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RESUMEN

El prdposito del presente estudio fué determinar el tiempo de
protrombina (TP); Y el tiempo parcial de tromboplastina activada
(TPTa) y la actividad de: a) los siguientes factores de coagulacién
(FC): I,II,V y del VII al XII; b} el inhibidor de la coagulacién
antitrombina III (AT III) y el componente del sistema fibrinolftico
alfaj-antiplasmina (alfa,-APL) en plasma y en orina de ratas control
(n=10) y de ratas inyectadas con aminonucleésido de puromicina (ANP}
en una dSsis de 15 mg/100 g de peso corporal en los dias 2 (aestado
pre-nefrético, n=10) y dia 10 (estado nefrbtico, n=10). Las ratas se
mantuvieron en jaulas metabélicas para recolectar la orina de 24 hrs.
Las actividades de los FC, AT III y alfaz-APL se midieron usando
reactivos comercialmente disponibles. Las actividades en plasma y
orina estin expresadas como porcentaje del obtenido a partir de un
pool de plasmas de ratas normales, con excepcidén del factor I que se
midi6é por el método de Clauss modificadoe, y estd expresado en mg/dl.
También se midieron las proteinas plasmiticas y urinarias y el
colesterol plasmidtico. En el dfa 2, las ratas tenian las proteinas
plasmiticas y urinarias normales y el colesterol del plasma normal y
no se detectd excrecién urinaria de ningtn FC, de AT III, o de
alfa,-APL; sin embargo, en plasma el FC VIII y AT III disminuyeron a
42% y 86% respectivamente. En el dfa 10 las ratas tenfian proteinuria,
hipoproteinemia; hipercolesterolemia; niveles plasméticos altos de los
siguientes FC: I (183 mg/dl vs 97 mg/dl en los controles); II(132%);
V(452%); VII(366%); VIII(378%); X(242%) y XI (210%); y actividad
plasmitica baja de AT IIT (11%) y actividad plasmitica normal de los
FC IX y XII y de alfaz-APL.



El TP disminuyé de 12.8 a 10 seg. y el TPTa disminuys de 22.8 a
16.3 seg. Los siguientes FC: II(8%); VII(147%); VIII(7%); IX(30%);
X(63%); XI(69%) y XII(56%), y AT III(88%) aparecieron en la orina del
dia 10. lLas alteraciones observadas en el estado pre-nefrético (dia 2)

podrian deberse al efecto directo del ANP. En contraste, los cambios

en el dia 10 estin pr 1 relaci d con el estado nefré6tico,
La defjciencia de AT IIT fué& probabl t uencia su pérdida
urinaria.

En contraste con el sindrome nefrético humano donde el FC II est&
normal o bajo; los FC IX, XI, y XII estdn bajos y la alfa,-APL es alta
o baja; en ratas con sindrome nefrético experimental: los FC II y XI
estdn altos; y la alfa,-APL, ¥ los FC IX, XII estdn normales. Estos
datos demuestran que en las ratas con SN experimental tienen profundas
alteraciones en el sistema de coagulacién, algunas de las cuales son
diferentes a las descritas en pacientes con sindrome nefrético.
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I INTRODUCCION
A) GENERALIDADES DEL SINDROME NEFROTICO

El sindrome nefrético (SN) se caracteriza por proteinuria,
albuminuria, hipoproteinemia, disminucién de la presisén
coloidosmética, ascitis, edema, lipiduria, retencién de sodio,
hipercolesteroclemia (1,2}). En el laboratorio se han desarrollado
modelos experimentales que sirven para estudlar las bases bioguimicas
y fisiolégicas de ias alteraciones en esta enfermedad. Los modelos
usados cominmente para estudiar el SN son: 1.- inyeccién de suero
antirrifién (nefritis por suero nefrotéxico o nefritis de Heymann)
(3,4), 2.-inyeccién de aminonucleSside de puromicina (ANP) (5,6), y
mds reclentemente por 1la inyeccién de 3. adriamicina, (ADR
doxorubicina) (7) y de 4.- daunomicina (7a). E‘l SN experimental
inducido por ANP ha recibido gran atencién ya que se parece al SN con
lesiones minimas encontrado en humanos (2,5,6,). Otra ventaja
adicional que ofrece el modelo experimental es gque permite seguir la
evolucién de la enfermedad en condiciones controladas, 1o cual se
dificulta en los pacientes humanos. El mecanismo por medio del cual el
ANP produce dafio renal no se ha dilucidado totalmente. Midiendo 1la
depuracién de dextranos cargados y neutros de peso molecular (PM)
conocido y compardndolos a la depuracién de inulina (marcador de
filtraci6én glomerular) es posible estudiar la permeabilidad del
capilar glomerular. Tales estudios han demostrado gue tanto el tamaifio
como la carga molecular influyen en el paso transglomerular de las
moléculas circulantes. Dicho en otras palabras, existe una barrera

glomerular tanto de carga como de tamafio. De esta manera la filtracién



de la albGmina cargada negativamente estd restringida en mucho mayor
proporcién que las macromoléculas neutras del mismo tamafio. Esto se
debe a la existencia de cargas negativas sobre la pared del capilar
glomerular, tal como se ha demostrado por el uso de colorantes
Wcatiénicos® tales como oro coloidal y el rojo de rutenio. Estudios en
ratas con SN por suero nefrotéxico o por ANP han demostrado que,
independiente del tamafio molecular, la depuracién fraccional del
sulfato de dextr&n cargado negativamente es mayor que en ratas
normales (8,9). Esto sugiere gue la albuminuria en estos desSrdenes se
debe a una reduccién de las cargas negativas fijas sobre la pared del
capilar glomerular de las ratas enfermas. Ryan y Karnovsky (10)
propusieron que la protaeinuria masiva se debe a una lesiSn de las
células epiteljales glomerulares que causa la pérdida de los podocitos
Y la aparicién de defectos focales de la cubierta epitelial de 1la
membrana basal glomerular. Otros autores han ldentificado defectos
selectives, tanto de carga como de tamafio, en la barrera glomerular
después de la administracién de ANP (11,12). Actualmente hay
controversia en cuanto a si hay pérdida de sitios aniénicos de la
membrana baasal glomerular (13,14). Sin embargo, se ha demostrado que
hay una reduccién en la carga de la superficie de las células del
epitelio glomerular en las ratas tratadas con ANP (13). Otros estudiecs
han demostrado glicosilacién defectuosa de la sialoproteina glomerular
podocalixina (15) que puede explicar el defecto selectivo de carga.
Por otra parte se ha encontrado en 5 pacientes con SN congénito que el
nimero de sitios aniénicos estaba reducide significativamente (16).
Este hallazgo apoya la idea de que las bases del dafio renal en los

humanos y en las ratas con SN por ANP son similares.



El mecanismo de dafio renal en el SN no esta dilucidado totalmente,
sin embargo, se ha estudiado el papel de los radicales libres de
oxigeno (17,18), de los tromboxanos glomerulares (19,20), del factor
activador de plaquetas (21) y de las prostaglandinas (22,23), como
posibles mediadores en este mecanismo. Diamond y cols. (17) estudiaron
el papel de los radicales libres de oxigeno en el dafic renal en el SN
por ANP, pues se ha demostrado que estos radicales pueden inducir
diferentes tipos de dafio celular, principalmente peroxidacién de
lipidos y dafio de membrana (24). Durante el metabolismo del ANP se
genera hipoxantina, que al ser metabolizada por la xantina oxidasa
genera el ion superSxido. Estos autores encontraron qua el alopurinol
(un inhibidor de la xantina oxidasa) y que 1la enzima superédxido
dismutasa (la cual metaboliza los iones superdxido a peréxido de
hidrégeno) protegen al rifién del dafio renal (Fig. A). Beaman y cols
(18) confirmaron aste estudioc y encontraron tambien que la
administracién de la catalasa (la cual metaboliza el peréxido de
hidrégeno a oxigeno y agua) protege a las ratas del dafio renal por
ANP.

Por otra parte, se ha encontrado un aumento en 1la produccién
glomerular de tromboxanos (19, 20) y del factor activador de plagquetas
(21) en ratas con SN inducido por adriamicina (19) o por suero

nefrotéxico (20).

B) HEMOSTASIS
La' hemostasis es un proceso por el cual el sangrado es
contrarrestado y comprende una serie compleja de eventos fisiolégicos
y biogimicos que culminan con la formacién de un tapén estable gue

sella el vaso sanguineo.
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Fig. A ESQUEMA DE LA DEGRADACION METABOLICA DEL ANP
EN DONDE SE MUESTRA LA FORMACION DE RADICALES
LIBRES DE OXIGENO VIA XANTINA OXIDASA.




Estos procesos involucran la siguiente secuencia de eventos:
- Interacclén entre la pared del vaso y las plaquetas.
- Coagulaclén de la sangre.

- Fibrinolisis.

C) MECANISMOS DE HEMOSTASIS
cuandeo el vaso sanguineo sufre una lesién ocurre un reflejo local
reduciendo la 1luz y el flujo sanguilneo en el sitio, la contraccidn
vascular es mantenida por la liberacién de compuestos vasoactivos de
las plaquetas adyacentes y de 1los tejidos de alrededor.

Simultaneamente las plaquetas de la vecindad se adhieren a las fibras

de colégena p del elio.

Una de las funciones basicas para mantener el endotelio vascular
intacto, es proveer de una superficie de tromborresistencia del
endotelio a la circulacién. El endotelio intacto no promueve la
adherencia de las plaquetas ni de los leucocitos ni la activacién de
la coagulacién.

El endotelio, particularmente en la microcirculacién pulmonar,
remueve activamente sustancias de la circulacién que promueven 1la
agregacién plaquetaria. Estas incluyen la prostaglandina F1,
la serotonina, los nucledétidos de adenina, la bradicinina y 1la
angiotensina I.

El papel de las plaquetas en la hemostasis es de mucha importancia
en el mecanismo de coagulacién. Las plaquetas estin involucradas con
la pared del vaso y con la actividad y contacto de los factores de la
coagulacién XII y XI (25).

Las plaquetas promueven la hemostasis por algunas vias. Cuando el



vaso sanguineo e lesiona, las plaquetas se acumulan en el sitioc de la
lagién una a otra y fipalmente se involucran en la via intrinseca de
la coagulacisén. La exposicién de las plaquetas a las fibras de
col&gena de la pared del vaso activan ciertos constituyentes como:
gerotonina, histaminas y ADP y los liberan en el ambiente del fluido
induciendo 1la adherencia y la agregacién plaguetaria en el &rea. El

proceso de agregacién requiere calcio, fibrinégeno y energia.

D) COAGULACION
La coagulaci6n sanguinea es una serie compleja de reacciones que
involucran varios factores de coagulacién que son designados por el
comité internacional de nomenclatura de los factores de coagulacién
' con n(meros romancs como se muestra a continuacién:

FI Fibrindgeno

FII  Protrombina

FV Proacelerina

FVII Procohvertina

FVIII Globulina A antihemoff{lica

FIX Globulina B antihemofilica

FX Factor de Stewar-Prower

PXI de tr plastina plasmitica
FXII1 Factor de Hageman

Ca Considerado antes como FIV
No hay factor VI
A la tromboplastina tisular se le conocia como FIII.

En la tabla 1 se muestran los pesos moleculares (PM)
correspondientes de FC, AT III y alfa,-APL asi como el ndmero de

moléculas por unidad de volumen de estas proteinas.



TABLA 1. PESOS MOLECULARES Y CONCENTRACION DE LAS PROTEINAS

ESTUDIADAS.

Proteina Masa molecular Nfimero de moleculas
(kDa) por unidad de vol.

Fibrinégeno 340 100 00O

Protrombina 72 10 000

Factor X 56 1 Q00

Factor IX 56 1 ooo

Factor VII 50 100

Pactor XI 160 100

Factor XII 80 1 ooo

Factor V 330 100

Factor VIII 330 1

Antitrombina III 65 10 000

Alfay-Antiplasmina 70 10 000

tomados de la referencia 26.

El proceso de coagulacién llega a ser activado en la hemostasis
después de la interaccién inicial da las plaquetas con la pared del
vaso sangufineo.

El proceso de coagulacién procede por una via intrinseca o
intravascular y por una via extrinseca o tisular que convierten 1la
protrombina en trombina. La trombina a su vez convierte el fibrinégeno
en monémeros solubles de fibrina que junto con el factor XIII y Ca es
convertido y polimerizado completamente en un codgulo insoluble de
fibrina.

Este estado final de la coagulacién es también el punto de la

medicién de las pruebas mis comunes de coagulacién (27).

E) BIOQUIMICA DE LOS FACTORES DE LA COAGULACION

El sistema de coagulacién consiste de proteinas, lipoprotefnas y

de iones calcio.



La bioquimica moderna y biologia molecular han permitido la
caracterizacién detallada de cada uno de los factores de 1la
coagulacién en su forma nativa y en su forma activa. Los plasmas
humanos y de bovinos han sido los principales materiales usados para
el estudio de la estructura de las proteinas de la coagulacién.

FIBRINOGENO. El fibrinégeno humano es una glicoproteina con PM
cercano a los 340 KDa y estd compuesto por tres pares de cadenas
polipeptidicas conectadas por puentes disulfuro; es una molécula
compuesta de mitades simétricas. Estas cadenas se conocen como A
alfa, B beta y gamma. Las cadenas designadas como A alfa producen

todo tipo de fibri ptido A es at da por la trombina, la

cadena B beta es la que produce fibrinopéptido B y la gamma es la
cadena gqgue no es atacada por la trombina. Los PM de las cadenas A
alfa, B beta y gamma son de 63.5, 56 y 47 KDa respectivamente. Las
correspondientes cadenas A alfa, B beta y gamma consisten de 610, 416
Y 411 residuos de aminoidcidos respectivamente.

PROTROMBINA (Factor II). La protrombina (PM 72 KDa)} y los
factores VII, IX y X son las cuatro proteinas de la coagulacién que
requieren vitamina K para su completa biosintesis. La vitamina X se
requiere para 1la modificacién postraduccional principal, 1la
carboxilacién de ciertos residuos de &cido glutamico (Glu), para dar
lugar al &cido gamma carboxiglutdmico. En ausencia de la vitamina K,
la reaccién de carboxilacién no ocurre, resultando proteinag sin
actividad coagulante. La carboxilacién requiere CO, y vitanmina K.

TROMBINA. La trombina se forma a partir de la protrombina por la
hidrélisis de la unién del péptido por el factor Xa y trombina. La
trombina ha sido designada como alfa-trombina y consiste de dos

cadenas de polipéptidos conectados por puentes disulfuro. Su PM



meolecular es de 39 KDa con dos cadenas: la A de 6 KDa y la B de 33
Kba. El sitio active y los carbohidratos estdn localizados en 1la
cadena B. La trombina es una de las enzimas de la familia proteolitica
conocida como proteasa de serina, por tener serina en su sitio
activo. La trombina es inhibida competitivamente por el fibrinopéptido
A liberado por el fibrinégeno por la accién de la trombina, y por
péptidos de estructura similar.

FACTOR V. El factor V en el plasma es inestable y su
caracterizacién es extremadamente diffcil. Es una glicoproteina con un
PM de 249 KDa El factor V tiene una extensa secuencia hombloga al
factor VIII y a ceruloplasmipa. E1 factor V circula como una sola
cadena de proteina que se ha estimado tiene un 0.27% de actividad del
derivado proteclitico, Factor va. La molécula activada consiste de una
cadena pesada de 110 y de una cadena ligera de 78 kDa, se cree que
estos péptidos que estdn unidos por puentes de calcio. La activacién
inicial del factor V puede ocurrir por la generacién del factor Xa,
por la activacisén directa del factor X por el factor tisular y el
factor VII/VIIa. Sin embargo, como la progresién de la coagulacién es
cominmente por la trombina, que es considerablemente m&s activa que el
factor Xa en esta reaccién, llegando a ser el activador primario del
factor V.

FACTOR VII. Se ha purificado de plasmas de humanos y de bovino.
La proteina que circula en el plasma consiste de una cadena de 406
aminodcidos, el factor VII es atacado por el factor Xa en presencia de
fosfolipidos y calcio para producir una molécula con dos cadenas ‘con
una mejor actividad coagulante. La actividad del factor VII también

_ aumenta .en plasma cuando ha sido expuesto a superficies de vidrio u



otras. En cada sistema el factor VII es activade por el factor XIla y
XIa y asi como por la calicreina, tal vez indirectamente.

FACTOR VIII. El factor VIII humano es una proteina compleja que
posee actividad procoagulante deficiente en la hemofilia clasica
(Hemofilia A). El factor VIII esta constitufdo por una sola cadena de
2332 aminodcidos. El factor VIII circula con una minima actjividad
coagulante. Pequefias cantidades de trombina o factor Xa incrementan la
actividad coagulante del factor VIII. Con 6ptimas concentraciones de
estas enzimas la actividad del factor VIII puede aumentar hasta 63
veces.

FACTOR IX. .E‘.s una glicoproteina constituida por una sola cadena
de PM de 57 KDa con 17% de carbohidratos y 10 residuos de &cido gamma-
carboxiglutémico. El factor IX es activade por el factor XIa o por el
complejo factor tisular-factor VIIa en una sola molécula con dos
cadenas que est&n unidas por la cadena pesada la cual tiene un PM de
28 KDa y contiene el sitio enzimiticamente activa.

PACTOR X. Es una glicoproteina de doble cadena con un PM
aproximado de 59 KDa. En una electroforesis en gel-SDS se obtuvo un PM

de 49 KDa para la cadena pesada Yy de 7 KDa para la cadena ligera,

las cuales estén tadas por p disulfuro. La cadena ligera
contiene 14 residuos de 4cido gamma carboxiglutamico. La activacién
fisiolégica del factor X se lleva a cabo por la hidrdlisis del enlace
Ar951—11852 en la cadena pesada, en una reaccidén catalizada por el
factor XIa y el complejo factor tisular-factor VIIa. El sjitio activo
se encuentra en la cadena pesada. El1 factor X tiene una secuencia
considerable hom6loga con otras proteasas de serina de otros mamiferos
como con tripsina, trombina y factor IXa.

FACTOR XI.- El PM del factor XI es de 180 KDa determinado por

10



filtracién en gel y de 160 KDa determinado por electroforesis en geles
de poliacrilamida, la molécula contiene dos subunidades idénticas
unidas por puentes disulfuro de PM aproximado de 80 Kba. Se ha
confirmado que cada cadena consiste de 607 aminodcidos. El1 sitio de
hendidura requeride para la activacién se ha localizado en el enlace
formado por Ar9359-11337°. Esto resulta en una proteina tetramérica
que consiste en dos cadenas ligeras, cada una conteniendo 238
residuos, y dos cadenas pesadas, cada una con 369 residuos. Las
cadenas ligeras contienen el centro activo, el cual es tipico de las
proteasas de serina. El factor XI humano puede circular en el plasma
como un complejo con el cininégeno de alto PM. La tripsina y el factor
XITa pueden activar al factor XI.

FACTOR XII.- El PM del factor XII de humanos es 80 KDa
determinado por electroforesis en gel y de 100 a 120 KDa determinade
por filtracién en gel. El factor XII consiste de una sola cadena de
596 aminodcidos. Es convertido a su forma activa o a XIIa por una
hendidura en una cadena en la unidn Arg353—Va1354. La molécula
resultante contiene una cadena pesada de 353 amino&cidos que contienen
los sitios activos para unir las superficies negativas, mientras que
la cadena ligera con 243 aminodcidos contiene el centro activo tipico
de las proteasas de serina. El factorixII de humanos es activado

durante la exposicién al vidrio, tierra de dia s+ Y por 14 ias

tales como &cido eledgico, homocisteina, coldgeno, &cidos grasos. El
factor XII tambien puede ser actjivado en solucién por enzimas tales
como: tripsina, calicreina, plasmina y factor XIa. La tripsina,
plasmina y calicreina atacan al factor XII en dos sitios, produciendeo

fragmentos dJde un PM aparente de 52, 40, y 28 KDa (28).
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La figura B muestra la estructura de los dominios de algunas de

las proteinas involucradas en la coagulacién sangulnea.

F) INHIBIDORES DE LA COAGULACION

El sistema activable de 1la coagulacién conlleva a riesgos
potenciales para el organismo (por ejemplo trombosis). La hiper o
hipofuncién altera el equilibrio, por una parte, debe ser capaz de
mantener las propiedades de flujo de la sangre y, por otra parte,
evitar el paso de la sangre a los tejidos sellando los capilares. Por
lo tanto, el sistema de activacién debe quedar a la amplitud y sitio
de las necesidades. Esta tarea la realizan los inhibidores que
bloquean la actividad enzimitica. E1 inhibidor w4s importante es la
antitrombina III. Se han descrito una serie de antitrombinas
(antitrombina III, la alfaj-macroglobulina y la alfa,-antitripsina).
En el plasma completo los dos mecanismos principales para la supresién
de trombina parecen ser la adsorcién inmediata y la inactivacién de la
mayor parte de la trombina por la fibrina, seguida de una inactivacién
progresiva de la trombina restante por accién de una antitrombina
presente en la fraccisn globulinica alfa del plasma. Si se compara con
otros dos inhibidores de la trombina que se producen de manera
natural, a saber, la alfaj-macroglobulina y la alfa;-antitripsina, la
antitrombina III parece constituir el principal inactivader de 1la

trombina.
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G) FIBRINOLISIS

Una vez gue la fibrina ha cumplido su funcién debe ser
catabolizada en un proceso conocido como fibrinolisis en el cual se
produce la conversién de la proteina plasmindégeno en la enzima
plasmina, la que a su vez degrada a la fibrina en productos cada vez
mis pequefios y por lo tanto solubles (27). El plasminégeno humano es
una globulina contenida en la fraccién plasmitica III. Se trata de una
glicoprotefna de PM 83 KDa. El plasminbégeno es convertido a plasmina
en presencia de algunos "activadores". Se han descubierto activadores
en el plasma y en diversos tejidos, en particular fltero, tiroides,
pulmén, préstata, asi como en la orina.

El plasma contiene substancias que no se han caracterizado bien y
que parecen inhibir la accién de la plasmina. Se ha demostrado la
presencia de dos inhibidores de plasmina en el plasma. Una sustancia
fué purificada recientemente y se comprobs que era una globulina alfa;
de PM 55 KDa. Este inhibidor tenfa actividad de antiplasmina doble,
lenta e inmediata. La otra reacciona inmediatamente, es mis estable en
valores extremos de pH, y resiste las temperaturas elevadas. Resulta
ser una macroglobulina alfa, con capacidad de fijar enzimas de
hidrolasa para serina como la tripsina, la trombina y la plasmina, en
grado variable. La participacién de las proteinas plasmaticas en el
mecanismo fibrinolitico sugiere que actGan como reguladoras e
inhibidoras de una fibrinolisis excesiva. Las plaquetas tambien

contienen antiplasmina.
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II ANTECEDENTES
A) ANORMALIDADES EN LA COAGULACION EN EL SINDROME NEFROTICO

La nefrosis humana y experimental se caracteriza por cambios
profundos tanto en los niveles plasmiticos como en el metabolismo de
muchas proteinas circulantes. A pesar de la marcada hipoproteinemia
caracteristica de la nefrosis experimental, los niveles individuales
de algunas protefinas plasmiticas pueden ser altos (29-33), bajos
(29,33-37) o normales (33-35) y entre estas se encuentran las
involucradas en ios procesos de coagulacién y fibrinolisis las cuales
muestran alteracién en su sintesis y pérdida urinaria.

En la tabla 2 se muestran las alteraciones en los niveles
plasmidticos de las proteinas involucradas en el proceso de coagulacién

en la nefrosis humana.

TABLA 2. ALTERACIONES EN ALGUNAS PROTEINAS DE LA COAGULACION EN LA
NEFROSIS HUMANA.

Referencias que citan las concentraciones.

Elevada Normal Disminuido
Factor VIII 38-42 53,54 -
Fibrinégeno (I) 38-40,42-46 - -
Pactor TI 47,48 38,39 59
Factor V 38~41 - 50
Factor VII 38,41,49,50 60
Factor XI - 54,55,56 61
Factor XII - 54 47,55,56,61-64
Factor X 41,50 47 -
Factor IX 41,39 42,55 47,54 ,65,65-67
Antitrombina III - 48,53,57,58 68-72
Alfaz-anciplasmina 51,52 43 40,45,73~75
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En la figura C se muestran a los zimégenos y cofactores de la
cascada de la coagulacién. La forma activada de cada enzima estd
indjcada por el sufijo "a" y los zimégenes y cofactores por sus
ndmeros romanos convencionales. Las flechas indican por su direccién y
magnitud las alteraciones mis comGnmente observadas en el SN en los
humanos, Asi, los tres factores de la via intrinseca: XII, XI y IX,
estdn comGnmente diminufdos, mientras que el factor X y sus cofactores
VIII y V estin usualmente elevados. La protrombina no se encuentra
cominmente alterada, pero el fibrinSgenc circulante se encuentra muy
aumentado,

En la figura D se muestran las alteraciones de las protelnas que
forman parte del sistema fibrinolitico en donde se puede apreciar la
disminucién en la concentracién plasmitica del inhibidor de 1la
coagulacisén mas importante que es la antitrombina III (AT III), y a su
vez una disminucién en la concentracién plasmitica del componente mas
importante del sistema fibrinolitico, 1la a1£a2~antiplasmina (alfay-
APL) . También se aprecian disminucién de plasminégenc en plasma asi
como un aumento en 1la concentracién del activador del plasminégeno
(52). Estos cambios son los mds comGnmente observados en pacientes con
SN.

Kauffman y cols (68) y otros autores (52,57,70,72,76,77) han
encontrade bajas concentraciones plasmiticas de antitrombina III
aparentemente resultado de la pérdiﬁa urinaria de esta proteina de
bajo PM.

Por otra parte, en el SN experimental inducido en ratas con ANP se

presentan alteraciones en las proteinas séricas y urinarias las cuales
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se nmuestran en la tabla 3.

TABLA 3. ALTERACIONES EN LAS PROTEINAS EN SUERO Y ORINA
EN LA NEFROSIS EXPERIMENTAL

Proteina Sangre? orina® Referencia
AlbGmina + 29,30,32,34
Tranaferrina + 36,78
Glicoproteina &cida
alfa - + 36
ceruioplnnlna - + 79
Anglotensinégeno - + 30,31,82,83
Antitrombina III - + 34
Proteina que une
vitamina D - + 80,81
IgG - ? i3
IgM . + ? 33
Alfa,-Macroglobulina + ? 84
Renina + + 30,31,82,83,85
ECA + + 30,85,86
Protrombina + + 34
Fibrinsgeno + [+] 34,87
IgA = ? 33

a_:disminuye la acién; +: 1a acién

=: no hay cambio en la concentracién; 0: no hay excrecidn
urinaria; ?: desconocido, .
ECA: enzima convertidora de angiotensina I.

Sin embargo, no s8e han realizado estudios sistemiticos

ientes al lismo de las proteinas de la coagulacién en el

SN experimental en ratas. Solo se han realizado un par de estudios

.{34,87) en el sindrome nefrético experimental gue no abarcan la

totalidad de las proteinas que conforman el sistema de la coagulacién.

Lo que se informa acerca de la hematologia de la rata son los
siguientes parsmetros:

El tiempo de protrombina (TP) se encuentra entre 8-14 seg (88).

El tiempo pérci&l de tromboplastina activada es de 21.1 * 3,7 seg.
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(89). La concentracién de fibrinégeno encontrada en esta especie es de
158~214 mg/dl determinada por el método de Ratnof y Mezie (S0).

El tiempo de coagulacién de la via extrinseca se encuentra igqual o
aumentado comparada con el ée humano, mientras que la via intrinseca
se encuentra aumentada.

Las actividades de los factores de la coagulacién de la rata con

respecto a la del humano se muestran en la tabla 4 (25).

TABLA 4. COMPARACION DE LAS ACTIVIDADES DE LOS FACTORES DE LA
COAGULACION ENTRE LA RATA Y EL HUMANO.

FACTOR ACTIVIDAD CON RESPECTO AL HOMBRE NORMAL
I Igual
Iz Igual o aumentada
v Aumentada
vII Igual
VIII Aumentada
IX Igual o disminuido
X Disminuido
XI Igual o disminuido
XII Aumentado
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III OBJETIVO

ESTUDIAR LA ACTIVIDAD DE:
LOS FACTORES DE LA COAGULACION: I, II, VII, IX, X, XI Y XII.
LOS COFACTORES DE LA COAGULACION V Y VIII
LA ANTITROMBINA III (AT-III)
LA ALFA, ANTIPLASMINA (ALFA,~APL).
EN PLASMA Y ORINA DE RATAS INYECTADAS CON ANP EN LAS ETAPAS PRE-
NEFROTICA (DIA'Z) Y NEFROTICA (DIA 10)
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IV MATERIAL Y METODOS

A) REACTIVOS. La albimina sérica bovina fraccién V 96-99%; el
aminonucleésido de puromicina ANP; el reactivo de Folin Ciocalteu; el
reactivo para albimina BCG (verde de bromocresol) se compraron de
Sigma Diagnostics. El carbonato de sodio; el hidréxido de sodio; el
&ter etilico; el cloruro de sodio; el sulfato de cobre; el citrato de
sodio dihidratado; y el cloruroc de calcio se compraron de J. T. Baker.
Los reactives para la determinacién de creatinina; y los reactivos
para la determinacién de BUN (Nitrégeno uréico sanguineo) se compraron
de Beckman. El reactivo Monotest Colesterol CHOD-PAP se comprd de
Farmacéuticos Lakeside.

Los sigulentes reactivos requeridos para los estudios de
coagulacion se compraron de Quimica Hoechst: plasmas deficientes en
los factores de la coagulacién 1II (cédigo OSGR), V (c6édigoc ORSM),
VII (cédigo OTXV), VIII (cédigo OTXW), IX (c6digo OTXX), X (cbédigo
OTXY), XI (c6digo OSDF), XII (cbédigo OSDG); reactivo para 1la
determinacién cuantitativa de fibrinSgeno Multifibren (cédigo OTXG);
tromboplastina cdlcica humana para la determinaci6n del tiempo de
Protrombina y el dosaje de los factores de la coagulacién II, V, VIL y
X (Tromborel S, cédigo OUHP); plasma N de control humano (ORKE);
reactivos para la determinacién de antitrombina III (Berichrom-
Antitrombina III cédigo OUBP); reactivo para la determinacién de
alfajy-antiplasmina (Berichrom alfaj-antiplasmina cédigo OUBU);
reactivo para la determinacién del tiempo parcial de tromboplastina
activada (Neothromtin cédigo OSFF}; amortiguador de acetato
dietilbarbiturato pH 7.6 (cédigo ORHW); amortiguador de harpital para
multifibren (codigob OTXM) ; Suspensién de Caolin (cédigo 2570).
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B) EQUIPO. El Fibrintimer (c6digo OVFY)}, Chromotimer (cédigo
OVHI} (Behringwerke, Marburg, Alemania); Agitador magnético PC-353;
Balanza analitica Mettler Instrument Corp Hights town N.J tipo H15.;
Espectrofotémetro Carl Zeiss PM QII; Centrifuga refrigerada ICE PR-
7000; BUN analyzer 2 de Beckman; Creatinine analyzer 2 de Beckman;
Vortex de Scientific Industries; Bafio de agua a 37°C de Precision GSA
Corporation; Congelador Revco =-70°C, Micropipetas Gilson (Rainin
Instruments Co) P 5000 (5 ml), P 1000 (1 ml), P 200 (0.2 wml), P 20
(0.02 ml). Jeringas desechables de 3 ml con agujas nimero 21.
Celdillas de cuarzo 100 QS de 1 cm de paso de luz (588503). Jaulas
metabSlicas de fabricacién nacional para recolectar la orina de 1las
ratas (las jaulas constan de una malla met&lica que permite el paso de
la orina y retiene las heces Yy de un cono colector para que fluya la

orina a un recipiente. El dero y el o estdn fuera del

cuerpo de la jaula para que el agua y la comida no contaminen 1la
orina).

C) MATERIAL BIOLOGICO. En este trabajo se utilizaron ratas macho
de la cepa Wistar con un peso promedio de 350-450 g para el grupo
control y para la induccién del SN, asi como para la obtencién de
plasma para las curvas de calibracién.

D) DISERO EXPERIMENTAL. El SN se indujo en 20 ratas macho de la
cepa Wistar (350-450 g peso) por una inyeccién finica subcutidnea de ANP
al 2% en una dosis de 15 mg/100 g. Las ratas control (n=10) se
inyectaron solo con el vehiculo. Las ratas se mantuvieron en Jjaulas
metabblicas para recolectar la orina de 24 hrs con citrato de sodio en
los dias 2 y 10 para cada grupo respectivamente. La sangre se obtuvo

por puncién cardiaca bajo anestesia de &ter usando citrato de sodio
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0.11 mol/L (1 parte de citrato de sodio y 9 partes de sangre) como
anticoagulante tanto para las ratas del grupo control como para las
ratas inyectadas con ANP de los dfas 2 y 10. La sangre se centrifugé a
1500 rpm durante 10 min para separar el el plasma.

E) DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES. Se empled el metodo de
Lowry y cols. (91). Se us6 como patrdn albGmina sérica bovina (5 a 50
ug/0.2 ml). La primera etapa de esta reacclén involucra la formacién
de un complejo protefna-cobre en solucién alcalina, en 1la segunda
etapa de la reaccién, el complejo formado reduce a un reactivo
fosfomolibdico~fosfotngstico (reactivo de Fenol folin y ciocalteu)
para producir un intenso color azul. Las soluciones empleadas
fueron: SOLUCION A: carbonato de sodlio 2%; hidréxido de sodio 0.4% y
tartrato de sodio 0.02%; SOLUCION B: sulfato de cobre al 0,5%;
SOLUCION C€: 50 ml de la SOL. A m&s 1 ml de la SOL. B. La SOLUCION C
se prepara Yy se usa al momento de la determinacién; SOLUCION D:
reactivo de folfn 1 N, solucién diluida a partir de una concentracién
2 N. SOLUCION E: solucién patrén de albGmina sérica de bovino 50
mg/100 m), la cual se utilizé para la realizacién de la curva patrédn.
El procedimiento fué el siguiente: se tomaron 0.2 ml de una dilucién
1:400 del plasma. Esta dilucién puede modificarse de acuerdo a 1la
concentracién de proteinas en la muestra. Se adiciond 1 ml de la SOL.
C, después de 10 min de incubacién a temperatura ambiente se
adicionaron 0.1 ml de la SOL. D se agitd y se dejé reposar durante 30
min al cabo de los cuales se leyé la densidad Sptica a 660 nm contra
el blanco reactivo (el cual estd constitufido de las soluciones
anteriores excepto el plasma). Los resultados se expresan en g/100 ml.
PROTEINAS URINARIAS.- Antes de cuantificar las protefnas urinarias,

estas se precipitaron y se lavaron con dcldo tricloroacético al 10% de
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la siguiente manera: se mezclaron 200 ul de orina y 1 ml de A&cido

tricloroacético, se centrifugaron a 2500 rpm durante 20 min, el

sobr g se 6 y esta operacién se repitid 3 veces hasta que
el resuspendido quedara transparente. Finalmente, el precipitado se
resuspendié en 600 ul de NaOH 0.5 M y de esta manera la orina gueds en
una dilucion 1:5; en caso de las ratas nefréticas del dfa 10 se hizo
una dilucién adicional 1:20 con agua destilada y desionizada y se
colocaron 0.2 ml de esta dilucién en el ensayo anteriormente descrito.
¥) DETERMINACION DE COLESTEROL. El colesterocl en plasma se
determiné por una prueba enzimitica colorimétrica en la que los
esteres de colesterol presentes en la muestra son hidrolizados por un
grupo de enzimas que dan como resultado final un producto secundario,
el cual, al reaccionar con la 4-aminofenazona da un producto colorido
al gue puede medirsele la densidad 6ptica a 500 nm. La concentracién
;!e colesterol en la prueba se calcula multiplicando la D.0 x 575.
El fundamento de la prueba se muesta en la figura E.

G) CREATININA. La creatinina se midié por el método del picrate
alcalino en un analizador 2 de creatinina Beckman. Se inyectaron 0.025
ml de plasma al aparato y se mezclaron con el reactivo alcalino en una
celdilla de reaccién. Se midié la velocidad del aumento de absorbencia
debido a la formacién del complejo alcalino de picrate de creatinina.
La velocidad de formacién del complejo es directamente proporcional a
la concentracién de creatinina en la muestra. El analizador utiliza un
sistema de deteccién Sptica empleando una fuente luminosa, un filtro
de 520 nm, un fotodetector y un circuito electrénico que mide el
cambio en la absorcién de la solucién de picrato alcalino después de

la adicién de la muestra. Cuando se inyecta una muestra en el reactivo
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picrato alcalino, la creatinina de la muestra se combina con el &cido
picrico en presencia de iones OH en el reactivo, y produce un complejo
de color rojo el cual se muestra en la figura F. Los resultados se
expresan en mg/dl. Para calcular la depuracién de creatinina se
utilizé la siguiente f5rmula en donde las unidades se expresan come
ml/min.

Creatinina urinaria mg/dl x Flujo urinario mi/min. \

D=
Creatinina en suero mg/dl.

H) UREA. La urea se cuantificé en un analizador BUN Beckman. Este
analizador utiliza un método enzimitico que mide la velocidad de 1la
conductividad en la reacci6n. Se inyecta un volumen de 0.010 ml y se
mezcla. con el reactivo-en la celdilla de reaccién. El electrodo de
conductividad mide la velocidad de aumento de conductividad en 1a
reaccién. La velocidad medida es proporcional a la cantidad de
nitrégeno ureico presente en la muestra (fig. G). Los resultados se

expresan en mg/dl.
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I) DETERMINACION DE LOS FACTORES DE LA COAGULACION

I.1. TIEMPO DE TROMBOPLASTINA (TP). El proceso de coagulacién se
desencadena mediante la incubaci6én del plasma con cantidades 6ptimas
de tromboplastina y calcio, y se mide el tiempo transcurrido hasta 1la
formacién de un codgulo de fibrina. El TP es una prueba raipida para
detectar transtornos exégenos de la coagulacién para los factores II,
V, VII ¥ X y caracterizar estados deficitarios congénites o adquirides
de la via exbgena de la coagulaciédn y también para el control de la
actividad hep&tica de sintesis en las enfermedades del higado.

Trazado de la curva de referencia: A partir de un pool de plasmas
citratados de un grupo de ratas control, se efectuan una serie de
diluciones con solucién salina lsoténica de cloruso de sodio:

Porciento del normal 2003 50% 25% 12.5% 10%

Dilucion del plasma 141 143 147 1+9

sin
ailuir
las diluciones se efectuaron inmediatamente antes de la determinacién.
Los tiempos de coagulacién hallados se graficaron contra los

valores porcentuales normales sobre papel doble logaritmico.

I.2. TIEMPO PARCIAL DE TROMBOPLASTINA ACTIVADA ' (TPTa). La
incubacién del plasma con la cantidad &Sptima de fosfolipidos y un
activador, conduce a la activacién de factores del sistema endégeno de
coagulacién. El agregado de los iones de calcio desencadena el proceso
de la coagulacién; se mide entonces el tiempo transcurrido hasta la
formacién del codgulo de fibrina. La determinacién de TPTa posibilita
la investigacién rdpida de los transtornos de los factores de la via

intrinseca, asi como sus cofactores.
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Realizacion: Pipetear en una cubeta precalentada a 37°C
Plasma citrado 100 ul
Neothromtin 100 ul
Incubar 2 min. a 37°C
Sol.de clorurc de calcio 100 ul

Medir el tiempo de coagulacién.

I.3. FIBRINOGENO. Modificacién de método segln Clauss.

Principio: El plasma citrado es coagulado por la adicién de una
cantidad relativamente grande de trombina. El1 tiempo de coagulacién
depende agui principalmente de la concentracién del fibrinégeno en la
muestra de sangre; la presencia eventual de inhibidores de 1la
coagulacién no infiuye sobre los resultados de la determinacién.

Se realizé una curva de referencia de fibrindégeno a partir de una
solucidn estdndar de fibrinégeno cuya dilucién 1:10 con una solucién
amortiguadora de barbital (cédigo OTXG) corresponde a 570 mg/dl.
Las diluciones adicionales de 1:20 y 1:40 corresponden a 285 y a 142
mg/dl respectivamente. Los tiempos encontrados para cada concentracién

se grafican en papel doble logaritmico.

I.4. FACTORES DE LA COAGULACION. El estudio se realizd para los
grupos control, D2 y D10. Primeramente se realizaron las curvas de
referencia para obtener la actividad de cada uno de los factores de
la coagulacién presentes en los plasmas de un grupo de ratas control
(n=10) (FC IX,V,VII,VIXI,IX, X,XI,XII) a partir de un pool de plasnias

citrados de las ratas control.
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Para la determinacién de cada una de las curvas de referencia se
utilizaron como reactivo plasmas humanos deficientes en los factores
de coagulacién (plasma deficiente en factor IX, plasma deficiente en
factor V, plasma deficiente en factor VII, etc.) comprados a
Behringwerke, asi como un amortiguador de dietilbarbiturato-acetato
pH=7.6 para la preparacidn de las diluciones de los plasmas requeridas
en este método.

Para la determinacién de la actividad de los factores XI, V, VII y
X (via extrinseca) las dilucicnes empleadas para los plasmas fueron
las siguientes: 1:20 (100% de actividad), 1:40 (S0%), 1:80 (25%),
1:200 (10%), 1:400 (5%), 1:1000 (2%), 1:2000 (1%).

Se incubaron en una celdilla de reaccién del Fibrintimer, que
contiene un agitador magnético, 0.1 ml del plasma deficiente en el
factor correspondiente junto con 0.1 ml de la dilucién correspondiente
del pool de plasmas controles, se mezclaron y se dejaron incubar por
un periodo de 60 seg. a 37°C. Al concluir este periodo se adicionan
0.2 ml de tromboplastina cédlcica de origen humano (Thromborel S
Behring). Al adicionar este @ltimo reactivo se acciona automiticamente
el cronémetro del aparato determinando el tiempo transcurrido desde la
adicién del Thromborel hasta la formacién del codgulo de fibrina.
Estas determinaciones se realizan para cada una de las diluciones

de cada uno de los factores de esta via de la coagulacién.

Los tiempos de coagulacién ados (or das) se grafican en
papel doble logaritmico contra los factores de actividad dados en
porcentajes (abscisas) y asi obtener las curvas de referencia ' para

cada unc de los factores.

Para la determinacién de la actividad de 1los factores de la
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coagulacién de la via intrinseca (VIII, IX, XI, XII) se realizaron las
siguientes dilucicnes del pool de plasmas controles con el
amortiguador de dietilbarbiturato-acetatoc pH=7.6, 1:5 (100% de
actividad), 1:10 (50%), 1:50 (10%), 1:100 (5%), 1:250 (2%), 1:500 (1%)
y el procedimiento que se siguié para la determinacién fue el
siguiente: se pipete6 en una celdilla de reaccién del Fibrintimer
precalentada a 37°C, 0.1 ml del plasma deficiente en el factor a
determinar, 0.1 ml de la dilucién correspondiente del pool de plasmas
controles y 0.1 ml de Neothromtin Behring (fosfolipidos y un
activador) y se incubé por una perfodo de 2 minutos a la misma
temperatura. Transcurrido este tiempo se pipet6 0.1 ml de una solucién
de cloruroc de calcio 0.025 mol/l a 37°C, al adicionar este Gltimo
reactivo se puso en marcha automiticamente el cronémetro del
Fibrintimer para determinar el tiempo de formacidn del codgulo.
Al igual que 1los factores anteriores, los tiempos de coagulacién
hallados (ordenadas), se grafican en papel doble logaritmico contra
los factores de actividad dados en porcentajes (abscisas) para asi
obtener las curvas de referencia para los valores ensayados. Los
tiempos normales de coagulaci6én para cada factor ser&n los que
correspondan al 100% de activadad para cada factor. En cuanto a la
determinacidén de 1la actividad plasmitica de los factores de
coagulacién para los grupos D2 y D10, se utilizard la misma
metodologia que en la realizacién de las curvas de referencia,
comenzando siempre por la dilucién de los plasmas (esta vez de manera
individual para cada grupo) que corresponda al 100t de la actividad
para cada factor, con la opcién de realizar diluciones adicionales ya

sean mayores O menores segin su comportamiento ante la curva y
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determinar de esta manera su % de actividad.

EN ORINA. Para la determinacién de la actividad de los factores de la
coagulacién en la orina de los grupos control, D2 y D10 se realizaron
diluciones 1:5 con una solucién amortiguadora de dietilbarbiturato-
acetato pH=7.6, teniendo también la &pcion de realizar diluciones
adicionales seglin el comportamiento de las muestras frente a la curva
de referencia de cada factor.

J) DETERMINACION DE AT III Y ALFAZ—APL.- La AT III y la alfaz-APL
se midieron por métodos cromogénicos en el Chromotimer. El valor del
1003 se obtuvo coh un poel de plasmas de 10 ratas normales. El
porciento de actividad se calculd directamente en el Chromotimer.

La AT ITII de la muestra, en presencia de heparina, se convierte en
un inhibidor inmediato e inactiva al excedente agregado de alfa-
trombina. La tasa residual de trombina se determina en una prueba
cinética por la degradacién de un sustrato cromogénico a 405 nm segGn
el siguiente esquema de la reaccién:

ATIIT + alfa-trombina heparina  (aprrr-trombina)+
muestra exceso alfa-trombina(residual)

HD-CHA-But-Arg-pNa dlfa-trombina(residual)  yp_cpp-But-Arg-oH +
p-nitroanilina

{HD-CHA-But-Arg-pNA)= D~ciclohexilalanil-2~aminobutiril-arginil-
p-nitroanilina
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La alfaj-antiplasmina de la muestra inactiva la plasmina presente
en el reactivo. La tasa residual de plasmina se determina por una
prueba cinética con aumento de la extincién a 405 nm segtn el

siguiente esgquema de reaccién:

alfa,~antiplasmina + plasmina,,.ose—=—~—= (alfa-2~
2 muEStraz-anciplasmina@fﬁ%ss?nina) + plasmina (residual

HD-Nva-CHA-Lys-pNAP1asmina residual yn nya-cHA-Lys-OH + p-nitrganil-
N na

{HD-Nva~CHA-Lys-pNA)= D-Norvalyl-cicloexylalanyl-lysyl-p-nitroanilina.

K) ANALISIS ESTADISTICO. Los datos estdn expresados como media +
DS de 8-10 animales. Todos los datos se analizareh con el paquete
estadistico True EPISTAT 4.0 (Epistat Services, Richardson, Texas,
UsA) . El analisis de los datos con la distribucién normal se hizo por
andlisis de varianza de una sola via seguida por el método de
Bonferroni de comparaciones mltiples; y por an8lisis de varianza de
Kruskall Wallis seguido de comparaciones midltiples por el método de
Dunn en datos con distribucién no normal. Los valores de p menores o

iguales a 0.05 se consideraron significativos.
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V RESULTADOS

En la tabla 5 se muestran los tlempos de coagulacién obtenides en
diluciones crecientes de un pool de plasmas Yy que Se usaron para
trazar las curvas de referencia para la determinacién de la actividad
de los factores de la coagulacién. El porcentaje de actividad de los
plasmas y orinas fué calculado en estas curvas de referencia de
acuerdo con las intrucciones de los fabricantes. El pool de plasmas se
diluyé en forma seriada con una solucién amortiguadora pH 7.6 (para

detalles ver Material y Métodos).

TABLA 5. CURVAS DE REFERENCIA PARA LA DETERMINACION DE LOS
FACTORES DE LA COAGULACION OBTENIDOS POR DILUCIONES SERIADAS DE
UN POOL DE PLASMAS DE RATAS CONTROLES.

FC PORCIENTO DE ACTIVIDAD

100% 50% 25% 10% 5% 2% 1%
II 29.2 38.6 54.3 74.8 227.8 - -
v 22.1 27.2 33.3 44.5 56.8 70.5 80.0
Vi 22.1 25.4 30.5 38.9 48.6 53.7 58.6
X 53.8 81.8 110.4 1583.7 204.8 231.6 261.1
VIII 41.4 46.0 - 65.4 80.0 87.3 97.1
IX 48.1 60.2 - 100.6 121.4 141.7 158.3
XI 53.6 72.5 - 102.2 123.1 128.8 133.7
XII 46.9 60.3 - 121.8 153.2 180.5 188.4

Los resultados estin expresados en segundos. La actividad
obtenida por la dilucién 1:20 de los Fc II, V, VII y X fue
considerada como 100% de actividad. La actividad obtenida por la
dilucién 1:5 de los FC VIII, IX, XI y XII fué considerada como
100% de actividad. Para detalles ver material y métodos.
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Las ratas inyectadas con ANP desarrgllaren en el dia 10 1las
caracteristicas del SN: proteinuria, hipoproteinemia, hipercolestero-
nemia y poliuria (tabla 6). Sin embargo, el grupo del dia 2 no mostré
alteraciones en los parametros antes mencionados (tabla 6), por lo
tanto, este dia fué considerado como el estado pre-nefrético. El peso

corporal no cambié en todos los grupos de ratas estudiados.

TABLA 6. DATOS BIOQUIMICOS EN RATAS CONTROL, PRE-NEFROTICAS (DIA
2) Y NEFROTICAS (DIA 10).

CONTROL INYECTADAS~ANP
DIA 2 DIA 10
Peso corporal, g 407118 398135 377140
Proteinas plasmiticas g/dl 6.1230.37 6.6620.43 4.2330.292
Albtmina plasmitica, g/dl 2.17£0.23 1.94%0.28 0.62+0.09P
Colesterol en plasma, mg/dl 49%13 4311 265+28°
Proteinas urinarias, mg/24 h 2613 30116 602£103°
Volumen urinario, ml/24 h 17.416 16.547 26.245P
Creatinina en plasma mg/dl 0.3%£0.04 0.37+0.04 1.4820.369
Urea en plasma mg/dl 14.1%2.7 25.2245.09 68.75+10.97¢
Depuracién de creatinina 2.16%0.66 1.64%0.28 0.26x0.08f

ml/min.

Los datos as&én como media * DS q? 8-10 animales.?p<0,0000002 bp<u.02
,°p<0.0004, pP<0.03, “p<0.00002, “p<0.00008
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En la tabla 7 se presentan los resultados de TP, TPTa, factores
de la coagulacién, AT III y alfa,~APL en plasma y orina de ratas
controles y de ratas inyectadas con ANP de los dfas 2 y 10. E1l TP y
el TPTa y las actividades de los FC, AT III Yy alfa,-APL no se
detectaron en orina del grupo control y del grupo del dia 2 inyectadas
con ANP. En el dfa 10 el TP y el TPTa disminuyeron en plasma y estén
ausentes en orina. En el dfa 10 los FC I y V aumentaron en plasma y
no aparecieron en orina. En el dfa 2, el CF VIII disminuyé
significativamente, asi como una ligera disminucién plasmatica de AT
III, los FC VII, X y XI se elevaron en plasma y en la orina del dia
10. El factor VIII aumenté en plasma y orina del dia 10.

La actividad de los FC IX y XII no cambid en plasma pero aparecié
en altas concentraciones en orina del dfa 10. La AT IIT disminuyé
intensamente en el plasma y aument® en la orina del dfa 10, finalmente
la alfa,-APL permanecié normal en plasma y no aparecié en orina del

di{a 10.
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TABLE 7. TP, TPTa, FC, AT III, ¥ ALFA,-APL EN PLASMA Y ORINA
DE RATAS CONTROL E INJECTADAS CON AﬁP.

CONTROL PAN-INJECTED

DAY 2 D2Y 10
TP PLASMA 12.821.2 13.9%1.3 10.0%0.072
(sec.) ORINA ND ND ND
TPTa PLASMA 22.82.1 21.7%1.6 16.3£2.72
(sec.) ORINA ND ND ND
FACTOR I PLASMA 9917 92412 18330P
(mg/dl) ORINA ND ND ND
FACTOR II PLASMA - 9515 113219 1321249
) ORINA ND ND 816
FACTOR V PLASMA 9417 87£32 453+46°
%) ORINA ND ND ND
FACTOR VIX PLASMA 9943 119136 3e6+28f
%) ORINA ND ND 148375
FACTOR VIII PLASMA 1001 42+16¢ 378+83°
(%) ORINA ND ND 7%3
FACTOR IX PLASMA 9316 7211 119424
() ORINA ND ND 3014
FACTOR X PLASMA 9614 101120 242+25%
(%) ORINA ND ND 6317
FACTOR XI PLASMA 8818 809 210+179
(%) URINE ND ND 6921
FACTOR XII PLASMA 9216 83t4 9446
*) ORINA ND ND 56+30
ATIII PLASMA 102t6 8618% 11179
(%) ORINA ND ND 8836
ALPHA,~APL PLASMA 9513 9810 97%4
(%) ORINA ND ND ND

Los datos esta&n expresados como media * DS de B-10 animales. ND= No
detactable, TP= tiempo de protombina, TPTa= tiempo de tromboplastina
activada, AT, III= antitrombina éII, ALFA,~APL= Alfaz—antlplasmina
alp<o.oooo:é 'p<0.003, Sp<0.04, Y9p<0.0009, ©p<0.02,

p<0.002, 9p<0.0000002
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En la figura H se muestra a manera de resumen las alteraciones de
las actividades de los FC observadas en los plasmas ratas de la etapa
nefrética (dfa 10) ilustradas en la cascada de la coagulacién. Las
flechas indican por su magnitud y direccién el comportamiento de estas
proteinas en este modelo experimental.

En la figura I se muestran las proteinas de la coagulacién
detectadas en la orina de las ratas nefréticas. Se ilustran a manera
de cascada de coagulacién para visualizarlo mejor ya que no hay
cascada de coagulacién en orina.

En la figura J se muestra una comparacién entre las alteraciones

de la cascada de coagulacién de ratas con SN y la mas comunmente

encontrada en humanos con SN y del D iento ado para cada
una de sus FC en cada especie.

En la tabla B se muestra un resumen de las alteraciones en plasma
y orina encontrados en el dia 10 de todas las proteinas estudiadas asi

como sus respectivos pesos moleculares.
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Tabla 8

RESUMEN DE RESULTADOS

PROTEINA PM_(KDa) % ORINA % PLASMA
FACTOR | 340 ND 3185
COFACTOR V 330 ND 4453
COFACTOR Vil 330 4 4378
FACTOR XI 169 4 6o 4210
FACTOR XII 80 4 s6 = 94
FACTOR i 72 4 s 4132
FACTOR X 72 4 63 4242
ALFA-2 APL 70 ND = 97
AT-I 65 4 ss ¥ 11
FACTOR IX 56 4 30 =119
FACTOR VM 56 4148 4366




RESUMEN DE RESULTADOS

1. No se detecté actividad de ninguna de las proteinas estudiadas en
orina de ratas controles y de ratas experimentales el dia 2.

2. E1 TP y TPTa disminuydé en el plasma de ratas del dfa 10.

3. E1l PC II aumentd, y la AT III y el CF VIII disminuyeron en plasma
en el dia 2.

4. La actividad plasmé&tica de los FC I, II, VII,X y XI y da los CF V
¥y VIII aumentd, la de AT IIX disminuyé, y la de los FC IX y XITI y de
alfa,-APL no cambi6 en el dia 10.

$. La AT III, los FC II,VII, IX, X, XI y XII y el CF VIII aparecieron

en orina en proporciones variables en el dia 10.



vI DISCUSION

El SN inducido por el ANP ha sido usado como un buen modelo del
sindrome nefrédtico de cambios minimos observado en humanos (2,5,6).
Para la realizacién de este estudio se usé este modelo para explorar
la relacién entre las alteraciones metabblicas caracteristicas del
SN experimental y 1la actividad plasmidtica de 1las proteinas
involucradas en los procesos de coagulacién.

Como sSe ha informado en la literatura(29-37), el SN afecta
marcadamente el metabolismo de las proteinas plasmdticas (de
transporte, enzimas, etc) tanto en humanos comoc en ratas no
exceptuando las que forman parte de los sistemas que mantienen la
hemostasis (34,38-51,92), la que probablemente causan una elevada

ia a la tr is venosa y arterial en pacientes con SN (53).

Se sabe por lo reportado en 1la literatura, gue existen
alteraciones plasmiticas en algunas proteinas de la coagulacién en
ratas con SN (38,87,92), pero no se han realizade estudios
sistemdticos acerca de las demds proteinas de la coagulacién durante
el SN,

Los resultados obtenidos en el presente estudio, manifiestan una
clara tendencia al aumento de la actividad plasmitica de casi todos
los FC en el dia 10 que representa la etapa nefrética excepto las FC
IX y XII los cuales no mostraron variaciones significativas.

El grupo experimental dfa 2 (pre-nefrético) no presentd
variaciones significativas con respecto al grupo control seglGn lo
muestra el andlisis estadistico realizado para ello, excepto el FC
VIII y AT III. Las alteraciones observadas en este dia se pueden deber

al efecto directo y transitorio del ANP sobre el higado (93).
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El aumento en la actividad plasmitica de los Fc I, II, Vv, VII,
VIII, X ¥y XI en el dia 10 concuerda con los informados por algunos
autores para el SN en humanos (39-51), asi como con los cambios en los
FC I, II en el SN en las ratas (34). Por otra parte, la pérdida
urinaria de los FC no guardé una estricta relacién con respecto a su
PM. Los FC de mayor PM tales como el I y el V, de un PM aproximado
de 330 KDa no aparecieron en la orina de las ratas nefréticas, pero
las protefnas de menor PM aparecieron en orina con un porcentaje
variable de actividad que no guarda relacién alguna con el PM. Asi el
FC XI de PM 165 KDa apareci6é en la orina con una actividad de 69%
mientras que la alfa,-APL de PM 70 KDa no aparecié en orina y
proteinas de un mismo PM como los FC II y X (72 KDa) y los FC IX y VII
(56 Kpa) presentaron actividades diferentes (Ver tabla de resultados).
Esto sugiere que la excrecién urinaria de los FC no estd determinada
exclusivamente por su PM, sino que también podrian estar involucradas
caracteristicas tales como: la carga neta de las proteinas y el grado
en que son reabsorbidas en el tGbulo proximal. Ademds Se debe tener
presente gue solo se cuantificé la actividad y no la concentracién
urinaria, por lo que estos FC pudieran encontrarse presentes en la
orina aunque sin actividad, lo cual podria explicar su nula actividad
urinaria. Lo cierto es que estas proteinas no guardaron relacién entre
su excrecién urinaria y su PM.

Los cambios en los niveles plasmiticos de los FC, princlpalmente
el aumento en su actividad durante este estudio, pueden deberse a:
aumento en su sintesis, disminucién en su catabolismo y/o cambios en
su distribucién corporal. En los humanos con SN estd documentado el

aumento en los niveles plasmiticos y en la sintesis hepitica del
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fibrindégenoc sin cambios en su catabolismo (46) y un aumento en la
sintesis de los FC V y VIII (94) durante el SN. No hay datos acerca de
los cambios en la sintesis de los demds FC, aunque podemos sugerir
que al aumento que estos presentaron se debe a un aumento en su
sintesis debido a gque forman parte de un sistema enzimitico y la
activacién de cada una de estas enzimas implica un consumo de su
precursor inactivo y la elevada actividad de los FC en el SN implica
una gran cantidad de los precursores (zimégenos).

También el inhibidor de 1la coagulaci6n AT III presenté
alteraciones en su actividad plasmitica en el dia 10. La disminucién
en la actividad plasmitica de AT III debido al SN en los humancs se
atribuye a su pérdida urinaria (42,57,68-71). Aunque no ha sido
determinada la proporcién de su sintesis, degradacién y distribucién
tanto en los humanos como en las ratas, es muy probable que la pérdida
urinaria de AT III contribuya a la disminucién de su actividad
plasmatica. Los FC II (S9), VIII (61), IX (47,54,66,67), XI (61), XII
(47,56,61-63) también se pierden por la orina de los humanos con SN.
Adem& las actividades en orina de la proteina C y la Proteina S se
reportan elevadas en pacientes humanos con SN (48). La alfa,-APL no
manifesté ningGn cambio significativo en el dfa 10 de ratas con SN
inducido con ANP respecto al grupo control, mientras que en la
literatura los hallazgos mis frecuentemente informados en el SN de
los humanos, acerca de la alfa,~APL es que no cambia (43) o que
aumenta (40,43,73-75).

De los datos obtenidos en este estudio no se pueden sacar
conclusiones acerca de la actividad del sistema fibrinolitico en las
ratas co SN inducido con ANP, ya que solo se midié la alfa,-APL. En

otro trabajo se ha encontrado que el sistema fibrinolitico esta
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disminuido en ratas con SN inducido con ANP (87) y por adriamicina
(92). En hupanos se encontrd un aumente en la activadad total de
antiplasmina y una disminucién de plasminégeno (52). En humanos no
existe concenso ya que la actividad del sistema fibrinolitico se ha
encontrado alta (51) y baja (40).

A pesar de las alteraciones m&s comunes presentes en SN de humanos
referentes a la coagulacién en donde algunos FC tales como el XII y
IX tienden a disminuir, algunos autores reportan TP y TPTa normales
(54,76), mientras que otros autores reportan TP y TPTa prolongados
(47,70). Estos valores encontrados nos muestran las discrepancias
referentes las alteraciones de la coagulacién en el SN de humanos,
mientras que en el SN experimental con ANP se encontré un TP y un TPTa
disminuido, probablemente debido a que los cambios en las proteinas de
la coagulacién en las ratas fueron mis intensos y en la misma
direccién.

El comportamiento de los FC de ratas y humanos con SN parecen
mostrar una cierta similitud en la via extrinseca y en la via comGn y
en la disminucién plasmética y pérdida urinaria de AT III, mientras
que las diferencias fueron evidentes en la via intrinseca y en los
niveles plasmiticos y urinarios de alfay~APL.

La relacién que existe entre las alteraciones de las proteinas
involucradas en la coagulacién y el riesgo de trombosis durante el SN
es realmente poca (95) a pesar del aumento plasmitico de los FC I,
Vv, VIII | (46,94). Se ha propuesto que factores fisicos como 1la
hipovolemia y el aumento en la viscosidad de la sangre (53), asi como
en la cuenta y la agregabilidad plaquetaria, estdn involucrados en

este fenémeno. La viscosidad sanguinea total estd aumentada como
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ia del en el hematocrito y del aumento en la

viscosidad del plasma por los altos niveles de fibrindgeno (53,94).
Otros autores han sugerido que la hipocalbuminemia quizis sea el factor
més importante de riesgo a la trombosis (94). Perc en general el
riesgo de trombosis en el SN no es muy frecuente a pesar de las
alteraciones presentes. En el SN experimental no se han estudiado
estos parametros que quiz&s sea conveniente conocerlos y gue riesgo
presentan a trombosis.

Conociendo las similitudes existentes en los parametros estudiados
entre humanos y ratas con SN podrian continuarse los estudios a este
respecto principiando por explorar como se encuentran las demés
propiedades de la sangre (viscosidad, agregacién y actividad
plaquetaria, etc.) que pudieran influir en complicaciones trombé&ticas
en la rata; posteriormente conociendo que las vias extrinseca y comfn
de la rata y el humano con SN son muy similares respecto a su
comportamiento, investigar como es que esta regulada esta actividad y
si estd aumentada la sintesis hepitica de tales FC, investigar a nivel
de bilogia celular los niveles de RNAm especifico para cada una de
estas proteinas en esta enfemedad y tratar con ello de explicar lo
que sucede con el SN de los humanos. Sin embargo, se debe considerar
que el SN con ANP es muy parecido al de cambios minimos de los
humanos y que las condiciones de esta enfermedad est&n controladas
mientras que, en la de los humanos esta enfermedad esta acompafiada de
numerosas complicaciones adicionales al dafio renal ademas del origen

del dafic renal.
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VvII CONCLUSIONES

Las alteraciones metab6licas m&s profundas se encuentran en las
ratas inyectadas con ANP del grupo D10 que corresponden al estado
nefrédtico siendo la mayor parte de los valores encontrados
significativamente diferentes al grupo control y al grupo D2.

Se encontraron marcadas alteraciones en la mayoria de las

proteinas invol s en los pr de coagulacién manifestandose
por un estado francamente hipercoagulable en el grupo de ratas del dia
10 al igual gue la aparicién de actividad urinaria de casi todos los
factores de la c;aaqulacién.

Las pérdidas urinarias de estas protelnas fueron variables.

El hecho de que la actividad plasmitica de algunas proteinas no
cambie e incluso de eleve a pesar de sus pérdidas urinarias sugiere
que hay un aumento en su sintesis. -

La deficiencia de AT III puede ser secundaria a sus pérdidas
urinarias.

Los cambios observados en el dia 2 (etapa pre-nefrética) parecen
deberse a un efecto directo del ANP.

Las alteraciones de la coagulacién observadas en las ratas con SN

son parecidas pero no idénticas a las observadas en pacientes con SN.
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