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El estudio de la acción de los venenos de serpiente sobre distin­
tos crganismos animales, ha mostrado q ue dichas toxinas intervienen 
en e l fenómeno de la coagulación de la sangre, bien sea acelerándola 
o bien retardándola . La primera observación de estos hechos es pro­
bablemente la de Brainard en e l año de 1854; demostró que en la a u­
topsia de a n imales muertos por mordedura de crótalo, la sangre apa­
rece completa mente coagulada cuando la mue rte ha sido rápida, o 
líqu ida, por lo contrario, cua ndo la sobrevida es más o menos larga. 

Weir Mitche!l y Reich ter (Cit. por Phisa!ix), señalan , más tarde, 
que e l veneno de Crótalus adama nteus, así com.o el de Anastrodon 
Piscivorus, crotálido también, poseen propiedades anticoagulantes in 
vitro e insisten en que in v ivo, dosis fuertes de estas toxinas aumen­
tan la coagulabilidad de la sangre. Alguncs otros investigadores se­
fialaron e l hecho de que el veneno de cobra retarda y hasta impide, 
in vitro, la coagulación de la sangre, y que e l suero antitóxico espe­
cífico neutraliza esta acción reta rdante o inh ibidora sobre la coagu­
lación, habiéndose emitido la h ipótesis de que esta acción ínhib idora 
es de naturaleza química. 

Experimenta lmente se pudo demostrar e:1 1901 (Larnb) que e l ve­
r•eno de Daboia interviene en e l proceso de la coaguiación con efec­
to análogo al de los iones de calcio, e fectivamente, e l plasma obts ni­
do de sangre c itrata da y hecho, por lo tanto incoagulable, coagula al 
cmadírsele la toxina mencionada, como t::imbién coagula· cuando se 
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le agrega cloruro de calcio . Por otra parte , el mismo autor ha podido 
¿emostrar que cantidades de veneno de cobra (acción anticoagulan­
te), que oscilan entre una y cuatro décimas de miligramo, impiden la 
coagulación. de los p lasmas citratados u oxalatados cuando a los mis­
mos se añade la cantidad de calcio suficiente para coagular los mis­
mos plasmas en condiciones normales. 

Otra fase de estas investigaciones se inició con Mellanby, quien 
de acuerdo con las teorías sobre la coagulación existentes· en su épo­
ca (1909), trató de averiguar si las toxinas de serpien te de acción coa-
4 ulante, poseen trombina (trombasa), tromboquinasa, o a lguna otra 
sustancia diíerente a las anteriores pero con propiedades análogas; 
en e l p rimer caso, o sea existencia de trombina, se explicaría fácilmen­
te l¿. coagulación por e l peso del fibrinógeno o fibrina, y en e l segun­
do se facilitaría la formación de la propia trombina. Los experimentos 
de Mellanby parecen indicar que las toxinas de acción coagulante 
estudiadas por él y correspondientes a Notechis scutatus y a Echis ca­
rinatus, contienen más b ien quinasa que trombina; estas investigacio­
nes demuestran que ambas toxinas, la de Notechis, sobre todo, po­
seen gran poder coagulante sobre plasma sanguíneo de pájaros; es­
ta toxina es capaz de coagula r, a la dosis de tres milésimas de mili­
yramo dos e.e. de plasma diluído en no más de cuatro mirn.,iios; una 
cantidad de toxina veinte veces mayor reduce e·l tiempo de coagula­
ción a un minuto ; ahora bien un aumento correspondiente en cantidad 
de trombina, reduciría. el tiempo de coagulación a unos cuantos se­
gundos solamente, de esto parece deducirse que la acción coagulan­
te de las toxinas se debe no a efecto de trombina propiamente dicha, 
sino a la presencia de quinasa; por otra parte, el poder coagulante de 
las mezclas aumenta proporcionalmente a los minutos transcurridos 
desde e l momento en que e l veneno se pone en contacto con los p las­
mas, como si e l poder coagulante aumentara a medida que la toxina 
e ntra en combinación más íntima con algún elemen to del p lasma, ve­
rosímilmente con los iones calcio. El mecanismo de acción de es tas 
toxinas está le jos de ser aclarado por completo; de los experimentos 
de Mellanby se desprende que la adición de cloruro de calcio a la to­
xina aumenta su pode r coagulante : al doble en e l caso de Notech is y 

al triple en el caso de Echis; las deducciones de Mellanby con respec­
to a este ú ltimo aspecto de la acción de las toxinas son las siguien tes: 
quizá sola me nte una parte de la quinasa contenida en la toxina se en­
cuentre combinada con iones de calcio, y se explique así el a umento 
de l pode r coagulante de la propia toxina al serle añadido cloruro cc:íl­
cico, puesto que e l exceso de esta sal permitiría que la quinasa no com-
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binada se combinase fácilmente. Las conclusiones de este autor sobre 
ia acción in vitro de los venenos coagulantes son, por lo tanto, consi­
derar que obran como mezclas de quinasa y sales de calcio, y que al 
ponerse en contacto con una solución de fibrinÓgeno y protrombina, 
forman trombina y más tarde fibrina. La acción anticoagulante d,, al­
gu,nas toxinas, particularmente de cobra, podría interpretarse, d2sde 
este punto de vista, como debida a la existencia, en ellas, de anti­
quinasas. 

Los estudios de Arthus le han permitido establecer algunas con · 
clusiones interesantes: las toxinas de Cróta lus te rríficus. Crótalus ada­
JYJanteus y L. Lanceolatus, coagulan los plasmcrs como s i contuvie­
ran trombina, y en, e l caso de Vipera russelli el fenómeno acontece co­
rno si la toxina correspondiente aceierara la transformación de p rotrom­
bina (acción quinásica); en el caso de Daboia, la toxina se comporta 
como los extractos tisulares, es decir, como tromboquinasa o trombo­
plastina. 

Según Hirschfeld y Klinger la actividad de la tromboquinasa de 
los extractos tisulares (cerebro, pulmón, etc.), es inhibida por el vene­
no de cobra, el que, como ya se ha mencionado, es francamente anti­
coagulante; la explicación de este hecho consiste en considerar que 
la tromboquinasa es de estructura lipoide y que e l veneno de cobra 
actúa destruyendo este cuerpo graso mediante lipasas; e l hecho de 
que el calentamiento de la toxina hasta cien grados centígrados no le 
haga perder esta propiedad, es una seria objeción para aceptar que 
oxista.n lipasas y q ue a ellas se deba la inactivación de la quinasa. 

El antagonismo real y evidente entre venenos coagulantes y anti­
c:oagulantes no es aceptado por Houssay y Sordelli: s i el vene no de 
cobra se añade a toxinas coagula ntes, la acción de estas últimas no 
desaparece; estos hallazgos restan solidez a lo afirmado acerca de l 
mecanismo de acción de los venenos coagulantes, puesto que si en 
estos e l principio activo fuese una quinasa de acción b iológica y pro­
hablemente de constitución química análogas a ias de la quinasa con­
tenida en los te jidos, no existe razón aparente para que esta sea des­
t:-uida y la quinasa de las toxinas coagulantes no lo sea; si se consi­
dera, en cambio, como parecen establecerlo estos investigadores, que 
los venenos actúan como trornbinas especiales, no Hay ra zón para con­
siderar e l asunto desde este punto de vista, puesto que entonces debe 
aceptarse que la acción anticoagulante de l veneno de cobra y de otras 
serpientes se explica por la destrucción de la tromboquinasa conteni­
da en la sangre o en los extractos tisulares, y que si dicha toxina es in­
capaz de inactivar a los venenos coagulantes es porque en e llos la 
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propiedad de acelerar la coagulación se debe no a la presencia de 
q uinasa, s ino de algún otro p rincipio activo (trombina), resis tente a la 
acción enzimática de las toxina s a nticoagulantes. 

Eagle (Cit. por Bu t. y Snell) afirma que algunas toxinas de se rpien­
te de acción proteolítica son capaces de transformar la protrombina 
en trombina aún en ausencia de extractos de tejidos, de calcio y de 
plaquitas, lo que puede interpretarse como que la toxina poseyera 
una quinasa y sales de calcio, es decir, los e lementos necesarios pa­
ra transformar la protrombina en tromb ina . 

El mismo autor afirma que la tripsina, o sea la enzima proteolíti­
ca del páncreas, efectúa la misma. transformación, es decir, obra tam­
bién como quinasa, de esto parece deducirse que la actividad quiná­
sica esta ligada a la existencia de enzimas proteolíticas capaces de 
modificar la estructura de algún substrato que no puede ser otro q ue 
la protrombina y transformarlo en trombina. La acción de los venenos 
cmticoagulantes, por otra parte, se ha explicado precisamente por la 
capacidad proteolítica de los mismos, que permite la desintegración 
del fibrinégeno con la consiguiente imposibilidad para que pueda for­
mdrse fibrina; de acuerdo con lo anterior habría que considerar que 
e l mis mo veneno proteolítico podría tener dos diferentes comporto­
mientos, según las condiciones en que fuese empleado; coagulante. 
cuando actúa como quinasa obrando sobre un substrato (protrombi­
na) al que transforma en trombina, o anticoagulante cuando es capaz 
de provocar la proteolílisis del fibrinógeno. 

Voz y Pereira afirman que el calor disminuye la toxicidad del ve­
neno de Bothrops jararaca, lo que hace posible el empleo de esta to­
xina como coagulante: señalan que la actividad hemocoagulante es 
grande, pues bastan dos diez milésimas de miligramo del misma para 
obtener e fectos en la paloma; afirma n, por último, que e l veneno ca­
lentado carece de propiedades proteolíticas tanto in vitro como in vivo. 

Barboso Hargreaves de Río Jane iro concluye que la mezcla ve­
neno (Bothrops), más calcio y más plasma, es igual a la de tromboqui­
r.asa más calcio y más protrombina. De estas observaciones parece 
deducirse que la actividad coagulante de la toxina es independiente 
de su poder proteolítico y que el veneno mencionado constituye un 
material tromboplástico cuya acción es semejante a la de la trom­
boquinasa propiamente dicha. 

Wazen y De Moura, de Río de Jane iro, encuentran que por vía in­
tramuscular, el veneno botrópico calentado, mantiene por más de 
cinco horas su e fecto coagulante, e l cual no es seguido de .iase a l­
guna de aumento del tiempo de coagulación. 
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Interacciones físico químicas en e l fenómeno de la coagulación san­
guínea. 

Según Howell, la coagulación de la sangre resulta de la acción 
de la trombina sobre e l fibrinógeno, con transformación de este en 
fibrina. En la sangre circulante existen, según el autor, protrombina, 
sales de calcio y heparina, esta sustancia se comporta como antipro­
trombina, es decir, que impide la transformación de la protrombina en 
trombina inhibiendo la acción quinásica de la tromboplastina; en el 
caso de que la heparina fuese insu ficiente para impedir totalmente la 
formación de trombina, las pequeüas cantidades de esta sustancia 
que pudieran formarse, serían neutralizadas por una antitrombina e¡xis­
tente en la sangre misma. 

La antitrombina existe, según Howell, en gran cantidad en la san­
gre de pájaros y en pequeña proporción en la sangre de mamíferos. 

La nomenclatura de Mellanby difiere de la anterior, este a utor 
afirma que la protrombina y la. trombina poseen caracteres de enzi­
ma y las llama, por lo tanto, protrombasa y trombasa, y da e l nom­
bre de tromboquinasa a la llamada por Howell trombopplastina: La 
diferencia fundamen ta l consiste, sin embargo, en que Mellanby afir­
ma que los iones de calcio no son indispensables para la formación 
de trombina (trombasa), aunque admite que este metal acelera nota­
blemente la reacción. Mellanby a firma que la heparina no es antipro­
trombasa sino antitrombasa, es decir, que no impide la formación de 
trombasa y actúa solamente inactivando a esta después de formada, 
y la tromboquinasa, además de transformar a la protrombasa en trom­
basa, neutralizaría la acción de la heparina. 

Cuando la heparina y la trombasa se encuentra en la sangre en 
cantidades suficientes para mante nerla fluida, la adición de trombo­
q uinasa provoca la coagulación, sin que e l fenómeno se encuentre 
influenciado por las sales de calcio. El mismo autor hace notar que la 
inactivación de la trombasa por la heparina solo se e fectúa e n pre­
sencia de sales ne utras. 

En e l trabajo origina l de Howell y Holt, los autores afirman tam­
bién que la heparina es capaz de provocar la formación de antitrom­
bina cuando se añade a la sangre, al p lasma o a l suero, y que la can­
tidad de esta antitrombina es proporcional a la cantidad de heparina 
añadida. 

Se tiene la evidencia de que cuando la h eparina se añade al 
p lasma, se combina con la albúmina o con alguna porción integran­
te de la misma, y la unión con este ce-factor, designado también con 
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e l nombre de a lbúmina X origina la formación de un nuevo cuerpo con 
propiedades antitrombínicas. En un sistema integrado por protro?1bi­
na o trombina purificadas, la heparina se muestra incapaz de inhibir 
tanto a la primera como a la segunda, esto quiere decir que es nece­
sario que previamente entren en contacto con alguna sustancia existen­
te en e l p lasma o en el sue ro para que aparezcan las propiedades an­
ticoagulantes de la misma; por lo tanto, la a ntitrombina presente en 
e l plasma y que aumenta proporcionalmente a la cantidad de hepa­
rina que se añade, es un compuesto de albúmina con heparina. 

La acción antiprotrombina de la heparina se efectúa también, 
según parece demostrado, mediante la intervención de un co-factor 
proteínico (albúmina) existente en e l plasma. 

Las plaquitas de la sangre intervienen en e l fenómeno de la coa­
gulación mediante la tromboplastina que contienen, y el mecanismo 
de acción de la heparina puede refe rirse también a la p ropiedad de 
lmpedir que las mencionad0s p laqui tas liberen la tromboplastina. 

Cuando la heparina se añadé a p lasma oxalatado, no se obtiene 
coagulación aún agregando el cloruro cálcico necesario para neu tra ­
lizar al oxala to; en estas condiciones, la adición de tromboplastina, 
a ún en exceso, no lleva a la coagulación del plasma, Jo q ue quiere 
decir q ue la tromboplastina es incapaz de inactivar a la heparinci. 

El tiempo de protrombina y su apreciación. 

El llamado tiempo de protrombina se refiere al tiempo que tarda 
en coagular e l p lasma calcificado, a l que se agrega tromboplastina 
ha.sta un punto Óptimo. 

Se han ideado dive rsos procedimientos para medirlo, como e l 
de Ziffen, Owen , Hoffmann y Smith, e l micrométodo de Kato y Poncher, 
e l de Ouick, etc. Creemos q ue e l método de Q uick es e l más apropia­
do para estas dete rmina ciones, porque su técn ica es rela tivamente sen­
cilla y proporciona indicaciones bastante precisas. 

Este procedimie nto es muy conocido y se utiliza frecuentemente 
para poner en evidencia estados de hipoprotrombinemia o avibl7lino­
s is K, entidades nosológicas caracterizadas por disminución en la coa­
gu labilidad de la sangre , es decir, por aumentos de l tiempo de p ro 
trombina; a pesar de ser conocida la técnica, vamos a describirla, 
~in omitir a lgunos de ta lles importantes, que por aparentemente ins ig­
ll ificantes muy frecuen te me nte se pasan por alto y restan validez a 
los resultados . 



TOXINAS, ENZIMAS Y HEPAR!NA 63 1 

Para preparar el p lasma se coloca medio centímetro cúbico de 
una solución de oxalato de sodio al 1.34 % en un tubo de ensaye de 
bordes redondeados, se agregan cuatro centímetros y medio de san­
gre inmediatamente después de extraerla y se mezclan ambos líquidos 
cuidadosamente; la sangre se hace incoagulable y más tarde se ob­
tiene e l plasma, dejando que los elementos figurados se sedimenten 
espontáneamente, lo que se consigue al cabo de hora y media a dos 
horas, o bien centrifugando a velocidad baja para impedir que se pro­
voque hemolisis. El líquido claro que se obtiene, o sea el plasma, se 
calcifica mediante una solución de cloruro de calcio 0.4 Mol, o sea 
que contenga 0.28 de la sal anhidra en 100 e.e. de agua destilada. 

La preparación de la tromboplastina es más laboriosa: inmedia­
tamente después de sacrificar a un conejo mediante golpe en la nu­
ca o por medio de la inyección de aire en la vena marginal de la ore­
;a, se extrae el cerebro y se libera cuidadosamente de sus meninges 
y vasos, se fragmenta en seguida con una espátula hasta convertir­
lo en fina papilla, en seguida :3e trata con acetona, preferentemente 
Gn un mortero de ágata o porcelana para poder triturar la papilla y 
hacer más íntima la unión con el líquido; la acetona deshidrat::1 rápi­
dame nte el tej ido cerebral y disuelve algunos de los componentes gra­
sos del mismo, con excepción, fundamentalmente de los fosfolípidos, 
hecho interesante, pues se acepta, en relación con la naturaleza quí­
mica de la tromboplastina, que es una sustancia compleja, compues­
:a por un fosfolípido y por una proteína, en la p roporción de 41.6% 
del p rimero y 58.4 del segundo. Los disolventes habituales de las gra­
sas pued:m separar la mayor parte del fosfolípido, pero una fracción 
del mismo permanece unido a la proteína, e n combinación más esta­
b le que solo puede romperse por medio de lo hidrólisis parcial de la 
proteina. La acción quinásica solamente existe cuando ambas frac­
ciones se encuentran unidas, independientemente son inactivas. El 
fosfolípido integrante de la tromboquinasa es una cefalina. Cuando 
se ha deshidratado suficientemente el te jido cerebral, lo que se con­
sigue con cuatro o cinco agotamientos con volúmenes de acetona 
iguales al volumen del tejido hecho papilla. Por desecación a 38 gra­
dos en estufa, se obtiene un polvo fino que debe conservarse en refri­
c:ierador para que su actividad se prolongue una o dos semanas; es­
te inconveniente de la poca duración de la tromboplastina se ha re­
suelto últimamente mediante la liofilización de la misma. 

Cuando este polvo va a utilizarse , se mezclan cincuenta centí­
gramos del mismo con cinco e.e. de solución de cioruro de sodio al 
0.85 por cien; la mezcla se coloca en baño de maría o en estufa a tem-
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peratura constante de 5G grados duran te quince minutos; después se 
deia reposar o se contrifuga a baja velocidad , para separar un líq ui­
do de aspecto lechoso que será utilizado como ma terial tromboplás­
tico. 

Medición del tiempo de protrombinu. 

En un tubo: de ensaye de 13 por 100 mm., se coloca un décimo d e 
centímetro cúbico del plasma oxalatado y en seguida igual cantida d 
de tromboplastina, se mezclan cuidadosamente evitando la aparición 
de burbujas y se coloca en baño de maría cuya temperatura sea de 
37 grados y medio; se añade luego un décimo de centímetro cúbico de 
la solución de cloruro de calcio y se agita e l tubo fuertemente; d e 
cuando en cua ndo se extrae el tubo del baño de mana y se observa 
el momento en que aparece la coagulación del plasma; el fü,mpo de 
protrombina se cuenta desde el momento preciso en que se añadió el 
cloruro de calcio, hasta el momento, p reciso también, en que ·apare­
c ió el coagulo; inútil es decir que debe u til izarse un cronógrafo. 

Como la actividad de las dis tintas tromboplastinas no es la m is­
ma, s iempre se debe determinar el tiempo de protrombina con plas­
ma normal en todas las lecturas. 

Con esta técnica hemos encontrado que e l tiempo de protrombina 
en individuos sanos es de 18 a 20 segundos. 

Modificaciones del tiempo de protrombina por toxinas d9 Bothrops 
y Crótalus. 

Diluciones a l uno por 25.000. 

Experimentos con 0.1 e .e . de p lasma calcificado a l que se a ñade 
0.01 de la solución de toxina al titulo a nterior. 

La coagulación se efectúa al cabo de 45 segundos y e l coágulo 
no tiene e l aspecto n i la consistencia del q ue se obtiene con la e d ición 
ele tromboplastina. 

Diluciones al u no por 10.000. 

Se obtiene coagulación, el tiempo de protrombina es d e 30 segun­
dos como promed io. 
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Diluciones menore s. 

Una décima de miligramo de venenos de bothrop~ y crótolus aña· 
dida a 0.01 e.e . de plasma, más 0. 1 e .e. de la solución de cloruro cál­
cico empleada en la prueba de Quick, impide la coagulación. La adi· 
ción de tromboplastina, a ún en xceso, no hace q ue a parezca el coágu· 
lo."Esto debe interpretarse, verosímilmente, como debido a destrucdón 
del fibrinógeno por las toxinas a concentración relativamente elevada . 

La sustitución de la tromboplastina por las enzimas proteolíticas 
tripsina y pepsina a diversas diluciones, no nos ha permitido obt2ner 
coagulación, es decir, que no hemos podido comprobar la a c tivida d 
tromboplástica, u tilizando el método de Quick, de d ichas enzimas. 

Los experimentos en que se utilizó plasma más tromboplastina, 
más calcio y más tripsina o pepsina, indican que ambas cimazas ClCOI· 

l::m el tiempo de protrombina normal cuando se encuentran en estas 
circunstancias, es decir, que refuerzan la acción tromboquinásica o sea 
la transformación de la protrombina en trombina. En determinado· 
nes de tiempos de protrombina, cuyo promedio fué ííiado en 19 se· 
gundcs, la adición de tripsina y pepsina al sistema p lasma, más trom· 
:Ooplastina más calcio, disminuye este tiempo a 13 segundos (cifra 
promedio). 

\. 
Re laciones entre heparina y tromboplastina. 

La heparina en soluciones extraordinariamente d iluídas no pier· 
de su poder anticoagulante cuando se pone en contacto con trombo­
plaslina; esto se demuestra añadiendo a tromboplastina, 0. 1 e.e. o 
más, unas cuantas gotas de la solución de heparina y después esto 
mezcla se utiliza como material tromboplástico ai ser agregado a l plas· 
;na calcificado; en estas condiciones no se efectúa la coagulación, lo 
que quiere decir que in vitre, la quinasa es incapaz de neutra lizar la 
actividad anticoagulante de la heparina, aún cuando aque lla se en· 
cuentre en exceso. Estos resultados han sido ya mencionados por 
Quick, utilizando plasma libre de protrombina, y pueden ser estudia· 
dos con más detalles mediante la técnica del llamado tiempo de pro· 
trombina. 

Utilizando las diluciones coagulanies de venenos de J::othrops y 
crótalus como materia l tromboplástico, hemos encontrado que la pro· 
piedc::d anticoagulante de la heparina tampoco se pierde, cuando es· 
ta sustancia, a diluciones muy grandes, se pone en contacto con a quel 
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y después se añade al plasma calcificado; otro tanto sucede cuando 
se utiliza como material tromboplástico mezclas de tromboquJnasa y 
toxina. 

Teniendo en cuenta la activación quinásica que hemos encontra­
do en las enzimas proteolíticas, estudiamos la influencia de las mis­
mas sobre la heparina: mezclas de heparina con tromboplastina y trip­
sina o pepsina , son incapaces de provocar la coagulación del plas­
ma calcificado; la heparina, por lo ta nto no es inaciivada ni por la 
tromboquinasa, ni por los materiales tromboplásticos constttu ídos por 
las toxinas mencionadas, ni por mezclas de tromboplastina y toxina o 
de tromboquinasa y enzimas proteolíticas. 
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