstica. comoaparentemente ocurre sin vivo.­

30 use trombOplastina redioactive que se aisle de ratas a­

limentadas con PO¿HNa3radioactivo, por un método de Chargarf y

Gohancuya publicación se anuncia; en presencia de este prepara­

do activo ae realiza la transformación de prctrombina en trombins.

Le radioectivided de 1a tronbina obtenida, se comparacon la de

otra solución especialmente preparada y usada comocontralor.

Estas experiencias parecen no confirmar la hipótesis de Bordet.



pues es tan pequeña la cantidad de sustancias con P, transfe­

ridas a la trombina formada, que sólo puede aer determinada por
este método.­

SegúnHowell(47), para que el factor trombopláatico actúe

ee necesario que se combine con un anticoagulante, por ejemplo

heparina, presente en la sangre circulante comocomplejo hepa­

rina-protrombina, y deje protrombina en libertad.­

La heparina parece no ser nn compuesto quimicanente defi­

nido, sino un estar mucoitinpoliaulrúrioo(49).No está bien acla­

rado ei su poder ccagulante proviene de cierta afinidad quimica

definida, o de au gran carga iónica.­

El pulmón es el órgano más rico en hcpurina. Bolmgren y

Wilander(38) señalan a los maatzellen( baeófilos)como la fuente

originaria de la heparinu; posiblemente aca el constituyente

de las grnnulacionec basófilae.­

La hipótesis de Howell aparece comono probable. pues cuen­

do ee trata heparina con proteina de puhnón. ee forma un comple­

Jo heparina-proteina dotado de una erectiVa acción anticoagulanp

te; esta capacidad de combinaciónde la heparina parece provenir

de su alta carga eléctronegatiVa(l4). Durante la reacción ae li­
bera cernlina de poder levamente coagulante.­

Para que le heparina actúe necesita de un factor. elccm­

plemento de la heparina, presente en la fracción albúmina del

euero(74), no idéntica a la albúmina cristalina(14), ni reemp
plazable por el constituyente proteico de la trombopleetine(ll).

Oonexcepción de la albúmina cristalina todas laa fraccio­

nea albúminae probadas con actiVae. El natural inhibidor de la

coagulación seria pues un complejo de albúnine cuyo grupo pro-te­



tico es la heparina. Preparaciones de albúmina de plasma. en

presencia de haparina, pueden ser electroforétioamente separa­

das en tres fracciones de las cuales sólo la rápida y medie con­

tienen al complementode la heparina.­

La hsparina necesita de este complemento:a(pura impedir la

acción coagulante de la trombina sobre el fibrinógeno y b) para

inhibir la conversión de protrcmbina en trombina por destrucción

de la tromboplastina. Es probable que la primera acción citada

tenga lugar en sangre aislada o circulante y que el segundo e­

fecto ocurra en el sitio de una herida, donde grandes cantidad­

des de tromboplastina son liberadas.­

El poder anticoagulante de la heparina está relacionado con
la concentración relatIVa de trombina y del complementode la

heparine(91). de ¡edo tal que el proceso de coagulación en un

sistema que contiene fibrinógeno, heparina y trombina. puede de­

pender exclusiVamente de la concentración del complementode

la heparina.­

El camcortamiento" anti-protrómbico" de la heparina no está

del todo aceptado(7). Kellanby y wuick indican que la transfor­

mación de protrcmbina purificada en trombina, puede realizar­

se aún en presencia de heparina. Para entorpecer aquel proceso par

rece necesaria la presencia de cierto factor presente en el plas­
ma. no dielizsble, pero de identidad desconocida. Ni la heparina

ni el factor por separado impiden la ronnación de trombina. En

1936 Quick(73) encontró que en el shock que se produce al inyec­

tar peptona, aumenta enormementeel tiempo de coagulación, debido

a la presencia de una antitrombina parecida o idéntica a la hepa­

rina y completamentedistinta de la antitrombina normal de la san­

gr. e­



Un año despues Eagle, Johnston y Ravdin atribuyen el

marcado aumentodel tiempo de coagulación en el shock,anari­

láctico(74) a una antitrombina similar a la obtenida añadien­

do heparina dl plasma.­

Quiok cree que la antitrombina nonmnl de la sangre es

una albúmina que neutraliza lentamente a la trombina, sin mo­

lestar la coagulación normal, ya que el fibrinógeno tiene ma­

yor afinidad por la trombine que por la albúmina. La afinidad

de la albúmina por trombinn se acrecienta notablemente en pre­

sencia de hepurinn, resultando que en pocos minutos tada la tromp

bine se habrá combinado con el complejo heparina-albúmina en

vez de coagulnr al fibrinógeno.­

La albúmina calentada a 67° C no es capaz de neutralizar

la trambina; no se observa entonces al añadir heparina a la san­

gre ninguna acción antitrómbioa. lo que confirma la hipótesis de

que la heparina sóla no es una antitrombina. sino un simple ac­
tivador de la albúmina.­

Hay también evidencia de una reacción entre la neperina

y las globulinas del plamna(l4). Continuandolas consideracio­

nes sobre la manera de actuar del factor tromboplástico, dire­

mos que otros autores lo consideran una enzima capaz de catali­

zar la transformación de protrombina en trombina; esta opinión

es sostenida por el hecho experimental de que la tripsina(36).

ciertos venenos de culebra ( Bcthrops atroz, vipera Russell,

Noteohis acutatusJ(27) y (53) y otras enzimas proteoliticas pue­

den tambien actuar sobre la protrombins.­

Algunosvenenos de serpientes tienen acción efectiva co­

bre la citozin1a(4l) por lo que impiden la romaoión de tranbi­



ne; el veneno de cobra es un ejemplo.Eete veneno actúa tambien

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

otra parte activa considerablemente la combinacióntronbina-ribri­

nógeno.Los venenos coagulantes tienen al parecer prOpiedadesde

tromhina, inyectado: in vivo en dosis muygrandes provocan la coe­

gulación de la sangre en todo o parte del aparato circulatorio.

Cuandola dosis inyectada es pequeña a la raae ponitiva en la

que le coagulación aumenta por acción del veneno, sigue una fa­

ee negativa de incoagulabilidad debido a la momentáneaddlperi­

ción del fibrinógeno(42)

Eagle en 1937(27) estudió 17 venenos de serpientes y en­

contró que 9 de ellos podian coagular la sangre citratada; 7 de

esos 9 podian convertir el fibrinógeno en una sustancia ineolu­

ble semejante a la fibrina( DothrOpeatroz, BothrOpeJararaca.

Bothrops nummirera, crotalue adamanteue. crotalus horridus, Cro­

talue terriricus basiliecus. crotalus terriricus terriricuso).
El medio óptimo para la coagulación se encontró para tres de

ellos en pH 6.5, el miamonecesario para que la tronbina actúe

sobre el fibrinógeno. Sin embargola capacidad de estos venenos

de ooagul r el fibrinógeno. no es afectada por la antitrombina

que se produce durante el shock anariláctioo. lo; que no ocurre
con la trombina.

Ademásde ooagular el tibrinógeno directamente, tree ve­

nonoe‘ Bothrcpe atrox, Bothrope Jararaca y en menor extensión

Crotalus terririoue baeiliecus) actuaban tambien sobre la pro­
trombina convirtiéndola en tronbina. sin intervención de calcio

o plaquetas. Otros venenos que no tenian acción sobre el fibri­

nóepno purificada también convertían protronbina en tromhina.­

La cantidad de veneno necesaria para transformar la

protrombina era en algunos casos extraordinariamente pequeña;asi



al BothrOpeatrox era activo aún en diluciones de 1:26 millones,

mientras que el de Notechie ¿cutatuc actuaban en diluciones de

l en 4 millones. El autor cree que la prepiedad de coagulación y

destrucción del fibrinógeno y 1a de activar y destruir la protromp

bina que poaeen estos venenos, depende de las enzimas proteoli­

ticas que contienen.­

De acuerdo con este carácter enzimático atribuido a esta

reacción,a1gunos autores hablan de tromquuinaea más que de eue­

tancias tronboplfisticac al referirse u loa extractos alcohólicos.
e térecu, acuoaoe y salimos de tejidos, plaquetas y algunas frac­

cionaa de plasma, que poseen la prepiedad comúnde transformar

rápidamente la pmtranbina en trombina en presencia de Gay len­

tamente en su ausencia.­

Otroe autores observan en cambio que la tromboplaetina se

consumecuando reacciona con protronbinc en presencia de iones

Ca(61). luego hay que suponer que nc se trata ya de una enzima

capaz de transformar ilimitadas cantidades de protrombina en
trombina.­

Si ee parte de un exceso de protroubina.ae encuentra que

la trmrrinc obtenida ee directamente preporcional a la cantidad

de tromboplaetina empleada; ai la tromboplaatina ee la que está

en exceso, la cantidad de trambina formada es proporcional al

peso de protrombina utilizado.­

Bn 1937 Patek y Taylor aielaron de plasma humanonormal

(88) mediante dilución y precipitación a BH5.6 o 6, una globu­

lina termolábil, soluble en solución salina ieotónica y que acorb
ta el tiempo de coagulación de sangre hemofllica in vivo e in vi­



tro. Dializando plasma humanonormal. se obtiene una euglobulins

activa. Similares fracciones preparadas con sangre hemotilica son

inactivas o de erecto muydebil.­

El factor actim parece ser distinto de ls ramtrombins

o trombina y también de la tranboplastina de los tejidos pues

pasa fácilmente a traves de filtrss Berkereld y no tiene acción

aceleradora sobre el tiempo de coagulación de sangre normal.­

Muchsssubstancias preparadas sintéticanente son capaces

de coagular el fibrinógono y ronnnr coágulos más o menos pareci­

dos a los ds fibrina(16). La ninhidrina(ls) da coágulos firmes,

la aloxana y el aldahido aalicilico son también capaces de cos­

aular el fibrinágeno pero son menosactivos; la clorumina T da coá­
gulos flojos.­

La sal sódioa del Acido sulfónico 4 de 1-8 nattoquinona y

la sal de potasio del ácido sulrónico 8 de la 1-4 nnrtoquinona,

producena partir de soluciones de fibrinógsno purificada, tir­

mes coágulos s 30° y pH nlltroo

El tiempo de coagulación cuerdo se usan estos preparados

sintéticos dependede la concentración de éstos y de fibrinógp

no y la retención del coágulo se produce más rápido que cuando

el fibrinógeno es coagulado por trombina. Nose necesitan iones

Ca ni factor tromboplfistico.8e cree que la acción coagulante de

los agentes sintéticos sobra el tibrinógsno, se debe a una oxida­

ción de los grupos aminoacilados o sulrhidrilos de la proteina

o bien a una combinaciónde ésta con el coagulante artificial(16).

Pocas sustancias comoel glutatión y el bisulrito de sodio,

impidenla acción de los agentes sintéticos estudiados.­
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La proteína tromboplñetica esté contenida en muchoste­

Jidoa animales y acorta el tiempo de coagulación extravascular.
en caso de heridas.­

Madiante soluciones salinas se la extrae de diferentes

fuentes orgánion31 placenta y pulmón Vacunas y humanos, saliva,

leche de mujer. cerebro de conejo, bazo, timo, testículo,müaculo
etc.­

En general los estudios de este factor aotivadon de la

coagulación sanguínea, han sido realizados sobre protóína trom­

bopláatice extraída de pulmón vacuno.­

El factor termolábil contenido en loa extractos acuoeos de

tejidos, de naturaleza aparentementeproteica, acelera la coa­
gulación de la sangre en forma similar alos rosfátidoe, siendo

sin embargomuchomás potente que la catalina.­

Woolridgo(89) considera a esta sustancia comouna protei­

na compleja, una foafoproteina.­



waell en 1912 demostró que la sustancia activa de los te­

Jidoe tiene las propiedades generales de una cernlina y en 1916

¡ic Lean (56) lc confirma. puntualizando que este propiedad es

caracteristica de le catalina y no debida a impurezas.­

SeymourS. Coheny Erwin Chargarr(20) extraJeron la protei­

na tromboplántica de pulmónvacuno con solución fisiológica,

purificándcla mediante sucesivas precipitaciones con SO4(NH4)2
seguidas de diálisis y liorilización.

Obtuvieronasi preparaciones termolábiles, de alto valor

trombOpláetico; este propiedad se pierde por tratamiento con
alcohol.­

Contienen 0.8 a 1 fi de P, 11.5 a 12.5 fi de N y alrededor

de 1 fi de S.­

La lebilidad al calor de este factor soluble a1 agua, dis­

minuyeen les preparaciones purificudes, lo cual permitiría atri­
buir aquella propiedad a las impurezaspresentes.­

Esta preparación fué obeerVade en un aparato deelectrofore­

sis de Ticeliue(22); el 90 e 95 fi homogéneasegún ce desprende

de su comportamientoelectroforético y puede ner purificada.­

Los experimentos confirmaron de que se trata de una fosfa­

lipoproteina que contiene 16 a 20 fi de rosfátidos y 2 a 3 fi do
ácido nucleico.­

El ácido nucleico es al parecer el cam>onenterápido, pe­

ro como se obtienen muy pequeñas cantidades de él. le comproba­

ción de eu identidad es indirecta. Las relaciones HsPencontra­

das permitirian suponer la presencia de algunas impurezas protein

cas en el componente veloz; dada su gran movilidad en el campoe­



lóctrico el ácido nueleico parece constituir una mezclefísica.­

E1 resto del P se encuentre en el cnmponentelento co­

moP lipoídico, lo cualiindica que los roefátidoe están firme­

mente ligados a la proteina, que tiene aparentemente un alto pe­
eo molecular.­

Unasolución de este componentelento, electroforética­

mente homogénea, examinada en una ultracentrífuga ee heterogé­

nea y todos loa limiten nbeerVndoepresentan altas constantes

de sedimentación, que correanonderian a fracciones proteicae de

peso moledular del orden de varioe cientos de miles; 1a heteroge­

neidad observada se atribuye a las manipulaciones quimicas reali­

zadas para preparar esta tromboplaetina.­

Bhargafr, Moore y Bendich(1942)(15) preparan proteina

tromboplastica de gran potencia, por sedimentación en la ultra­

centriruga, de extractos salinoe de pulmónvacuno.

Por este método. obtienen preparaciones homogéneasen

la célula electroforótica y comoee evitan lee manipulacionee

neceeariae en el métodoprimitivo, ee impide una posible alte­

ración de la proteina.­

Lae preparaciones de proteina trombopláetica ací obteni­

dae poseen la más alta actividad regietnada por Bhergart; con­

tienen menos N y mas P que las aieladae por precipitación con

cal. Tienen actividad enzimática y una marcada acción de roe­

rataea. en cambiolos resultados referentes a una acción seme­

Jante a la de la tripsina, no con muyconvincentes; 1a tripei­
na cristalina en cambioposee propiedades trombopláeticae.­



Considerandoel poder activador de la catalina en el pro­

ceso de 1a coagulación, es interesante estudiar el contenido

en roerñtidos de la proteina trombOplástica.­

Coheny Charger! (1941) (21) realizan su extracción con

alcohol-etert a) de una solución a Ph alcalino b) de una pre­

pración liorilizada y lavada con aoetona, para extraer los es­

teroides glicfiridoa neutroe y esteros de esteroides presentes.

Separan una fracción insoluble en eter en la que aislan eefinp

gomielina y una porción soluble en eter que se puede dividir en:

una parte soluble en alcohol(lecitina) y otra ineoluble en alcohol
(catalina).

Las fracciones "lecitina" y catalina" muestran conside­

rable acción aceleradore de tiempo de coagulación; igual en
ambasfracciones.­

Demuestran tambien que la prOpiedad de activar la coagu­

lación sanguinea. reside sólo en la parte de proteina trombo­

plástioa soluble en eter e ineoluble en acetona, pues la frac­
ción proteica libre de P lipoidico no posee ninguna actividad

tromboplástica (20) (21).

Las sustancias activas se hidrolizan encontrándose ácidos

grasos, ácido glicerofosforioo( en alfa y beta fonnas) y bases
Contienen ácidos palmitico, esteárico, oleico y otros acidos no

saturados con una doble ligadura.­

Lae fracciones lecitina y cefalina tienen pequeñascanti­

dades de etanolamina y probablemente un ácido hidroxiaminado o

una amina primaria distinta de la etanolamina; sugieren los au­

tores la posibilidad de que la actividad tromboplástica de la ces

felina aislada de los tejidos. está relacionada con la presencia
de estas sustancias desconocidas.



Conel objeto de investigar las prepiedadee biológicas

de la trombOplastins y la naturaleza del efecto anticoagulante

de la heparina, E. Chargarr.M.Zirr y S.Cohen (ll) realizan ez­

perimentos con ambas.­

Cuandose trata heparina con proteina tromboplástica de

pulmón, se produce el desplazamiento de los roetátidos conte­

nidos en éste y la formación de un compuestoheparina-prcteina.

La alta carga electronegativa de la heparina Envarede su

combinación con aquella proteina y con otros comohistona y sal­

mina. siendo sin embargpdistintas las propiedades de los can­

puestos obtenidos. En erecto, al unirse a la heparina la pro­

teina trcmboplástioa pierde su alto poder ooagulante y el com­

plejo heparina-proteina obtenida ejerce una actiVa acción an­

ticoagulante, mientras que los sistemas igualmente formados.

con hietona o ealmina, son biológicamente inactivos.­

Esto demuestra que cuando la heparina reacciona con hie­

tona cv salmina pierde sus prepiedadee anticoagulantee, en camp

bio laproteina de la tromboplastina al unirse con ella. no des­
truye su poder biológico característico.­

Algunoeautores (46) sugieren que el erectoanticoagulante

de la heparina proviene de su reacción con la catalina o trom

boplastina, pero la experiencia no ha confirmadoeste criterio.

Comohemos dicho anterionmente se ha encontrado que la he­

parina no actúa sola, sino mediante un factor presente en la

fracción eueroalbúmina pero no idéntico a la albúmina crista­

lina; este factor albúminaademás, no es sustituible por la pro­
teina de la trombOplastina(ll)



La formación de complejos heparina- tronboplaatina parece

ser el modode acción de la heparina. sobre todo en el sitio

de una herida. pero comolas prepiedadee anticoagulantee de 6e­

ta impiden, como se ha dicho. no sólo la formación aino la ac­

ción de la trombina. los autores piensan que existen ctroe me­
canismos de reacción.­

La unión de la heparina con la proteina trombopláetica.

deja catalina en libertad. y esta tiene por eu parte una dó­

bil acción coagulante.­

E. Chargarr, A. Bendich y 8.8. Uchen(1944) (17) prepa­

ran proteina trombOpldetioa por centrifugación de extractos de

pulmónvacuno, en una centrífuga International con refrigera­

ción y equipada con el dispositivo Hultiepeed; cuando usan gran­

des volúmenes de unterial. oombinan este procedimiento con una

sedimentación preliminar en una euparoentrlruge Slerpleeo­

Se ha vieto ya (lb) que en la ultraoentríruga ee obtienen

preparaciones homogéneaaen cuanto a eu conducta electroforeti­

ca y a eu velocidad de sedimentación; en esta trabajo(l?) ae ha­
bla de fracciones electroforáticamente homogéneasy provistas

de gran actividad coagulante, pero heterogéneas en cuanto al

tamaño de las particulas. En algunos oaaoa 0.0008 saunas de pro­

teina tromboplñetica tienen notable actividad eoagulante.- Ea­

taa preparaciones contienen alrededor de 7.5 fi de N y 1.6 fi de P

la fracción lipoídica tiene alrededor de 1.3 S de N y 2.5 fi de
P. indice de iodo 50.6 y 19.1 fi de colesterol total. no habienp

do prácticamente ésteree del colesterol.­

El residuo de la extracción de los lípidos consiste en
proteinas, hidratos de carbono y ácido nucleico del tipo ri­

bonucleico, el cual parece estar unido al reato proteico por



lazos muylábiles. cano ocurre en el virus del mosaico del ta­

bacc(23) Esto haría pensar que el aoidonucleico se encuentra

más bien como impureza que como auténtico componente.­

Bs interesante estudiar la naturaleza de las uniones en­

tre los distintos componentesde esta sustancia y aclarar si

se trata de una lipomteíne es decir de una sal verdadera, o

de una simple asociación física. En general este aspecto aún
no esta bien aclarado. La relativa estabilidad al calor de estas

preparaciones permite suponer que los lípidos ejercen una ac­

tividad protectora, con lo que la antigua distinción entre el

factor lipoídioo, termoestable y el factor proteico, termolú­
bil. pierde algo de su fuerza.­

Se observó tambien que una porción de esta proteína pue­

de ser digerida por enzimasproteolíticas; se señala la posib­
bilidad de que el alto contenido en lípidos proteja el resto

proteico del ataque enzimático.­

McFarlane(52) observó que los lípidos del suero, qm

habitualmente no son solubles en eter, se solubilizan cuando una

mezcla de suero y eter se congela a -85° C y luego se deja des­

hetar. Basadosen esta observación. los autores (la) realizaron

la desin egración de la proteína tromboplástica oongelando en

presencia de eter y obtuvieron cuatro fracciones distintas. Cuan­

do los experimentos de desintegración se lleVaron a cabo con e­

ter conteniendo lO í de alcohol, se comprobóuna pérdida casi

completa del poder coagulante.­

Estudios con rayos alfa de sustancia similares acusan la

presencia de pequeños depósitos de proteínas entre láminas bi­

moleculares de lípidos; esto permitiría suponer una ordenación



regular en el complejo. de moléculas cuyo tamaño ee condiciona­

do por los espacios intercelulares donde se originan. Deacuer­

do a los experimentos de desintegración a los que acabo de refe­

rirme se ha podido apreciar la importancia de los lipidcs para

nantener la uniformidad de tamaño y de movilidad entutcampo

eléctrico de aquellas particulas.­

Unavez que la barrera protectora de agua es rot a. le

uniformidad del complejo homogéneodesaparece debido a la exp

tracción de los lipidoe por el eter y ee separan en componen­
tes apreciables.­

Laefipropiedadee inmunológicas de la proteina tronboplae­

tica podrian aclarar su estructura y sus propiedades. Los ex­

perimentos realizados en conejos presentan múltiples dificulta­

des, por el hecho de que este compuesto es completamente tóxico

cuandose inyecta en terna intravenosa.­

En general 4 miligramos de proteina en 2 0.o. de solución

salina eon toleradas, pero a veces esta cantidad produce efectos
letales.­

Para preparar euarce inmunescontra le proteina trombo­

pláetica(20) se inyecta una suspensión muyfina de ésta en eo­

lución salina, que contiene0.0l fi de etil-mercuritioealiciletoo­

El preparado de tromboplastina ha sido previamente lio­

filizado y lavado con acetona.­

Extrayendo sangre del corazón de los animales de expe­

riencia despues de una serie de inyecciones. durante las cuales



cada animal ha recibido un total dc 148 miligramos de proteina

tromboplástica, se observan los siguientes resultados.

e) La proteina tromboplástica es capaz de producir anticuerpos

en el conejo.

b
V El resto proteico que queda despues dc extraer los rosroli­

pidos con alcohol-eter(l:1) hirvicnte. no precipita el an­

tisuero preparado; lo mismosucede con Ja sustancia obteni­

da haciendo gotear una solución de tromboplastina a pH 8.8

en etera alcohol (131-) a 30° C.

Vc La proteina tromboplástica cuyos tberátidoe han sido despla­

zados por la hsparina, ec combina con el antieuero prepara­

do. lo cual muestra que los rcsfátidos no son esenciales pa­

ra que aquella sustancia uglutine los anticuerpos contra le
proteina intacta.



C A P I T U L O V

PROTE INA TROMBOI’LASTIC A DE PL ¿CEN TA HLMANA

Sakurai (1929-1950) (77 y 39) observó que las toxinas pla­

centarias activan considerablemente a1 proceso de coagulación

de la sangre; extrajo el principio activo de placentas humanas

frescas con solución fisiológica, centrifugó el extracto y 10

usó en diversas experiencias. El rhctor coagulante parecido a

la tromboplnctina resultó nor una globulina con 1,226 f dc P.

termolábil y fñcihmente inutilizable por oxidación, enzimas

proteoliticac o larga exposiciónal aire.­

Eate extracto pluoentario, muyactivo para acortar ol

tiempo de coagulación de plasma de perros y conejos, oxalata­

do y recalcificado, tenia una toxicidad para los animales, pa­

ralela a au podar coagulanto. cuando se lo administrnba oral

o aubcutánoamen*e a animales de experimantación el tiempo dc

coagulación de la sangre ora acertado, in vivo e in vitro; in,
yectado en forma intravenosa en muchacantidad, dosfibinaba la

sangre y era cxcretado por la orina, pero con su poder coagulan­
te retenido.­



Eley. Green y McKhann en 1936(29) prepararon fracciones acti­

vas extrayendo sucesiVamenteplacentas frescas con solución ea­

lina isotónica fria y con agua destilada levemente alcalina; dee­

pues de filtrar y oentrifugar el estracto llevaron a pH6 con
ClH 0.1 N y el precipitado asi obtenido disuelto en agua dee­

tilada, lo ajustaron a pH7.6.­

Existe una gran diferencia entre esta fracción coagulante

de la placenta humanay la solución de anticuerpoe("Plecental

eztract inmunizin" o inmune globulin) preparado por'Hc Kahn y

sus asociados ( 54 y 56) usada para prevención del sarampión

y rica en anticuerpos para poliomielitie, escarlatinn y (irte­
ria. La fracción coagulante está presente sólo en los extrac­

tos salinas de placenta. mieniraa que los anticuerpos inmuni­

zantes se encuentran en los tejidos y en el suero placentario
(29).

El principio que activa la coagulación de la sangre es u­

na globulina muyinsoluble. que precipita fácilmente a pH 5 y

pierde rápidamente en potencia en soluciones ácidas o alcalinas.

Esta preparación, actiVa aún en concentración de l: 10000, pier­

de su propiedad por pasaje a traves de filtros Berkereld o Seitz.

Se comprueba además un cierto arado de especificidad pa­

ra las especies de las cuales derivan las preparaciones, pues

trabajando con plasma humanoson más efectivas las fracciones

ooagulantee de placenta, mientras que los extractos de pulmón

vacuno reducen más rápidamente el tiempo de coagulación del

plasma bovino.­

Mientrae los extractos de tejidos animales acortan el

tiempo de coagulación de los hemótilicoe durante brevae perio­



dos, los extractos humanosplacentarios conservan su efecto sc­

bre sangre capilar y venosa desde 48 horas hasta 9 dias. Inyec­

tados intravenosamente a conejos, cobnyos y monosprovocan la

muerte inmediata del animal, pero cuando la inyección ee subca­

tanea. intramuscular o intraperitoneal o se administran por via

oral en pequeñas dosis, se observa un acortamiento notable del

tiempo de coagulación. iln terapéutica el uso de estos prepara­

dos placentariou tiene la ventaja de Quecontienen material hu9

manosolamente, por lo tanto no se introducen proteinas heterá­

logae cuando ae los añade a las fracciones proteinas del plasma
humano.

La sección coagulante local del extracto de placenta hu­

mana es muyimportante en el tratamiento de los hemofilicos y

de ciertos traumatismos y hemorragias post Operatorias de indi­

giduos normales.­

McGavack (l940) (53) cree que el factor coagulsnte pla­

centario no está relacionado quimica o farmacológicamente con

ninguna hormona femenina. Respecto a la administración del prin­

cipio activo por via oral si bien es VentaJosa porque pueden u­

tilizarse rápidamentegrandes dosis de material, señala las ai­

guientes desventajas; 1°) grandes Variaciones en el dosaJe efectivo

2°)peligrc de acumulación que provocaría

una acción inversa en el organismo

5°) tendencia a la coagulación intravascu­

lar cuandopasa material al aparato cir­
culatorio, lo que excluye su uso psrentere

en casos de emergencia.



Edson, Ferry y Amatrong(1944¡(28) proponen utilizar la

tromboplastine extraída de placenta humanapara le determina­

ción de]. tieupo de protrombine

Zondeky Filkestein(1945) (92) investigan nuevamente le ao­

tividad coagulsmte de extractos de placenta y Opinan quela

sustancia activa tiene las pmpiedades de una verdadera trcmbo­

plastina. La actividad de preparados recientemente obtenidos so­

bre plasma fresco, no se modifica cuando se los caliente 5 minu­

tos a 98' C; en cambio si se nes plasma almacenado varios dise

en una refrigeradore. se observa que la trombOplastinn calenta­

da es menos activa que la no salen tada. La actividad del prepa­
rado celentsdo no se altera si se lo conseer en heladera.­

De acuerdo a éstas y otras experiencias. los autores creen

que ls tronboplastins está formada por dos componentes; uno ter­

moestsbleu) y otro temolábil (II) El componenteI que subsis­

te despues de oalen tamiento a 98° C durante cinco minutos, es

capaz de actuar sobre el plasma en el cual los componentes de le

protrombins( partes A y B de Quick) estan intactos ( eJ. plasma

fresco citratado) . pero no actúa sobre el plasma myo componen­

te A se ha destruidoHPlsma almacenado).Los componentes I y II

Juntos presentes en la tromboplsstine no calentuda, actúan eo­

bre plasma oxalstado eJJacenado, y activan el componente B de

protrombins. Luegola parte temoestnble de la tromboplastineu)

activa el componente A de protranhina, mientras que el componen­

te B puede ser acti 'ado por las partes I y II Juntas o por 1a
parte termalábil solamente.­

Los autores usan y recomienden la trombOplsstina placen­

tarie para los siguientes fines:
1) para determinación del tiunpo

de protrombina.



2) como hemoetfitico local

3) para fijar transplantes en injertos
de tejidos

4) para inyección cn el hombre, puesto

que eetae preparaciones sólo contie­

nen proteinas homólogae.

Pavlovaky, Arbona. y Dumas( 69) realizaron recientemente in­

teresantes prueban para Verificar los resultados señalados ante­
riormente.­

La acción hemoatática local y la actividad ooagulante in v1­

tro de placenta total fresca y desecada y de las distintas trac­
cionee separadas fl pulpa cordon, membranas) . ee realmente eig­
nitioativa.­

La utilización 1el polVOde placenta total par via oral no

dió loa resultados esperados. Estos autores aconsejan el cmñ

pleo de polvo de placenta deeocada directamente en las hemorra­

gias de pacientes hemofílicoa y no hamofilicoa.­



CAPITULO y;

PARTE EXPERIMENTAL

Lgtrodgoción

La proteina tromboplástioa extraída de pulmónvacuno

y humanoha sido estudiada en estos últimos años en todos sus

aspectos y propiedades, buscandouna luz para aclarar el intrin­

cado problema de la hemofilia. Extractos humanosplacenterioe

también han sido objeto de pacientes investigaciones.­

No ee sabe hasta el presente con seguridad ei este fec­
tor extraido de las células animales mediante soluciones sali­

nas y dotado de propiedades ternclábiles, es el mismoen los di­

ferentes órganos y en las disintas especies animales.­

En el presente trabajo se estudiaron las similitudes y

diferencias en la constitución quimica de trombcplastinas ob­

tenidas apartir de distintos órganoe( pulmóny placenta vacu­

nos) y del mismoórgano de diferente origen( placenta humana

y vacuna); no se ebarcaron momentáneamentelas propiedades in­

munológicas. Se eneayaron también las prepiedadee tromboplás­

ticas de extracto de higado Vacuna.­



Despuósde estudiar detalladanente todos los métodos hasta

hoy utilizados para obtener proteínas trombopláeticas puras.

homogéneasy muyactiVas, hubiéramos preferido utilizar en nues­

grse experiencias preparados obtenidos mediante ultracentriru­
gación de extractos salinas; también noe parecia muyacertado

el métodode separación electroforótica.­

Enpero la falta del material de laboratorio necesario: ul­

tracentrifuga y aparato electroforático de Tiselius. nos ha im­
pedido realiznr nuestrso prOpósitos primitivos. Posteriormente

pudimos disponer de una centrífuga International equipada con dis­

positivo Bultispeed, pero la ausencia en ella de un sistema re­

frigerador provocaba un excesivo calentamiento, con lo que se per­

dia parte de la actividad coagulante de los extractos centrifu­
sedes.­

Debido a las dificultades mencionadas nos vimoscbligados

a adoptar el método de Erwin Ghargarf(18) de obtención de pro­

teina tromboplántica, mediante euce51Vaaprecipitaciones de ex­

tractos salinas, con szlfato de amonio. Usandoeste método, el

citado investigador ha obtenido preparados muyactivos a partir

de pulmón humano y vacuno y de placenta humana. Nosotros ensaya­

mos el método de Chargarf para preparar trombOplantina de placen­

ta e higado Vacunos y repetimos sus experiencias con pulmón va­

cuno y placenta humana.­

Unavez obtenida la proteina liorilizada y seca y des­

pués de comprobar su actividad coagulante sobre sangre hemofí­

lica, se nos presentó comoproblema de interés el estudio y

traccionuniento de sus roarelipidos, y a que los rosrátidos de
tejidos animales tienen importantes uropiedadee trmmboplásticas.­



Coheny Chargarr en 1941 nislaron los rosrñtidos de trombOplast­

tina de pulmónvacuno y realizaron eu fraccionamiento; en 1945

Chargaff(le) separó los fosrolipidos de proteina tranbOpbástica

de pulmón humano y vacuno y de placenta humana.­

En este trabajo repetimos le separación de los fosrolipi­

dos de tromboplastina de pulmón vacuno y de placenta humana. Ss­

paramos tambien los fosfátidos de proteina trombOpláatica de

placenta vacuno y los estudiamos especialmente.­

con objeto de realizar un estudio comparativo repetimos las

experiencias de Chargarf y siguiendo el mismométodo, realiza­

mos al fraccionamiento de los rosrñtidos de proteina tromboplás­

tica obtenida de placenta humanay vacuna.­

Bstudiamos también la influencia del factor tiempo en la

conservación de las propiedades ooagulantes de proteina trombo­

plaetioe de pulmónvacuno y las modificaciones quimicas que ex­

perimentan estas preparaciones, cuando se dejan a temperatura

ambiente durante un ibmpodeteminado.

La preparación de proteina tronbopláetica de placenta va­

cuna. la separación y estudio de sus fastblipidos. el traccio­
namiento de los fosfatidos de proteina tromb0pláatica de placen­

ta humanay vacuna. asi comoel estudio de la inflancia del tac­

tor tiempo en la constitución quimica y actividad congulante de

la tromboplastina de pulmón. vacuno, son una novedad en la mate­

ria y constituyen nuestra contribución a1 conocimiento de la

proteina trombOplástioa.



Egpegiencig Il EXTRACCIONlPROPIBDADESY ESTRUCTURADE PREPARACIO­

ES DE PHUTEINA TROhBOPLASTICA OBTENIDA

CION Y FRACCIONAMIFNTO QEÏLOE FUSFATIDOS.­

Extracción

Se realiza según el método de Chargeff. para lo cual ee lim­

pia y dmenuza pulmónfresco y ee extrae con solución fisiológi­

ca durante 24 horas en la cámarafrigorífica. Se filtre e través

de gasa y el filtrado se sutura con SOANHÁ)8a1 10 f; se deja
descansar 10 minutos y ae eentrituga a 2000 revoluciones por mi­

nuto, durante 15 minutos. El sobrenadante se natura con 804(NH¿)8
el 30 %y se deja en la cámara frigorífica durante 15 horee.Al

dia siguiente ee oentrifuga a 5000 revoluciones por minuto duran­

te l hora. El precipitado obtenido que contiene la trombOplaetina.

eeddiluyo en solución fisiológica y se dializa durante un dia o

más contra agua destilada. Se centrifuga, lava, liofiliza y seca.
Para tenor idea del rendimiento de la operación consultar Tabla I.

T A B L A 5

Obtención de Tromboglaeting dg Pulmón Vacuna

Pulmón Vacuna Froteina TrombOpláetice
(liorilizada y seca)

de 2.735 Kg. se obtienen 8.6 gr

n 3.5 n n n 8 n

6 n n n ¡a n

n lo n n n 56 n

" 3.5 " " " 12 "

n lo n n ¿e u

" 3.7 " " 15 "



Pronicdadss

Los porcentajes ds N y P y la actividad coagulante de va­

rias preparaciones dc proteina tromboplástica están oonsignados'

cn la Tabla II. La curva qua expresa la relación entre al valor

trombOplástico y la concentración ds Proteína Tromboplástica dc

Pulmónvacuno, está representada en el Gráfico I.

T A B L A g;

P ot n Tro bo st ca d I va no

o Acorta cl tiempo
Preparación N N fi P fi NtP a. coagulación d.

sangre hcmorílica

í

l 11.3 0.91 27.7 de 60' a 1' 36”

2 11.27 0.9 27.7 de 45' s 3' 45'

3 11.6 0.96 86.9 de 1 holñ' a 8'55"

4 11.22 0.9 87.5 do 76' a 2'

5 11.1 0.ao 88.8 ' dc 30' a co"

6 11.7 0.98 26.7 É dc 50' a 1' 47"

JL_._..____

Los lípidos ae extraen dc 1a tromboplastina entera con al­

cohol star según el método dc Bloor. La determinación de coleste­

rol ae hace por el métododc Grigaut; se disuelve el colesterol
anteriormente extraido en cloroformo y se dosa por colorimetria.

por medio de la reacción de Liebarmann.- Burchard. La compara­

ción en cl colorinetro de Duboscqes bastante dificultosa. pues
cl color que desarrollan las muestras ea apraciablamsntc distinto



del de la solución teetigo.- L¡ehizo la determinación cualita­

riVa de pentoee con la reacción de hejbaum y de deecxipentoea

por la reacción de Dieche. Se encontró reacción negative de

deeoxipentcee y reacción netamente positiva de pentoee. Con el o

objeto de valorar cuantitativamente esta última para expresar loe

resultados en ácido nucleico, suponiendo que toda la pentaee ee­

tfi en forme de eate ácido, ee efectúe le reacción comparandolee

respectivas coloracionea desarrolladas, con las obtenidas de una
eerie de diluciones de ácido nucleico de levadura.­

T A B L A I I

Proteina Trombogláetica de Pulmón Vacuna

Colesterol Acido Nucleico

3.9 f 2.9 fi
( acido Hibonucleico)

Determinación de Nitrógeno

La determinación de N ee hace por el método de Kiellahl

en eemimioroescala.­

Reectivce: Aguadestilada libre de 002
Solución de ácido bóricos (10 gr. en 600 0.o. de agua)

Solución de 01H o so4nz N/iocr
Indicadores

e) “olución de Rojo de Metiloz 0.1 sr. de rojo de metilo en 100

0.o. de alcohol 95 fi.



b) Indicador mixtos 0.1 g. de Azul de Metileno en 800 0.o. de

eol. anterior.

Técnica

Cgrbonizaoión. 0.5 0.o. de material ( depende del %de N) lo

oerboniza con 2 0.o. de 304H3«r l gr. de 804Ka o 10 g. de 804Ou
al 25 fi. Se calienta muylentamente y despues que toma color ver:

de se hace hervir una hora y media. Ue deja enfriar lentamente

y ee toma con 10 o.c. de agua destilada libre de 002.

Deetilaoión 5 0.o. de sol. de fioido bórioo purieimo ee pone en

un erlenmeyer de 500 0.o. con tren gotas de indicador mixto;

ee conecta al diapositiva de destilación. La llegada del HRSse
reconoce por el cambio de color del indicud0r( rojo vinoeo o ver­

de níquel). Desde ese momentose destila 5’ luego ee baja el erb

lenmeyer y se destila un minuto más. Se laVa el tubo con agua pri­

vada de 002 y titula con ácido hasta color del test de dilución.­

Test de Diluoión 5 0.o. de sol. de ñoido bórioo se diluyen en

25 c.o. de agua priVada de 002 y se agrega la misma cantidad de

indicador que la empleada en la determinación.­W
se emplea la técnica seguida por Pregl ( 14 de IV)

Reactivos aulfo- molibdioo

Cincuenta granos de segunda en coo ml. de unan ( ¿12.1.36);
150 gramos de molibdato de amonio ee disuelven en 400 ooo. de

agua hirvienta y ee enfría. Esta solución se agrega lentamente e

la anterior; la mezcla ae diluye a l litro, se deja en reposo
tree dias y se filtra a través de un filtro ordinario a una

botella de vidrio oaouro que ee guarda en la oscuridad y en

sitio fresco.­



Aoido Nitrioo con ailrürioo- 30 m1. de 3041!2( de 1.84) no vier­

ten sn l litro de N03H( d = 1,19- 1,21)

Doluoión de N03(NH¿)-Nitrato de Anonio.puro al 2 %-( Dóbilmsn­
to nitrica).
Alcohol: 95;96 ü.

Acstona: libre de aldehido.

SO4H2 z d . 1.34.

N03H z d = 1.4

Psróxido de hidrógeno libro de ácido.

Aguadestilada.

Destrucción de Materia “¿génica

La sustancia orgánica se destruye por ebullición con una

mezcla de ácido nítrico y sulfúrico, que cxida el P a ácido ros­
f6rioo.­

La sustancia se pasa en un pasariltro, se pasa a un balon­

oito micro Kjaldühl y ss añaden: 0.5 ml. de 804H2 ( d g 1.84) y

4 - 5 gotas ds N03H( d fl 1.4); se calienta con llana pequeña
hasta vapores aalrfirioos y se repite al proceso dos Veces; si

después de enfriar, la solución no es clara, se añado 4-5 go­

tas ds perhidrol y se vuelvo a calentar hasta humos. Esto se

repite hasta que la solución sea clara.­

Precipitacióg
DsBpussde ls destrucción se deja enfriar. se agregan 3 ml.

de agua destilada, se hierva tres minutos para producir la hi­

drólisis y ss deja enfriar. Se agrega luego 8 ml. ds mezcla ni­



-trico-sulrúriea. se lleva a 15 ml. con agua destilada y ee eo­

loca en un baño hirviante. Se retira el tubo y se agregan 15 ml.

de reactivo. ee agita y ee deja 24 hs. Luegose filtra. ee leve

elternedamente con la sol. de N05Nfl¿y alcohol y finalmente con
aoetona y alcohol. Se pesa.­

Deteggiggcióg de la Actividad Tromboplásticg

Diez miligramos de Froteinu Tromboplñstica ae suspenden en un

milílitro de solución fisiológica; un tubo de ensayo con 0.1 ml.

de esta suspensión ue coloca en un baño a 57° C y ae le agrega

rápidamente un nililitro de sangre extraída en el momento.Los

ensayos ee hacen por duplicado. ¿e tome simultáneamente el tiemp

po de coagulación de sangre del paciente sin sustancia coegulen­

te, para control.­

Detegginaoión del ácido Desoxi-RiboNucleico en ógggnce de animales

( Según Dische. lliln-ochem.8.4-1930)

Un gramo o mejor aún dos gramos de órgano se pesan y se cor­

tan fino con una tijera. La papilla se suspende en cinco vecee

[le cantidad de pepaina ácida el l fi ( 1,10 N Clfi) y se deje

una hora a 40° en estufa. terminada la digestión ae centritu­

san lns particulas suspendidas y se las vuelto a suspender en 5 0.o.
de hidrnto de sodio N.­

La euápenaión se pesa cuantitativamente a una probeta y se

completa todo e lb c.c.Se calienta todo dos horaa a 3.“. hir­

ciendo, completando de cuando encuando el agua que hace falta

para mantener en 10 0.o. la suspensión. Terminadoel calentamien­

to ee saca del baño marie hirviendo y se añaden 0.3 0.o. de

ácetico glacial.5e deja reposar unas horas y se filtra.­
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Unaparte alícuota ae coloca en un tubo de centrífuga y ee

trata con 3-4 veces su volumende alcohol absoluto.Se deje por

le noche y el centrifugado ee disuelve en agua destilada y en
la solución ee determina el ácido deeoxiribonucleico comoae­

Verá después. Las soluciones del precipitado del alcohol son

a veces amarillas y deben compensaree.­

Beectivofin 400 0.o. de una solución de difenilaminn al l í

en ácido acético, ae añaden ll o.c. de ácido sulfúrico d,l.84

Procedimiento A una parte de ln polución conteniendo el

ácido nucleioo se le añaden dos partes del reactivo, oe calien­

te tres minutos a baño marie hirviendo y ee enfría con agua.­

Se puede determinar el color después de varias hores. La con­

centración más útil en nucleico ea de 0.06 fi a 0.1 fi.

Dgtgrhinación de ac o bon l ico ‘ he bauq¿_g¿ggzgigl¿

Uhgm, 358.31751939)

Reactivo Añadir una solución de trioloruro de hierro a ácido

clorhídrico concentrado, de tal manera que la concentración lle­

gue a 0.1 fi de la sal de hierro. Guerdadoen frascos esmerila­
dos ee conserVHindetinidamqlo.­

La orcinn ec añade en el momentode emplear el reactivo.en

la proporción de 10 mg. por c.c. de la solución ácida.­

Procedimiegto Se emplean tubos de ensayo graduados de 2,4 y 6
0.o. En uno de estos tubos ee colocan 0.5 0.o. de la solución

a dosar, exactamente medidos- y U.5 0.o. del reactivo y se ca­
lienta 20 minutos a baño noria hirviendo. Se lleve todo con a­

gua a 2 0.o. y se mide. Las otras graduaciones cirven para tra­

bajar con otros cantidades.

Para la comparación usamos el colorimctro de Klett-Sumnor­
con confiltro rojo.­



Sangre 9 ' Pluma 4
Fracciones Proteina Tren

Tromboplastina bopéaation oa

1 7' Q

z 56 " ¿o "

3 80 " 80 "

4 90 " 100 "

6 125 " 180 "

Timp0 .40. Reoaloirioado 34’30"coagulación Timpo Promu­
bin: a 19 n



Fraccionamiento de Foefátidoe

En el lapso de un mee ao obtienen 3C gr. de proteína trom­

boplásticn liorilizada y seca. Esta cantidad, formadapor varie­

porcionee cuyos Valores tromboplásticoa parciales se conaunen

en la Tabla IV, se conserva en la congeladora y cn deaccadoree

para evitar su inutilizaoión. Se lava con acetone para extraer

los esteroides, ¿stores de esteroides, glicéridoa y demásimpu­

rezas, comprobéndoaeuna disminución del 21 fi de eu peso inicial.

El residuo seco después del tratamiento con acetona, se extrae

con mezclas de alcohol y eter para aislar los foerolipidoe de
la lipoproteine. Conese objeto. ee hierve a reflujo con dos

norciones de 600 c.c. de alcohol-eter( lI) durante 6” he. no

coninuae, según indican Coheny Chergarf.­

El extracto ee eVapora e vacio; peca 5 gramos lo que co­

rroeponde a un 16.6 %de proteina trombopláetica total.El re­

siduo ee disuelve en eter tibio y por enfriamiento prolongado de

esta solución se obtienen un precipitado blanco que se centrifu­
ga, lave con eter helado y seca en vacio. Se disuelve luego en

cloroforuo, se filtra la solución y ae precipita con 3 volúmenes

de acetona. Se deja una noche en la refrigeradore y luego ee

oentrifuga obteniéndose 1.583 gr de un precipitado blanco que en

la Fracción l; ee deja nuestra para análisis y cl resto ae di­
suelve en 15 c.c. de ligroina-alcohol absoluto ( 531) y ee pre­

cipita con 4° c.c. de alcohol absoluto; se enfría, centrifuge
y lave con alcohol frio. Se seca y obtiene la Fracción.¿‘g

El eobrenadante y loe liquidos de lavado aa eVapornn y el



reeiduo se disuelve en acetato de etilo caliente} un enfriamiento­

prolongado de esta solución de un polvo blanco que ee le keocióg
1 b

El eobrenadante de le Fracción 1 ee concentra a pequeño vo­

lumen y ee precipita con tree volúmenes de acetona; el enfriar

precipita un polvo blanquecino que eece peee 1,352 gramos y que

es 1a Fracción E, El eobrenadante de la Fracción g ee evapora e

eeco y ae precipita con acetona de una pequeña cantidad de éter.

Ea la Fracción g que pesa e 0.85 gr. y tiene color blanco grise­
0600­

El eobrenedente de la hacoión g ee evapora a sequedad, ob­

teniendo“ a 0.585 gr. de una pasta marrón que es le kgcgión á

El esquema que sigue aclara este marche.­



E 8 Q, U E M A

(*) a gr) Tromboplastifla liorilizade( P,N)
lavar coP acetona\l

extraer con dos porciones de 200 0.o.
de alcohol- eter (Lzl) 60 horas

Heeiduo ¿J ‘Éxtraotc

EtaporarLen Vacio
Reeidue

DieolVeren etcr tibio

Entriar
Centrifusar el precipi­

tado?

Lavar con éter helado
Polvg blanco

Disolver en elcrorcrnc

Filtrar {a solución
EPrecipitar con tren vo­

lúmenes de acetona
í .a todas las ‘

Fracción 1 fracciones ¿ObrOanan‘O 1
“““— un, 1.1 s
' .c. concentrar

iiaclvcr en 5 0.o. de o 3 Vol. de acetona
ligrcinc cohol abso­luto m1) ¿enfriar\\

I Fracción_g Sobrenadente 2
preoipitar con 0 0.o. Sobrenadanp ""”” “"“ Lde alcohcl_abaoluto -—-m>'te EVnprar a

Í ee o
enfriar y

¡ Disolver en
Lavar con álcchol trio_¿>Liquidos eter
y oentrifugar de lara- |

i do Precipitar
ñ Q E l I con acetcnaoscar vaporar - e“

¿ rra 3" 4k///Sobr8%adanto
Fracción 1 a Fracción l b 3

Evepcrer a
seco

JI
¡{9.923911 .4



En la tabla V figuran los porcentajes dc N y P los indices
de iodo ( método de Rc l YiiL-L

lante de cada una de las fracciones obtenidas.

T A B L A V

e F a 6 d s

dc Pulmón Vacuna

P te na

l y la actividad coagu­

ombolástioa

¡corta el
Preparación N % P f ¡ NtP I.I Tiempo de Coa­

' sulaoión dc
Sangre Humorí­lion.­

Protoin Trom­
boplágtïcaen. 11.3 d. 50' a 1' 44'
tara
Proteina Trombo
plástica tratada 12.78 0.95 31.5 idO 65' a 4' 20"
con acetona
Proteina Trombo-. Í
plástica tratada 0.32 1003 !d° 65' a 20"
con alcohol-atar í

Fosfolívidos en 2.12 2.55 1.a 71.6 ¿Alos 45' de
bruto ¿una prueba rca­

ílizada con aan­
Fracoión 1 2.2 3.53 1.5 ¿14.3 {gra hemorilica

g :do 2 ha. de
Fracción ¿_g_ 2.07 3.15 1.5 '12.6 ¡tien o do coagu­

‘ élaci n. ¿sta no
Fracción ¿“y 2.5 3.88 1.3 Í13.5 ¿habia consulado

Fracción a 2.22 3.42 1.4 ¿58.6
Fracción 5 2.05 2.63 1.7 39.8

Fracción 4 1.71 1.52 8.6 ¿46.7



Eyegignoga IIS PKJ’IEDADES DE PREE'ABACIÜHESDE I’RO'IEINA TROHBO­

PLASTICA DE PULLZCN VACUNO DEJADAS CUATRO MESES A TRZPBR TURA

AMBIENTE EXTRACCION Y ESTUDIO DE SUS FLSFATIDOS

Veintiooho gramos de proteina trombOpláatioa de pulmón va­

cuno liofilizada y seca; dnJada cuatro meses a temperatura am­

biente se IQVan con acetona con lo que se pierdo. un 28 5 del

peao original.H1rviendo 60 ha. con a100hol-6ter(1¡1) le extraen

5.79 gr. lb roarelipidos, cuyo análisis consta en la Tabla VI

T A B L A V I
m a“

Ezggggggóg gg Fostátggoa de Pgotoígg gggggopláatioa

de Pulmbn Vacuna dejada ougtgg mesos a ¡eqpogatgga

ggglonto
¿corta el

Preparación . N I ¡ P fi l NzP I.I tiempo de Coen
‘ í s lación de

E g ro Hanoi!­

É 11080

Pr°t°ïna Tr°m- 1.37 0.91 27 e h 90' a 2' e"
bopláatioa 1 ' g'

Protgina Trom- Íbopl stioa tra- Ir. o. ï o. 2| II
tada con aooton 1° 1 94 31 a. 9 a 6

na

Proteína Trombo- ‘
plástica trata- ¡15.63 0.55 lll da 65' a 20‘40"
da con alcohol­

etor

roerolipidoa v oen 2011. 1.5 30_8 a. a



Ezperiencig III EXTRACCION.PROPIEDADESY ESTRUCTURADE PREPA­

RACIUHES DE PRUTEINA TROHBOPLASTICA OBTENIDAS DE PLACENTA VIP

CUNAPSEPAHACION'ANALISIS Y FRACCIONAMIENTO DE LOS FDSFATIDOS

Extracción

Se emplee comoen las experiencias anteriores el método

de E.Chargarf.

El extracto selino tiene pH casi neutro; 1a mezcla de pro­

teinas que contiene cl principio activo precipita bastante rápi­

do y muy facilmente. deepuee de saturar al 30 fi con 80¿(NE¿)2.
Los rendimientos de la operación pueden.veree en la Table VII

T A D L A VI;

Obtención de Tromboglaetinn de PLacenta Vacuna

v Tromboplastinn
Placenta acuna (liofilizada y 8600)

de 7 Kg. ee obtienen 32 gr.

" 8.5 " " " se "

"ao " " " ve "

"12 " " " 49 "

"2‘ n n 35 n

n88 n n n 80 n

%—7

Propiedades
Los porcentajes de P y N, los 1.1 y las propiedades coagu­

lentes de preparaciones de Proteina Tromboplfistica de placenta

vacuna obtenidas segfin el método de Chargarf. constan en 1a Ta­
blaIe



T A B L A VIII
mas

Proteina Trombogláatioa de Plaoenga Vacuna

Aoorta el tiempo
Preparación N° N fl ¡ P % N:P ! de coagulación

' ’ de sangre honori­lion.

1 do50.a1'
2 11.34 0.7 36.3 de 1 h.30' a 7' 58"

5 11.8 0.73 36.5 de 50' a 5’ 30"

4 12.14 0.74 57.3 de 80' a 2' 39"

5 11.38 0.70 36.8 de 80' e 3' 16"

En el gráfioo‘1_eetá representada le curva que indice le

relación entre la actividad trombopláetioa y la consentrnoión de

este tromboplaatine.
La determinación de colesterol se efectúe comoindicamos

enter icr mente.

se determina cualitatiVemonte pentoaa con la reaooión de

Mejbaum;para expresar los resultados comoácido nucleico, se

comparanlas coloraoionee obtenidas con las desarrolladas por
una serie de diluciojee de ácido nucleioo de leVadura.

T A B L A I X

Proteina Trombogláetioe de Plaoenta Vacuna

Clesterol Acido Nuoleioo

3.39 1‘ 3 si (Ribonuoleioo)
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Separación de ¿"osfátidoe de Proteina TrcmboplástiOa
de Pleoente Vacuna

“atenta y siete gramosde proteina tromboplfietioa liori­

lizede y eeoe ee laVHncon aoetone, obteniéndose un residuo de

61.5 gr. lo que indice una solubilizaoión del 15.7 fi de producto

inicial.Los rosfolipidos ae extraen con 3 litros de alcohol-eter

(l;l) durante 60 hores no consecutivas; se obtienen 8.7 granos

de extracto seco que corresponden e un 11.3 í de proteina tromp

hapláetioa total. Los datos de “,P I.I y actividad coagulante de

estes fracciones pueden verse en le Tabla X

T A B L A X

Preparación N % P fi NsP Tiempo deócoegule­-oi n

Proteina Trombo­
pláetioa de plao- 11.71 0.72 36 de 65' e 2' 30”
conte vacuna

‘roteina Trombo­
plástioe de pla- 13,17 0.9 33,4 de 650 a 2. lo"
conte vacuna más

eoetone

Proteina Trombo­
plástioa de pla- 15.22 0.3 120 de 65' e 13' 25"
centa vacuna más
alcohol-atar

Foefolipidos 3.12 2.35 3 de 65' e 6' 40"



Anelieie de Fostátidoc

Tree gramos trecientos cincuenta y seis miligramos de foa­

rátido, ae eaponificcn a reflujo con 50 ml. de hidróxido de pota­

sio en etanol ( concentración 4 %). Se diluye con 200 ml. de agua

y extrae el material insaponificable con éter etilico hasta ago­
tamiento: se obtienen 0.3546 g de inaaponiricnble cuyo Indice de

iodc se determina por el metodo de Hoccnmund- Knhunhenn.­

El liquido hidro-alcohólico libre de ineeponiricable ee
aciditica con HCb(heliantina) y los ácidos liberados se extraen

con éter etílico; al extracto étereo ee lava con agua, recupere
el solvente y seca a 100° 0 en estufa de vacio. Se obtiene l.37 g.

de ácidos; se determina el indice do saponificación de estos ¿ci­

úos y se calcula ol peso molecular medio que parece correepcnder

al de los ácidos en Cao.

Los datos de este análisis están consignadosen la Tabla II

r A n L A g;

Eosfátidoc de Proteina Trombopláetigg

Qe Placenta Vacuna

1 de foafátidoe I.daponi- ¡Peso Molócutotales extrai- I.I ricación ;lar medio
dos ¡(calculado)

Inaaponiri- 10.56 41.1
cable

i

Acidos Graaoa 40.82 í 44.9 180.3 :311.1
acidos c20



71

Fraccionamiento de Focrátidos

Se sigue 1a misma marcha que en 1a Experiencia I

Se parte de 125 gr. de proteina trombopláetica liorilizada

y concerVada en congeladora y en desecadorec al vacio.

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

seco, ea decir que se ha extraido 14.5 %de peso original. Se

hierve a reflujo 65 horas discontinuns con 5 litros de alcohol­

eter (1:1) en dos porciones.­

;1 extracto egaporado a vacio pesa 15.5 gramos que correa­
ponden a 12.4 fi en peso de proteina trombOplóstioa entera. Loa

porcentajes de N,P. los I.I y 1a actividad ooagulante de lee
fracciones obtenidas en esta clásica marcha figuran en la Table
XII

T A B L A XII

graccionamiento de Eosfátidoe de Proteina Trombopláetica

SL__.___________...e Plaocnta Vacuna ’ ¿corta el ti.“
í po de coagula­

Preparaoión N fi P 5 NzP I.I ‘ ción de “enero
¿ hemofílica

- ‘ 9 0 Il
gfggg gg gggggg 11.33 0.71 36.4 .de eo a 2 15
Proteina trombo­
pláatica tratada 13.6 0.96 32.3 de 90' a 2' 20"

con aoetona
Proteina trombo- ' '
plástica con ,1- 14.95 0.30 117.7 de 65 a 19cohol - eter
F°8f°11P1d°8 en 4 2.12 4.03 43.2 de z ha. a 22'bruto

Fracción 1 4.43 2.67 3.6 85.8 A los 50 minu­
tos de una prue­

fracción 1 a 3.07 1.72 3.8 ¡1.8 ba realizada cor
sangre hemor li­

Fracción 1 b 2.96 8.64 2.5 21.6 ca de 2 ha. de
tiem o de coagu­

Fracoión z 1.68 0.68 5.2 13.1 lacign aún no
había coagulado

Fracción 3 1.38 0.65 4.6 17.6

Fracción 4 1.29 0.61 4.8 20.3
Proteina trombo­
pláatioa deJada 11.01 0.69 37.2 de 65' a 14'25"
durante exp.a T. 1

ambiente
Plaoenta Vacuna ‘

Franca 21 he. 20' 60"



Egpgriggcig IV

Mediante el método de precipitación de Chargarf ee prepa­

ró a partir de extracto salina de higado, una sustancia cuyo ae­

pecto físico recuerda a 1a proteina tronbcplñstica de pulmónva­

cuno, pero que carece en absoluto de actividad coagulante; tam­

poco tiene poder anticoagulante
W

Sangre Hamoi'ílioa 62 '

Sangre hemofilica más ¿a y
preparado de higado

Esperiencia V: EXTRACCIONPROPIEDADES Y ESTRUCTURADE PREPARACION

NES DB PHDTEINA TBQEBOPLASTICA.OBTENIDAS DE PLAGENTA HUMANA

Extracción: La trombOplaetina se obtiene a partir de placentae

huflanae frescas del dia o congeladas.

El pH de extracto ealino de placenta humanaee 6.6.Deepu6e

de saturar al 16 fi con 804(NH¿)2el pH baja a 6.4.­
La proteina trombOpláetica precipita impura, eaturando al 30 5

con SO4(NH4)3s el medio tiene pH 6. Se ccntrifuga l hara 20 a
5000 revoluciones por minuto. Se dieliza el precipitado 24 horas

contre agua destilada; ee lioriliza y seca.­

T A B L A XIII

Proteina Trombonláetica de Placgnta Humana
Acorta el tiempo

Propara°16n No fl P % N‘P d. coagulación
de sangre hemo­luisa

1 48.7 de2haa 2' 55"
2 11.24 0.55 47.04 de 2 he a 8' 25"

3 11.3 0.55 47.05 de 55' a 2' 30”

4 11.29 0.54 47.05 de 30' a 1' 20"

5 11.57 0.54 47.4 de 30' a 1' 20"



Prcpiedadee
Los porcentajes de N y P y la actividad coagulante de pre­

psracionss de proteina obtenidas de placentas humanasfiguran en

la Tabla XIII. Ver en gráfico l le representación mediante una

curVa de la relación entre poder coagulante y concentración de

proteina tronboplástica de placenta humana.­

Se determina colesterol por el método ya citado. Se determi­

na cualitativamante riboae y se dosa cuantitativamente ácido ri­

bonucleico. por comparación con diluciones tipo de ácido nuclci­
eo de levadura.­

T A B L A XIV

Colesterol Acido Nucleico

2.76 . 3.2 1L
sr 5 (ribonncleico)

Fraccionamiento de Fosrñtidcs

Ciento quince gramos de proteina tromboplástica de placenta

humana, liofilizada y seca se lavan con acetona; se obtienen 95 gr

de producto seco, es decir que se ha solubilizado 17.3 fi El re­

siduo seco se hierva e reflujo con 5 litros de nlcoholOeter de

(lsL)en dos porciones durante 60 horas discontinuas, para extraer

los nosfolipidosl Üe obtienen 13.75 gr. de residuo después de e­

vaporar el extracto en vacio, lo que corresponde a ll.9 %de pro­

teina tromboplásticeinicial.­

Siguiendo la marcha de B. Uhargai'f como en las experien­

cias anteriores, se obtienen las fracciones cuyos porcentajes de
N y P, I.I y actividad ooagulante están consignadas en la Table IV.



0 l

T A B L A

01 F sf't a a d Protgiga ggggggn;ágt¿gg

XV

de Plaoonta Humana
¿corta el tiempo
de coagulación

Preparación N % ” fi NsP I.I ¿e sangre hemofí_
11080

Pr°t°1na Tr°mh°' 11.15 0.53 47.05 de 30' a 1' 20"plástica entera

b
SÏZZZÏÉÉ2;:Ï33; 12.35 0.70 40 de 70' a 2' 30"
con ecetona

Proteina trombo- ‘
plástica tratada 14.75 0.2 164 de 98' a 16' 45"
con alcohol-atar

“31‘33?” °n 2.4 2.41 2.2 53.9 :de 98' a 15' 10"
Fracción 1 2.21 3.16 1.5 30.9 ïde 93' a 11'

Fracción ¿Hg 2.74 2.78 2.1 83.6 de 65' a 17' 6"

Fracción‘¿lg 2.64 3.12 1.8 52.5 ide 65' a 24'
Fracción 2 2.15 2.91 1.6 44.4 de 98' a 15'

Fracción 5 2.17 2.15 2.08 49.2 ,do 65' a 18'

Fracción 4 1.36 0.98 3.1 51.3 3do65' a 13' so"

Plaoenta humana de 65. a 1odoseoada

Plaoonta humana do 65' a 45"
fresca
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C 0 N C L U S I 0 N E 8

l") Se preparó una proteina trombOpláotica muy actiVa de

placenta vacuna, capaz de coagular en 2'. in vitro, sangre

hemofilice con tiempo de coagulación de 80 minutos.

2°) Se obtuvo proteina trombopláetica de pulmón vacuno y

de placenta humana. cuyas propiedades químicas y actividad coa­

gulante, coinciden con las halladas por otros autores en trabajos
anteriormente mencionados.­

3°) La proteina trombOpláetica de pulmón vacuno ee bastante

estable, pues coneerVasus prOpiedadee características deepuóe

de permanecer cuatro meses en condiciones ambientales. Lee por­

centajes de N y P no Varian apreciablemente con el tiempo; el ín­

dice de I eXporinanta una pronunciada dinminuoión, que no correc­

pcnde a ninguna pérdida notable de actividad coagulante.

4°) La proteina tromboplñetica de placenta humanaee enma­

mente inestable. pierde actividad durante las manipulaciones

químicas, efectuadas y aún coneerVada en congeladorn. La de pla­
centa vacuna ee más estable.­

5°) La proteina aislada de higado vacuno, en condiciones i­

dénticas a lae anteriores. no tiene ninguna acción trombopláetice

sobre sangre hemofilica, pero tampocoposee actividad anticoagu­
lante.­



6°) Amayor concentración de las tree tromboplastinas pre­

paradas, corresponde mayor poder coagulante sobre sangre hemo­
OH.

7°) Unandose extrae parte de los lípidos de las tree pro­

teinas activa con ncetona, éstas conservan casi totalmente su

poder coagulante. pero cuando se separan de ellas los {caroli­

pides con alcohol-éter. pierden prácticamente todo su valor

8°) Se separan los foerátidoe de las tree Droteinae acti­

vas preparadas; en cada caso, tanto los fbarolipidos aislados
comoel resto proteico, tienen menos actividad que la trombo­

plastina entera correspondiente.­

9°) Se estudian particularmente los fosfátidos extraídos

de proteins trombcplñstica de placenta Vacuna. Tienen 10.56 f

de insaponificable y 40.82 fi de ácidos grasos, cuyo Peso Hole­

cular calculado en 311,11 corresponde á ácidos en 020

10°) Se realiza el fraccicnamiento de los roerátidos ex­

traídos de proteina tromboplfistica de pulmónvacuno y placen­

ta humanay vacuna; ninguna de las fracciones obtenidas, tiene

mayoractividad que la tromboplastina entera correspondiente.­

ll°) La relación N2?es: Proteina Tromb0pláetica de pla­

centa humana .)>Protaina Trombcplástica de placenta vacuna
> Proteína Tromboplósticn de Pulmón Vacuna

12°) A‘12:actividad coagulante es: Proteina Trombcplástice

de placenta humana>> Proteina Trombopláetice de Pulmón vacuno

7 Pro teína Tromboplástica de placenta minima.­

Las conclusiones ll° y 13° indican que no existiría una



correspondencia entre la actividad trombOplástica y el total

de rosfolipidos presentes en la lipoproteina.­

15°) La cantidad ue colesterol contenida on tromboplastina

de pulmón Vacuna es mayor que en lu de placenta vacuna; la pro­

teina tromb0pláetioa de placenta humanaes la menos rica en oc­

to lípido.­

14°) La proporción do ácido nuclcioo. prácticamente igual

en las tres lipoprotefnas, ocoiln alrededor del 5 fi; este va­
lor coincido con el hallado por Chargaff en lo tracción acti­

va extraída de pulmón vacuno.

15°) El 0.3 fi de P que queda en la trombOplaatina después

de la extracción con alcohol-éter, correspondería u un 3 fl de

ácido ribonucleioo. ya que comunmentese acepta que en este á­

cido hay un lU fi de P. florece evidente entonces de acuerdo a

14° y 15°, que el ácido ribonucleioo no es separado en absolu­

to durante aquella cxtracoión.­

Las cifras halladas para proteina trombuplñstica de pla­

centa humanano coinciden con nata resultado; esta diferencia

se explica si ae tiene en cuenta quo el material oa muyhigros­

oópioo y que el método de determinación de P no da la aproxima­

ción nncnnarin.­

16°) No se obserVa una relación significativa entre la

no saturación de los ácidos grasos y la actividad ooagulante de
las Proteínas Tromboplástioaa oorroanondientes.­

¿52%
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