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RESUMEN 

El pr6posi to del presente estudio fu6 determinar el tiempo de 

protrombina (TP); y el tiempo parcial de tromboplastina activada 

(TPTa) y la actividad de: a) los siguientes factores de coagulación 

(FC): I,II,V y del VII al XII; b} el inhibidor de la coagulación 

antitrombina III (AT III} y el componente del sistema fibrinol1tico 

alta2-antiplasmina (alfa2-APL} en plasma y en orina de ratas control 

(n=lO} y de ratas inyectadas con aminonucle6sido de puromicina (ANP} 

en una d6sis de 15 m.g/100 g de peso corporal en los d1as 2 (estado 

pre-nefr6tico, n=lO) y d!a 10 (estado nefr6tico, nalO). Las ratas se 

mantuvieron en jaulas metabólicas para recolectar la orina de 24 hrs. 

Las actividades de los FC, AT :III y alfa2-APL se midieron usando 

reactivos comercialmente disponibles. Las actividades en plasma y 

orina están expresadas como porcentaje del obtenido a partir de un 

pool de plasmas de ratas normales, con excepción del factor I que 

midió por el método de Clauss modificado, y está expresado en mg/dl. 

También se midieron las proteínas plasmAticas y urinarias y el 

colesterol plasmático. En el d1a 2, las ratas ten1an las prote!nas 

plasmAticas y urinarias normales y el colesterol del plasma normal y 

no se detectó excreción urinaria de ningan FC, de AT III, o de 

alfa2 -APL; sin embargo, en plasma el FC VIII y AT III disminuyeron a 

42t y 86t respectivamente. En el d!a 10 las ratas ten!an proteinuria, 

hipoproteinemia; hipercolesterolemia; niveles plasmSticos altos de los 

siguientes FC: I (183 mg/dl vs 97 mg/dl en los controles); II(l32t); 

V(452\}; VII(366t); VIII(37St); X(242t) y XI (210t); y actividad 

plasmAtica baja de AT III (llt) y actividad plasmática normal de los 

FC IX y XII y de alfa2-APL. 



El TP disminuy6 de 12.8 a 10 seg. y el TPTa disminuyó de 22.a 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 

d1a 10. Las alteraciones observadas en el estado pre-nefr6tico (dia 2) 

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

en el d1a 10 est6n probablemente relacionados con el estado nefr6tico. 

La deficiencia de AT III t'ué probablemente consecuencia su pérdida 

urinaria. 

En contraste con el sindrome nefr6tico humano donde el FC II está 

normal o bajo; los FC IX, XI, y XII están bajos y la alfa2-APL es alta 

o baja; en ratas con s1ndrome nefr6tico experimental: los FC II y XI 

están altos; y la alfa2-APL, y los FC IX, XII están normales. Estos 

datos demuestran que en las ratas con SN experimental tienen profundas 

alteraciones en el sistema de coagulaci6n, algunas de las cuales son 

diferentes a las descritas. en pacientes con sindrome nefr6tico. 
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I INTRODUCCION 

A) GENERALIDADES DEL SINOROME NEFROTICO 

El síndrome nefr6tico (SN) se caracteriza por proteinuria, 

albuminuria, hipoproteinemia, disminuci6n de la presi6n 

coloidosm6tica, ascitis, adema, lipiduria, retenci6n de sodio, 

hipercoleoterolemia (1,2}. En el laboratorio se han desarrollado 

modelos experimentales que sirven para estudiar las bases bioquímicas 

y fisiol6qicas de las alteraciones en esta enfermedad. Los modelos 

usados comünmente para estudiar el SN son: 1. - inyección de suero 

antirrift6n (nefritis por suero nefrot6xico o nefritis de Heymann) 

(l,4), 2.-inyecci6n de aminonucle6sido de puromioina (ANP) (5,6), y 

más recientemente por la inyección de l. adriamicina, (ADR 

doxorubicina) (7) y de 4 .- daunomicina (7a). El SN experimental 

inducido por ANP ha !'ecibido gran atención ya que se parece al SN con 

lesiones mínimas encontrado en humanos (2, s, 6,). Otra ventaja 

adicional que orrece el modelo experimental es que permite seguir la. 

evoluci6n de 1a enrermedad en condiciones controlada.a, lo cual se 

dificulta en los pacientes humanos. El mecanismo por medio del cual el 

ANP produce dafto renal no se ha dilucidado totalmente. Midiendo la 

depuración de dextranos cargados y neutros de peso molecular (PM) 

conocido y comparándolos a la depuración de inulina (marcador de 

filtración glomerular) es posible estudiar la permeabilidad del 

capilar glomerular. Tales estudios han demostrado que tanto el tamalio 

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 tamano. De esta manera la filtración 



de la albQmina cargada negativamente está restringida en mucho mayor 

proporci6n que las macromol6culas neutras del mismo tamaf\o. 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 

"cati6nicos 11 tales como oro coloidal y el rojo de rutenio. Estudios en 

ratas con SN por suero nefrot6xico o por ANP han demostrado que, 

independiente del tamafto molecular, la depuración fraccional del 

sulfato de dextr6.n cargado negativamente es mayor que en ratas 

normales (8,9). Esto sugiere que la albuminuria en estos des6rdenes se 

debe a una reducción de las cargas negativas fijas sobre la pared del 

capilar glomerular de las ratas enfermas. Ryan y Karnovsky (10) 

propusieron que la proteinuria masiva se debe a una lesi6n de las 

células epiteliales glomerulares que causa la pérdida de los podocitos 

y la aparici6n de defectos focales de la cubierta epitelial de la 

membrana basal glomerular. otros autores han identificado defectos 

selectivos, tanto de carga como de tamaf\o, en la barrera glomerular 

después de la administración de ANP (11, 12). Actualmente hay 

controversia en cuanto a si hay pérdida de sitios ani6nicos de la 

membrana basal glomerular (13,14). Sin embargo, se ha demostrado que 

hay una reducci6n en la carga de la superficie de las células del 

epitelio glomerular en las ratas tratadas con ANP (13). Otros estudios 

han demostrado glicosilaci6n defectuosa de la sialoprotelna 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 

n1l.mero de sitios ani6nicos estaba reducido significativamente (16). 

Este hallazgo apoya la idea de que las bases del daf\o 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 

oxtgeno (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 cola. (17) estudiaron 

el papel de los radicales libres de oxigeno en el daffo renal en el SN 

por ANP, pues se ha demostrado que estos radicales pueden inducir 

diferentes tipos de dafio celular, principalmente peroxidaci6n de 

l!pidos y dal'\o de membrana (24) • Durante el metabolismo del ANP se 

genera hipoxantina, que al ser metabolizada por la xantina oxidasa 

genera el ion superóxido. Estos autores encontraron que el alopurinol 

(un inhibidor de la xantina oxidasa) y que la enzima super6xido 

dismutasa (la cual metaboliza los iones superóxido a peróxido de 

hidrógeno) protegen al riftón del. dafto renal (Fiq. A). Beaman y cola 

( 18) conf' irmaron este estudio y encontraron tambien que la 

administración de la catalasa (la cual metaboliza el per6xido de 

hidrógeno a oxtgeno y agua) protege a las ratas del dai'i.o renal por 

ANP. 

Por otra parte, se ha encontrado un aumento en la producción 

glomerular de tromboxanos (19, 20) y del factor activüdor de plaquetas 

(21) en ratas con SN inducido por adriamicina (19) o por suero 

nefrot6xico (20). 

B) HEMOSTASIS 

La hemostasis es un proceso por el cual el sangrado es 

contrarrestado y comprende una serie compleja de eventos fisiolóqicos 

y bioqtmicos que culminan con la formación de un tap6n estable que 

sella el vaso sangutneo. 
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Estos procesos involucran la siguiente secuencia de eventos: 

- Interacci6n entre la pared del vaso y las plaquetas. 

- Coagulación de la sangre. 

- Fibrinol!sis. 

C) MECANISMOS DE HEMOSTASIS 

cuando el vaso sangu!neo sufre una lesi6n ocurre un reflejo local 

reduciendo la luz y el flujo sangu!neo en el sitio, la contracci6n 

vascular es mantenida por la liberación de compuestos vasoactivos de 

las plaquetas adyacentes y de los tejidos de alrededor. 

simult6neamente las plaquetas de la vecindad se adhieren a las fibras 

de colágena expuestas del subendotelio. 

Una de las funciones básicas para mantener el endotelio vascular 

intacto, es proveer de una superficie de tromborresistencia del 

endotelio a la circulación. El endotelio intacto no promueve la 

adherencia de las plaquetas ni de los leucocitos ni la activación de 

la coagulación. 

El endotelio, particularmente la microcirculaci6n pulmonar, 

remueve activamente sustancias de la circulación que promueven la 

agregaci6n plaquetaria. Estas in_cluyen la prostaglandina Fl, 

la serotonina, los nucleótidos de adenina, la bradicinina y la 

angiotensina I. 

El papel de las plaquetas en la hemostasis es de mucha importancia 

el mecanismo de coagulaci6n. Las plaquetas están involucradas con 

la pared del vaso y con la actividad y contacto de los factores de la 

coagulaci6n XII y XI (25). 

Las plaquetas promueven la hemostasis por algunas vlas. cuando el 



va110 sangutneo se lesiona, las plaquetas se acumulan en el sitio de la 

lesión una a otra y finalmente se involucran en la vta intrtnseca de 

la coa9ulaci6n. La exposición de las plaquetas a las fibras de 

col4gena de la pared del vaso activan ciertos constituyentes como: 

serotonina, hiata•inas y AOP y los liberan en el ambiente del fluido 

induciendo la adherencia y la a9regaci6n plaquetaria en el área. El 

proceso de agreqaci6n requiere calcio, fibrin6geno y energ1a. 

D) COAGULACION 

La coagulaci6n sam¡u1nea es una serie compleja de reacciones que 

involucran vario• factores de coaqulaci6n que son designados por el 

coait6 internacional de nomenclatura de los t'actores de coagulaci6n 

con no.meros romanos co•o se muestra a continuación: 

FI Fibrin6geno 
Fii Protroabina 
FV Proaceler ina 
FVII Proconvertina 
FVIII Globulina A antihemofllica 
FIX Globulina B antihe•oftlica 
FX Factor de Stewar-Prower 
FXI Antecedente de tromboplastina plasmática 
FXII Factor de Haqeman 

Ca Considerado antes como PIV 
No hay factor VI 
A la trom.boplastina tisular se le conecta como FI~I. 

En la tabla 1 se muestran los pesos moleculares (PH) 

correspondientes de FC, AT III y alra2-APL as! como el n11mero de 

mol6culas por unidad de volumen de estas protetnas. 



TABLA 1. PESOS MOLECULARES Y CONCENTRACION DE LAS PROTEINAS 
ESTUDIADAS. 

Protelna Masa molecular 
(kDa) 

NWnero de moleculas 
por unidad de vol. 

Fibrin69eno J40 100 ooo 
Protrombina 72 10 000 
Factor X 56 1 000 
Factor IX 56 1 ooo 
Factor VII so 100 
Factor XI 160 100 
Factor XII so 1 ooo 
Factor V 330 100 
Factor VIII 330 l. 
Antitrombina III 65 10 ooo 

-------~~=~~=~~=~~=~~~~~~----------~~---------------=~-~~~------------
tomados de la referencia 26. 

El proceso de coagulación llega a ser activado en la hemostasis 

después de la interacci6n inicial de las plaquetas con la pared del 

vaso sanguineo. 

El proceso de coagulación procede por una v1a intrlnseca o 

intravascular y por una v!a extr!nseca o tisular que convierten la 

protrombina en trombina. La trombina a su vez convierte el fibrin6geno 

en monómeros solubles de fibrina que junto con el factor XIII y ca os 

convertido y polimerizado completamente en un coágulo insoluble de 

fibrina. 

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

medición de las pruebas más comunes de coagulación (27). 

E) BIOQUIMICA DE LOS FACTORES DE LA COAGULACION 

El sistema de coagulación consiste de protelnas, lipoprotelnais y 

de iones calcio. 



La bioqu1mica moderna y biolog1a molecular han permitido la 

caracterizaci6n detallada de cada uno de los factores de la 

coa9ulaci6n 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 coagulación. 

PIBRINDGENO. El fibrin6geno humano es una glicoproteina con PM 

cercano a los 340 KDa y está compuesto por tres pares de cadenas 

polipept1dicas 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 fibrinopéptido A cuando es atacada por la trombina, la 

cadena B beta es la que produce fibrinopéptido B y la gamma es la 

cadena que no es atacada por la trombina. Los PM de las cadenas A 

alfa, B beta y gamma son de 63.S, 56 y 47 KOa respectivamente. Las 

correspondientes cadenas A alfa, e beta y gamma consisten de 610, 416 

y 411 residuos de aminoá.cidos respectivamente. 

PROTROHBINA (Factor II). La protrombina (PM 72 KDa} y los 

factores VII, IX y X son las cuatro proteinas de la coagulación que 

requieren vitamina K para su completa biosintesis. La vitamina K 

requiere para la modificación postraduccional principal, la 

carboxilaci6n de ciertos residuos de ácido glutámico (Glu), para dar 

lugar al 6.cido gamma carboxiglutá.mico. En ausencia de la vitamina K, 

la reacción de carboxilaci6n no ocurre, resultando proteinas sin 

actividad coagulante. La carboxilaci6n requiere co2 y vitamina K. 

TROMBINA. La trombina se forma a partir de la protrombina por la 

hidrólisis de la uni6n del péptido por el factor Xa y trombina. La 

tromblna ha sido designada como alfa-trombina y consiste de dos 

cadenas de polipéptidos conectados por puentes disulfuro. su PH 



molecular es de 39 l<Da con dos cadenas: la A de 6 KDa y la B de 33 

l<Oa. El sitio activo y los carbohidratos están localizados en la 

cadena B. La trombina es una de las enzimas de la familia proteolltica 

conocida como proteasa de serina, por tener serina en su sitio 

activo. La trombina es inhibida competitivamente por el fibrinopéptido 

A liberado por el fibrin6geno por la acci6n de la trombina, y por 

péptidos de estructura similar. 

FACTOR V. El factor V en el plasma es inestable y su 

caracterizaci6n es extremadamente dificil. Es una glicoprotelna con un 

PM de 249 KOa El factor V tiene una extensa secuencia hom6loqa al 

factor VIII y a ceruloplasmina. El factor V circula como una sola 

cadena de prote1na que se ha estimado tiene un 0.27\ de actividad del 

derivado proteolttico, 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 están unidos por puentes de calcio. La activación 

inicial del factor V puede ocurrir por la generación del factor Xa, 

por la activaci6n directa del factor X por el factor tisular y el 

factor VII/VIIa. Sin embargo, como la progresión de la coagulaci6n es 

comO.nmente por la trombina, que es considerablemente m&s activa que el 

factor Xa en esta reacci6n, llegando a ser el activador primario del. 

factor V. 

FACTOR VII. Se ha purificado de plasmas de humanos y de bovino. 

La protetna que circula en el plasma consiste de una cadena de 406 

aminoácidos, el factor VII es atacado por el factor Xa en presencia de 

fosfol!pidos 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 activado por el factor XIIa y 

XIa y as1 como por la calicre1na, tal vez indirectamente. 

FACTOR VIII. El factor VIII humano es una prote!na compleja que 

posee actividad procoaqulante deficiente en la hemofilia clásica 

(Hemofilia A) • El factor VIII esta constituido por una sola cadena de 

2332 amino4cidos. El factor VIII circula con una mlnima actividad 

coagulante. Pequenas cantidades de trombina o factor Xa incrementan la 

actividad coaqulante del factor VIII. Con óptimas concentraciones de 

estas enzimas la actividad del factor VIII puede aumentar hasta 63 

veces. 

FACTOR IX. Es una glicoprotelna constituida por una sola cadena 

de PM de 57 KOa con 17!t de carbohidratos y 10 residuos de Acido gamma-

carboxiglutámico. El factor IX es activado por el factor XIa o por el 

complejo factor tisular-factor VIIa en una sola molécula con dos 

cadenas que estAn unidas por la cadena pesada la cual tiene un PM de 

28 KDa y contiene el sitio enzimática.mente activo. 

FACTOR x. Es una glicoprotelna de doble cadena con un PM 

aproximado de 59 tc:Da. En una electroforesis en gel-SOS se obtuvo un PM 

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

las cuales están conectadas por puentes dlsulfuro. La cadena ligera 

contiene 14 residuos de ácido gamma carboxiglutlimico. La activaci6n 

fisiol6gica del factor X se lleva a cabo por la hidr6lisis del enlace 

Arg51-Ile52 en la cadena pesada, en una reacción catalizada por el 

factor XIa y el complejo factor tisular-factor VIIa. El sitio activo 

se encuentra en la cadena pesada. El factor X tiene una secuencia 

considerable hom6loga con otras proteasas de serina de otros mam!feros 

como con tripsina, trombina y factor IXa. 

FAcrOR XI.- El PM del factor XI es de 180 KDa determini!.do por 

10 



filtración 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 l<Da. Se ha 

confirmado que cada cadena consiste de 607 aminoácidos. El sitio de 

hendidura requerido para la activación se ha localizado en el enlace 

formado por Arg359-Ile370 • 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 t1pico de las 

proteasas de serina. El factor XI humano puede circular en el plasma 

como un complejo con el cininógeno de alto PM. La tripsina y el factor 

XIIa pueden activar al factor XI. 

FACTOR XII. - El PM del factor XII de humanos es 80 KOa 

determinado por electroforesis en gel y de 100 a 120 KDa determinado 

por filtraci6n en gel. El factor XII consiste de una sola cadena de 

596 aminoácidos. Es convertido a su forma activa o a XIIa por una 

hendidura en una cadena en la unión Arg35 3 -val 354. La molécula 

resultante contiene una cadena pesada de 353 aminoácidos que contienen 

los sitios activos para unir las superficies negativas, mientras que 

la cadena ligera con 243 aminoácidos contiene el centro activo tipico 

de las proteasas de serina. El factor XII de humanos es activado 

durante la exposición al vidrio, tierra de diatomeas, y por sustancias 

tales como ácido eleágico, homocisteina, colágeno, ácidos grasos. El 

factor XII tambien puede ser activado en solución por enzimas tales 

como: tripsina, calicreina, plasmina y factor XIa, La tripsina, 

plasmina y calicre1na atacan al factor XII en dos sitios, produciendo 

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

las prote!nas involucradas en la coagulaci~n sangulnea. 

F) INHI&IOORES DE LA COAGULACION 

El sistema activable de la coagulación conlleva a riesgos 

potenciales para el organismo (por ejemplo trombosis). La hiper o 

hipotunción 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 activaci6n debe quedar a la amplitud y sitio 

de las necesidades. Esta tarea la realizan los inhibidores que 

bloquean la actividad enzimática. El inhibidor más importante es la 

antitrombina III. se han descrito una serie de antitrombinas 

(antitrombina III, la alfa2-macroglobulina y la alfa1-antitripsina). 

En el plasma completo los dos mecanismos principales para la supresión 

de trombina parecen ser la adsorción inmediata y la inactivaci6n de la 

mayor parte de la trombina por la fibrina, seguida de una inactivación 

progresiva de la trombina restante por acción de una antitrombina 

presente en la fracción globullnica alfa del plasma. si se compara con 

otros dos inhibidores de la trombina que se producen de manera 

natural, a saber, la alfa2-macroglobulina y la alta1-antitripsina, la 

antitrombina III parece constituir el principal inactivador de la 

trombina. 

12 
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G) FIBRINOLISIS 

Una vez que la f i br !na ha cumplido su función debe ser 

catabolizada en un proceso conocido como fibrinol!sis en el cual se 

produce la conversión de la proteina plasminógeno en la enzima 

plasmina, la que a su vez degrada a la fibrina en productos cada vez 

más pequei'i.os y por lo tanto solubles (27). El plasminógeno humano es 

una globulina contenida en la fracción plasmática III. Se trata de una 

glicoproteina de PM 89 KDa. El plasmin6geno es convertido a plasmina 

en presencia de algunos 11activadores 11 • Se han descubierto activadores 

en el plasma y en diversos tejidos, en particular útero, tiroides, 

pulmón, próstata, as! como en la orina. 

El plasma contiene substancias que no se han caracterizado bien y 

que parecen inhibir la acci6n de la plasmina. Se ha demostrado la 

presencia de dos inhibidores de plasmina en el plasma. Una sustancia 

fué purificada recientemente y se comprob6 que era una globulina alfa1 

de PM 55 l<Da. Este inhibidor tenla actividad de antiplasmina doble, 

lenta e inmediata. La otra reacciona inmediatamente, es más estable en 

valores extremos de pH, y resiste las temperaturas elevadas. Resulta 

ser una macroglobulina alfa2 con capacidad de fijar enzimas de 

hidrolasa para serina como la tripsina, la trombina y la plasmina, en 

grado variable. La participación de las proteinas plasmáticas en el 

mecanismo f ibrinolitico sugiere que actúan como reguladoras e 

inhibidoras de una fibrinol!sis excesiva. Las plaquetas tambien 

contienen antiplasmina. 
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II ANTECEDENTES 

A) ANORMALIDADES EN LA COAGULACION EN EL SINOROME NEFROTICO 

La nefrosis humana y experimental se caracteriza por cambios 

profundos tanto en los niveles plasmáticos como en el metabolismo de 

muchas protetnas circulantes. A pesar de la marcada hipoproteinemia 

caracteristica de la nefrosis experimental, los niveles individuales 

de algunas proteinas plasmáticas pueden ser altos (29-33), bajos 

(29,33-37) o normales (33-35) y entro estas se encuentran las 

involucradas en los procesos de coagulación y fibrinollsis las cuales 

muestran alteración en su slntesis y pérdida urinaria. 

En la tabla 2 se muestran las alteraciones en los niveles 

plasmáticos de las protelnas involucradas en el proceso de coagulación 

en la nefrosis humana. 

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

Factor VIII 
Fibrin6geno (I) 
Factor II 
Factor V 
Factor VII 
Factor XI 
Factor XII 
Factor X 
Factor IX 
Antitrombina III 
Alfa2-antiplasmina 

Referencias que citan las concentraciones. 
Elevada Normal Disminuido 

38-42 53, 54 
JB-40 1 42-46 
47,48 38,39 
38-41 
::rn,41,49,50 

54,55,56 
54 

41, 50 47 
41,39 42,55 

48,53,57,58 
51,52 43 
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59 
50 
60 
61 

47, 55, 56, 61-64 

47, 54, 65, 65-67 
68-72 

40,45,73-75 



En la figura e se muestran a los zim6genos y cofactores de la 

cascada de la coagulación. La forma activada de cada enzima está 

indicada por el sufijo 11 a 11 y los zim6genos y cofactores por sus 

nameros romanos convencionales. Las flechas indican por su direcci6n y 

magnitud las alteraciones más comanmente observadas en el SN en los 

humanos. As!, los tres factores de la vla intr!nseca: XII, XI y IX, 

están comanmente diminu!dos, mientras que el factor X y sus cofactores 

VIII y V están usualmente elevados. La protrombina no se encuentra 

comtlnmente alterada, pero el fibrin6geno circulante se encuentra muy 

aumentado. 

En la figura D se muestran las alteraciones de las prote!nas que 

forman parte del sistema fibrinol!tico en donde puede apreciar la 

disminuci6n en la concentración ·plasmática del inhibidor de la 

coagulación más importante que es la antitrombina III (AT III), y a su 

vez una disminuci6n en la concentraci6n plasmática del componente m.is 

importante del sistema fibrinol!tico, la alfa2 -antiplasmina (alfa2-

APL). También se aprecian disminuci6n de plasmin6geno en plasma as! 

como un aumento en la concentración del activador del plasmin6geno 

(52}. Estos cambios son los más comQnmente observados en pacientes con 

SN. 

Kauffman y cols (68) y otros autores (52 1 57,70,72,76,77) han 

encontrado bajas concentraciones plasmáticas de antitrombina III 

aparentemente resultado de la pérdida urinaria de esta prote!na de 

bajo PH. 

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

presentan alteraciones en las prote!nas séricas y urinarias las cuales 
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se muestran en la tabla 3. 

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

Proteina Orinaª Referencia 

Albllmina + 29,30,32,34 
Tran11ferrina + 36, 78 
Glicoproteina l.cida 

~!:ioplasmina + 36 
+ 79 

Angiotensin6geno + 30,31,82,83 
Antitrollbina IJ:I + 34 
Prote1na qué une 
vitamina o + 80,81 
IgC ? 33 
IgM + ? 33 
Alfa1 -Macroglobulina + ? 84 
Ranina + + 30,31,82,83,85 
ECA + + 30,85,86 
Protrom.bina + + 34 
Pibrin6qeno + a 34,87 
IgA ? 33 

----;:;;¡;;1;:;;-1;-~;;~;;;;;~16;;-~;-;~;;;;-1;-~~;~;;~;;~16;-----
a: no hay caabio en la concentraci6n; o: no hay excreci6n 
urinaria; ?: desconocido. 
ECA: enzi•a convertidora de angiotensina I. 

Sin embargo, no se han realizado estudios sistemAticos 

concernientes al metabolismo de las proteínas de la coagulaci6n en el 

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

.(34,87) en el síndrome nefr6tico experimental que no abarcan la 

totalidad de las prote1nas que conforman el sistema de la coaqulaci6n. 

Lo que se informa acerca de la hematología de la rata son los 

siguientes parámetros: 

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

El tiempo parci81 de tromboplastina activada es de 21.1 ± 3. 7 se~. 
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(89). La concentraci6n de fibrin6geno encontrada en esta especie es de 

158-214 mg/dl determinada por el método de Ratnof y Mezie (90). 

El tiempo de coagulaci6n de la via extrinseca se encuentra igual o 

aumentado comparada con el de humano, mientras que la v!a intr!nseca 

se encuentra aumentada. 

Las actividades de los factores de la coagulaci6n de la rata con 

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

TABLA 4. COHPARACION DE LAS ACTIVIDADES DE LOS FACTORES DE LA 

FACTOR 

I 
II 
V 
VII 
VIII 
IX 
X 
XI 
XII 

COAGULACION ENTRE LA RATA Y EL HUMANO. 

ACTIVIDAD CON RESPECTO AL HOMBRE NORMAL 

20 

Igual 
Igual o aumentada 
Aumentada 
Igual 
Aumentada 
Igual o disminuido 
Disminuido 
Igual o disminuido 
Aumentado 



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 ANTlTROMBlNA 111 (AT-111) 

- LA ALFA2 ANTIPLASHINA (ALFA2 -APL) • 

EN PLASMA Y ORINA DE RATAS INYECTADAS CON ANP EN LAS ETAPAS PRE­

NEFROTlCA (DlA 2) Y NEFROTlCA (DlA 10) 
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IV MATERIAL Y METODOS 

A) REACTIVOS. La albOmina sérica bovina fracción V 96-99\"; el 

aminonucleósido de puromicina ANP; el reactivo do Fol1n Ciocalteu; el 

reactivo para albOmina BCG (verde de bromocresol) se compraron de 

Sigma Diagnostics. El carbonato de sodio; el hidróxido de sodio; el 

éter etí.lico; el cloruro de sodio; el sulfato de cobre; el citrato de 

sodio dihidratado; y el cloruro de calcio se compraron de J. T. Baker. 

Los reactivos para la determinación de creatinina; y los reactivos 

para la determinación de BUN (Nitrógeno uréico sangu!neo) se compraron 

de Beckman. El reactivo Monotest Colesterol CHOD-PAP se compró de 

Farmac6uticos Lakeside. 

Los siguientes reactivos requeridos para los estudios de 

coagulación se compraron de Qui.mica Hoechst: plasmas deficientes en 

los factores de la coagulación II (código OSGR), V (código ORSM), 

VII (código OTXV), VIII (c6digo OTXW), IX (código OTXX), X (código 

OTXY), XI (código OSDF), XII (código OSDG) ¡ reactivo para la 

determinación cuantitativa de fibrin6geno Hultifibren (código OTXG); 

tromboplastina cálcica humana para la determinaciOn del tiempo de 

Protrombina y el dosaje de los factores de la coagulación II, V, VII y 

X (Tromborel S, código OUHP) ; plasma N de control humano (ORKE) ; 

reactivos para la determinación de antitrombina III (Berichrom­

Antitrombina III código OUBP); reactivo para la determinaci6n de 

alfa2 -antiplasmina (Berichrom alfa 2-antiplasmina código OUBU); 

reactivo para la determinación del tiempo parcial de trornboplastina 

activada (Neothrorntin código OSFF}; amortiguador de acetato 

dietilbarbiturato pH 7.6 (código ORfü~); amortiguador de barbital para 

multifibren (código OTXM); suspensión de caolin (código 2570). 
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B) EQUIPO. El Fibrintirner (c6digo OVFY), Chromotimer (c6digo 

OVHI) (Behringwerke, Harburg, Alemania); 'Agitador magnético PC-353; 

Balanza anal.1tica Mettler Instrument Corp Hights town N.J tipo H15.; 

Espectrofot6metro carl Zeiss PM QII; Centrifuga refrigerada ICE PR-

7000¡ BUN analyzer 2 de aeckman; Creatinine analyzer 2 de Beckman¡ 

Vortex de Scientific Industries; Baf\o de agua a 37ªC de Precision GSA 

Corporation; Congelador Reveo -70°C, Micropipetas Gil.son (Rainin 

Inatruments Co) p 5000 (5 ml), P 1000 (1 ml), P 200 (0.2 ml), P 20 

(O. 02 ml). Jeringas desechables de 3 ml con agujas mlmero 21. 

Celdillas de cuarzo 100 QS de l cm de paso de luz (588503). Jaulas 

metab6licas de fabricaci6n nacional para recolectar la orina de las 

ratas (las jaulas constan de una malla metálica que permite el paso de 

la orina y retiene las heces y de un cono colector para que fluya la 

orina a un recipiente. El comedero y el bebedero están fuera del 

cuerpo de la jaula para que el agua y la comida no contaminen la 

orina). 

C) MATERIAL BIOLOGICO. En este trabajo se utilizaron ratas macho 

de la cepa Wistar con un peso promedio de 350-4 50 g para el grupo 

control y para la inducci6n del SN, asi como para la obtención de 

plasma para las curvas de calibraci6n. 

D) DIS~O EXPERIMENTAL. El SN se indujo en 20 ratas macho de la 

cepa Wistar (350-450 g peso) por una inyección tlnica subcutánea de ANP 

al 2' en una dosis de 15 mg/100 g. Las ratas control (n=-10) oe 

inyectaron solo con el vehiculo. Las ratas se mantuvieron en jaulas 

metab6licas para recolectar la orina de 24 hrs con citrato de sodio en 

los d1as 2 y 10 para cada grupo respectivamente. La sangre se obtuvo 

por punción cardiaca bajo anestesia de éter 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 ipyectadas con ANP de los d!as 2 y 10. La sangre se centrifugo a 

1500 rpm durante 10 min para separar el el plasma. 

E) DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES. Se empleó el me todo de 

Lowry y cola. (91). Se usó como patrón albt1mina slirica bovina (5 a so 

u.g/0.2 ml). La primera etapa de esta reacción involucra la formación 

de un complejo proteina-cobre en solución alcalina, en la se~unda 

etapa de la reacción, el complejo formado reduce a un reactivo 

fosfomol!bdico-fosfotúngstico (reactivo de Fenol fol!n y ciocalteu) 

para producir un intenso color azul. Las soluciones empleadas 

fueron: SOLUCION A: carbonato de sodio 2t; hidróxido de sodio 0.4\ y 

tartrato de sodio 0.02\; SOLUCION B: sulfato de cobre al o.s\; 

SOLUCION C: so ml de la SOL. A m6.s 1 ml de la SOL. B. La SOLUCION e 

se prepara y se usa al momento de la determinación; SOLUCION O: 

reactivo de fol1n 1 N, solución diluida a partir de una concentración 

2 N. soLUCION E: solución patrón de albúmina sérica de bovino so 

mg/100 ml, la cual se utilizó para la realización de la curva patrón. 

El procedimiento fué el siguiente: se tomaron o. 2 ml de una dilución 

1:400 del plasma. Esta dilución puede modificarse de acuerdo a la 

concentración de proteínas en la muestra. Se adicionó 1 ml de la SOL. 

e, después de 10 min de incubación a temperatura ambiente se 

adicionaron 0.1 ml de la SOL. o se agit6 y se dej6 reposar durante JO 

min al cabo de los cuales se ley6 la densidad 6ptica a 660 nm contra 

el blanco reactivo (el cual está constituido de las soluciones 

anteriores excepto el plasma). Los resultados se expresan en q/100 ml. 

PROTEINAS URINARIAS.- Antes de cuantificar las prote1nas urinarias, 

estas se precipitaron y se lavaron con ácido tricloroacético al lOt de 
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la siguiente manera: se mezclaron 200 ul de orina y 1 ml de ácido 

tricloroacético, se centrifugaron a 2so'o rpm durante 20 min, el 

sobrenadante se decantó y esta operaci6n se re pi ti6 3 veces hasta que 

el resuspendido quedara transparente. Finalmente, el precipitado 

resuspendi6 en 600 ul de NaOH o. 5 M y de esta manera la orina qued6 en 

una dilucion 1:5; en caso de las ratas nefróticas del dia 10 se hizo 

una dilución adicional i: 20 con agua destilada y desionizada y so 

colocaron 0.2 ml de esta dilución en el ensayo anteriormente descrito. 

F) DETERHINACION DE COLESTEROL. El colesterol en plasma se 

determinó por una prueba enzima.tica 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 que puede medirsele la densidad óptica a 500 nm. La concentración 

de colesterol en la prueba se calcula multiplicando la o.o x 575. 

El fundamento de la prueba se muesta en la figura E. 

G) CREATININA. La creatinina se midió por el método del picrato 

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 reacción. Se midi6 la velocidad del aumento de absorbencia 

debido a la formación del complejo alcalino de picrato de creatinina. 

La velocidad de formación del complejo es directamente proporcional a 

la concentraci6n de creatinina en la muestra. El analizador utiliza un 

sistema de detección 6ptica empleando una fuente luminosa, un filtro 

de 520 nm, un fotodetector y un circuito electr6nico que mide el 

cambio en la absorci6n de la solución de picrato alcalino después de 

la adici6n 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 ácido 

p1crico 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 

expresan en mg/dl. Para calcular la depuración de creatinina 

util!z6 la siguiente f6rmula en donde las unidades se expresan como 

ml/min. 

Creatinina urinaria mg/dl x Flujo urinario ml/min. 
º"" -------------------------------------------------------

Creatinina en suero mg/dl. 

H) UREA. La urea se cuantific6 en un analizador BUH Beckman. Este 

analizador utiliza un método enzimático que mide la velocidad de la 

conductividad en la reacción. Se inyecta un volumen de 0.010 ml y 

mezcla con el reactivo en la celdilla de reacción. El electrodo de 

conductividad mide la velocidad de aumento de conductividad en la 

reacci6n. La velocidad medida proporcional a la cantidad de 

nitr69eno ureico presente en la muestra (fig. G). Los resultados 

expresan en m9/dl. 
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I) DETERMINACION DE LOS FACTORES DE LA COAGULACION 

I. l. TIEMPO DE TROHBOPLASTINA (TP). El proceso de coagulación se 

desencadena mediante la incubación del plasma con cantidades óptimas 

de tromboplastina y calcio, y se mide el tiempo transcurrido hasta la 

formación de un coágulo de fibrina. El TP es una prueba rápida para 

detectar transtornos ex6genos de la coagulación para los factores II, 

V, VII Y X y caracterizar estados deficitarios congónitos o adquiridos 

de la v!a exógena de la coagulación y también para el control de la 

actividad hepática de slntesis en las enfermedades del h!gado. 

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 solución salina isotónica de cloru.:-o de sot?:'..o: 

Porciento del normal 100.\ 50% 25% 12. 5% 10\ 

Dilucion del plasma sin 1+1 1+3 1+7 1+9 
diluir 

las diluciones se efectuaron inmediatamente antes de la determinación. 

Los tiempos de coagulación hallados se graficaron contra los 

valores porcentuales normales sobre papel doble logar!tmico. 

I. 2. TIEMPO PARCIAL DE TROMBOPLASTINA ACTIVADA . (TPTa). La 

incubación del plasma con la cantidad óptima de fosfol!pidos y un 

acti vador, conduce a la activación de factores del sistema endógeno de 

coagulación. El agregado de los iones de calcio desencadena el proceso 

de la coagulación; se mide entonces el tiempo transcurrido hasta la 

formación del coágulo de fibrina. La determinación de TPTa posibilita 

la investigación rápida de los transtornos de los factores de la v!a 

intrinseca, as! como sus cofactores. 
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Realizacion: Pipetear en una cubeta precalentada a J7ªC 

Plasma citrado 

Neothromtin 

Incubar 2 min. a 37 ºC 

Sol.de cloruro de calcio 

100 ul 

100 ul 

100 ul 

Medir el tiempo de coagulación. 

I.3. FIBRI.NDGEND. Modifica~i6n de método según Clauss. 

Principio: El plasma citrado es coagulado por la adici6n de una 

cantidad relativamente grande de trombina. El tiempo de coagulación 

depende aqu1 principalmente de la concentración del fibrin6geno en la 

muestra de' sangre; la presencia eventual de inhibidores de la 

coagulaci6n no influye sobre los resultados de la determinación. 

Se realizó una curva de referencia de fibrin6geno a partir de una 

solución estándar de fibrin6geno cuya dilución 1: 10 con una solución 

amortiguadora de barbital (código 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 concentración 

se grafican en papel doble logarítmico. 

I.4. FACTORES DE LA COAGULACION. El estudio se realizó para los 

grupos control, 02 y 010. Primeramente se realizaron las curvas de 

referencia para obtener la actividad de cada uno de los factores de 

la coagulación presentes en los plasmas de un grupo de ratas control 

(n=lO) (FC II,V,VII,VIII,IX,X,XI,XII) a partir de un pool de plasmas 

citrados de las ratas control. 
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Para la deteminaci6n de cada una de las curvas de referencia se 

utilizaron como reactivo plasmas humanos deficientes en los factores 

de coagulación (plasma deficiente en factor II, 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 preparación de las diluciones de los plasmas requeridas 

en este método. 

Para la determinación de la actividad de los factores II, V, VII y 

X (via extrinseca) las diluciones empleadas para los plasmas fueron 

las s.kguientes: 1:20 (lOOt de actividad), 1:40 (SOt), 1:80 (2St), 

1:200 (10\:), 1:400 (St), 1:1000 (2\), 112000 (1%). 

se incubaron en una celdilla de reacción del Fibrintimer, que 

contiene un agitador magnético, 0.1 ml del plasma deficiente en el 

factor correspondiente junto con o .1 ml de la dilución 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 

o. 2 ml de tromboplastina cálcica de origen humano (Thromborel S 

Behring). Al adicionar este líltimo reactivo se acciona automáticamente 

el cronómetro del aparato determinando el tiempo transcurrido desde la 

adición del Thromborel hasta la formación del coágulo de fibrina. 

Estas determinaciones se realizan para cada una de las diluciones 

de cada uno de los factores de esta v1a de la coagulación. 

Los tiempos de coagulación encontrados (ordenadas) se grafican en 

papel doble logar1tmico contra los factores de actividad dados en 

porcentajes (abscisas) y as! obtener las curvas de referencia para 

cada uno de los factores. 

Para la determinación de la actividad de los factores de la 
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coagulaci6n de la via intrinseca (VIII, IX, XI, XII) se realizaron las 

siguientes diluciones del pool de piasmas controles Con el 

amortiguador de dietilbarbiturato-acetato pH=7. 6, l: 5 (100\ de 

actividad), 1:10 (50\), 1:50 (10\), 1:100 (5%), 1:250 (2%), 1:500 (1\) 

y el procedimiento que se sigui6 para la determinaci6n fue el 

siguiente: se pipete6 en una celdilla de reacci6n del Fibrintimer 

precalentada a J7°c, 0.1 ml del plasma deficiente en el factor a 

determinar, 0.1 ml de la dilución correspondiente del pool de plasmas 

controles y 0.1 ml de Neothromtin Behring (fosfolipidos y un 

activador) y se· incubó por una periodo de 2 minutos a la misma 

temperatura. Transcurrido este tiempo se pipetó ·o .1 ml de una solución 

de cloruro de calcio o.025 mol/l a J7°C, al adicionar este ültimo 

reactivo se puso en marcha automáticamente el cron6metro del 

Fibrintimer para determinar el tiempo de formación del coágulo. 

Al igual que los factores anteriores, los tiempos de coagulación 

hallados (ordenadas), se grafican en papel doble logar!tmico contra 

los factores de actividad dados en porcentajes (abscisas) para as! 

obtener las curvas de referencia para los valores ensayados. Los 

tiempos normales de coagulación para cada factor serán los que 

correspondan al 100\ de activadad para cada factor. En cuanto a la 

determinación de la actividad plasmática de los factores de 

coagulación para los grupos 02 y 010, se utilizará la misma 

metodologia que en la realización de las curvas de referencia, 

comenzando siempre por la dilución de los plasmas (esta vez de manera 

individual para cada grupo) que corresponda al 100\ de la actividad 

para cada factor, con la opci6n de realizar diluciones adicionales ya 

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

EN ORINA. Para la determinación de la actividad de los factores de la 

coagulación en la orina de los grupos control, 02 y 010 se realizaron 

diluciones 1:5 con una solución amortiguadora de dietilbarbiturato­

acetato pH217 .6, teniendo también la 6pcion de realizar diluciones 

adicionales segtín el comportamiento de las muestras frente a la curva 

de referencia de cada factor. 

J) DETERMINACION DE AT III Y ALFA2 -APL. - La AT III y la alfa2 -APL 

se midieron por métodos cromogénicos en el Chromotimer. El valor del 

100\: se obtuvo con un pool de plasmas de 10 ratas normales. El 

porciento de actividad se calcul6 directamente en el Chromotimer. 

La AT III 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 degradación de un sustrato cromogénico a 405 nm segOn 

el siguiente esquema de la reacción: 

ATIIImuestra + alfa-trombinaexceso heparina (ATIII-trombina) + 
alfa-trombina (residual) 

HD-CHA-But-Arg-pNA alfa-trombina(residual) HO-CHA-But-Arg-OH + 
p-nitroanilina 

(HD-CHA-But-Arg-pNA) = D-ciclohexilalanil-2-aminobutiril-arginil­
p-nitroanilina 
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La al.ta2 -antip1asmina de la muestra inactiva la plasmina presente 

en el reactivo. La tasa residual de pla~mina se determina por una 

prueba cinética con aumento de la extinción a 405 nm según el 

siguiente esquema de reacción: 

(residual 

HD-Nva-CHA-Lys-pNAplasJnina residual HD-Nva-CHA-Lys-OH + p-nitroanil­
ina 

(HD-Nva-CKA-Lys-pNA) .., D-Norvaly 1-cicloexy lalany 1-lysyl -p-ni troani lina. 

K) ANALXSIS ESTADISTICO. Los datos están expresados como media ± 

OS de e-10 animales. Todos los datos se analizaron con el paquete 

estadistico True EPISTAT 4.0 (Epistat Services, Richardson, Texas, 

USA) • El an4lisis de los datos con la distribución normal se hizo por 

an4lisis de varianza de una sola via seguida por el método de 

Bonferroni de comparaciones m1lltiples; y por análisis de varianza de 

Kruskall Wallis seguido de comparaciones mO.ltiples por el método de 

Dunn en datos con distribución no normal. Los valores de p menores o 

iguales a o. 05 se consideraron significativos. 
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V RESULTADOS 

En la tabla 5 se muestran los tiempos de coagulación obtenidos en 

diluciones crecientes de un pool de plasmas y que se usaron para 

trazar las curvas de referencia para la determinación de la actividad 

de los factores de la coagulación. 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 

diluy6 en forma seriada con una soluci6n 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\ -----------------------------------------------------------------
II 29.2 38. 6 54.3 74.8 221 .e 
V 22.1 27 :2 33.3 44 .5 56.8 70.5 so.o 
VII 22.1 25.4 30.5 38.9 48.6 53. 7 58 .6 
X 53.8 81.8 110.4 153. 7 204.8 231.6 261.1 
VIII 41.4 46.0 65.4 ea.o 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.B 133.7 
XII 46.9 60. 3 121. 8 153. 2 180. 5 188.4 

Los resultados están expresados en segundos. La actividad 
obtenida por la dilución 1:20 de los FC II, V, VII y X fue 
considerada como 100% de actividad. La actividad obtenida por la 
dilución 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 desarr~llaron en el d1a 10 las 

caracter!sticas del SN: proteinuria, hipoproteinemia, hipercolestero­

nemia y poliuria (tabla 6). sin embargo, el grupo del d!a 2 no mostró 

alteraciones en los parámetros antes mencionados (tabla 6), por lo 

tanto, este d1a fué considerado como el estado pre-nefr6tico. El peso 

corporal no cambi6 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 

OIA 2 DIA 10 

Paso corporal, g 407±18 398±35 377±40 

Prota!nas plasmáticas g/dl 6.12±0.37 6.66±0.43 4.23±0.298 

Albtlmina plasmática, g/dl 2.17±0.23 1.94±0.28 0.62±0.09b 

Colesterol en plasma, rng/dl 49±13 43±11 265±28c 

Prote!nas urinarias, mg/24 h 26±3 30±16 602±103c 

Volumen urinario, ml/24 h 17.4±6 16. 5±7 26.2±5b 

Creatinina en plasma mg/dl 0.3±0.04 0.37±0.04 1. 48±0. 36d 

Urea en plastta mtj/dl 14.1±2.7 25. 22±5. 09 68. 75±10. 97e 

Depuración de creatinina 2.16±0.66 1. 64±0. 28 0.26±0.osf 
ml/min. 
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En la tabla 7 se presentan los resultados de TP, TPTa, factores 

de la coagulaci6n, AT III y alfa2-APL en plasma y orina de ratas 

controles y de ratas inyectadas con ANP de los d!as 2 y 10. El TP y 

el TPTa y las actividades de los FC, AT III y alfa2 -APL no se 

detectaron en orina del grupo control y del grupo del dia 2 inyectadas 

con ANP. En el dia 10 el TP y el TPTa disminuyeron en plasma y están 

ausentes orina. En el d!a 10 los FC I y V aumentaron en plasma y 

no aparecieron en orina. En el d!a 2, el CF VIII disminuy6 

significativamente, as! como una ligera disminución plasmática de AT 

III, los FC VII, X y XI se elevaron en plasma y en la orina del d!a 

10. El factor VIII aumentó en plasma y orina del d!a 10. 

La actividad de los FC IX y XII no cambi6 en plasma pero apareci6 

altas concentraciones en orina del dia 10. La AT II.I disminuy6 

intensamente en el plasma y aument6 en la orina del d!a 10, finalmente 

la alfa2 -APL permaneci6 normal en plasma y no apareci6 en orina del 

d!a io. 
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CONTROL PAN-INJECTED 

DAY 2 DJW 10 -----------------------------------------------------------------
TP PLASMA 12.8±1.2 13. 9±1. 3 10. 0±0. 01ª 
(seo.) ORINA NO NO NO 

TPTa PLASMA 22.8±2.1 21. 7±1. 6 16.3±2.1ª 
(sec.) ORINA NO NO NO 

FACTOR I PLASMA 99±7 92±12 1s3±3ob 
(m9/dl) ORINA NO NO NO 

FACTOR II PLASMA 95±5 113±19 132±24d 
(\) ORINA NO NO 8±6 

FACTOR V PLASMA 94±7 87±32 453±46e 
(t) ORINA NO NO NO 

FACTOR VII PLASMA 99±3 119±36 J66±20f 
(\) ORINA NO NO 148±75 

FACTOR VIII PLASMA 100±1 42±16º 378±83° 
(\) ORINA NO NO 7±3 

FACTOR IX PLASMA 93±6 72±11 119±24 
(\) ORINA NO NO 30±14 

FACTOR X PLASMA 96±4 101±20 242±25d 
(t) ORINA NO NO 63±17 

FACTOR XI PLASMA 88±8 80±9 21.0±179 
(\) ORINE NO NO 69±21 

FACTOR XII PLASMA 92±6 83±4 94±6 
(\) ORINA NO NO 56±30 

ATIII PLASMA 102±6 86±8e 11±179 
(t) ORINA NO NO 88±36 

~~~HA2-APL PLASMA 95±3 98±10 97±4 
ORINA NO NO NO 

Los datos están expresados como media ± OS de s-10 animales. NDci No 
detactable, TPci tiempo de protombina, TPTaci tiempo de tromboplastina 
gctivada, ATbIII- anti5rombina arr, ALFA2-A~L= Alfa2 -Lintiplasmina 

f~~g: gg~~3~p<~~~Ógg~Ól p<O. 04, p<O. 0009, p<O. 02, 
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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 

nefr6tica (dia 10) ilustradas en la cascada de la coagulaci6n. Las 

flechas indican por su magnitud y direcci6n el comportamiento de estas 

proteinas en este modelo exper !mental. 

En la figura I se muestran las proteinas de la coagulación 

detectadas en la orina de las ratas nefr6ticas, se ilustran a manera 

de cascada de coagulaci6n para visualizarlo mejor ya que no hay 

cascada de coagulaci6n en orina. 

En la figura J se muestra una comparaci6n entre las alteraciones 

de la cascada de coagulaci6n de ratas con SN y la más comunmente 

encontrada en humanos con SN y del comportamiento encontrado 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 IKOal . % ORINA % PLASMA 
FACTOR 1 340 NO + 185 

COFACTOR V 330 NO +453 

COFACTOR VIII 330 + 7 +378 

FACTOR XI 169 + 69 +210 

FACTOR XII 80 + 56 = 94 

FACTOR 11 72 + 8 + 132 

FACTOR X 72 + 63 +242 

ALFA-2 APL 70 NO = 97 

AT-111 65 + 88 • 11 

FACTOR IX 56 + 30 = 119 

FACTOR VII 56 t148 t366 



RESUMEN DE RESULTADOS 

l. No se detectó actividad de ninguna de las protelnas estudiadas en 

orina de ratas controles y de ratas experimentales el dla 2. 

2. El TP y TPTa disminuyó en el plasma de ratas del d!a 10. 

3. El FC II aumentó, y la AT III y el CF VIII disminuyeron en plasma 

en el dla 2. 

4. La actividad plasmAtica de los FC I, II, VII,X y XI y de los CF V 

y VIII aumentó, la da AT III disminuyó, y la de los FC IX y XII y de 

alfa2 -APL no carn>;>ió en el dla 10. 

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

en orina en proporciones variables en el d1a 10. 
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VI OISCUSION 

El SN inducido por el ANP ha sido usado como un buen modelo del 

s!ndrome nefr6tico de cambios m!nimos observado en humanos {2,5,6}. 

Para la realizaci6n de este estudio se us6 este modelo para explorar 

la relación entre las alteraciones metab6licas caracter!sticas del 

SN experimental y la actividad plasmática de las prote!nas 

involucradas en los procesos de coagulación. 

Como se ha informado en la literatura (29-37), el SN afecta 

marcadamente el metabolismo de las prote!nas plasmáticas (de 

transporte, enzimas, etc) tanto humanos como 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 

tendencia a la trombosis venosa y arterial en pacientes con SN {53). 

se sabe por lo reportado en la literatura, que existen 

alteraciones plasmáticas en algunas prote!nas de la coagulación en 

ratas con SN (38,87,92), pero no se han realizado estudios 

sistemáticos acerca de las demás proteinas de la coagulación durante 

el SN, 

Los resultados obtenidos en el presente estudio, manifiestan una 

clara tendencia al aumento de la actividad plasmática de casi todos 

los FC en el d!a 10 que representa la etapa nefrótica excepto los Fe 

IX y XII los cuales no mostraron variaciones significativas. 

El grupo experimental d!a 2 (pre-nefrótico) no presentó 

variaciones significativas con respecto al grupo control segón lo 

muestra el análisis estad!stico realizado para ello, excepto el Fe 

VIII y AT III. Las alteraciones observadas en este d!a se pueden deber 

al efecto directo y transitorio del ANP sobre el h!gado (93). 
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El. aumento en la actividad plasmática de los FC I, II, v, VII, 

VIII, X y XI en el d1a 10 concuerda con los informados por algunos 

autores para el SN en humanos (39-51}, as! como con los cambios en los 

FC X, II en el SN en las ratas (34}. Por otra parte, la pérdida 

urinaria de los FC no guard6 una estricta relación con respecto a su 

PM. Los FC de mayor PH tales como el I y el V, de PM aproximado 

de 330 KDa no aparecieron en la orina de las ratas nefróticas, pero 

las proteínas de menor PH aparecieron en orina con un porcentaje 

variable de actividad que no guarda relación alguna con el PM. As! el 

FC XI de PM 169 l<Da apareció en la orina con una actividad de 69\ 

mientras que la alfa 2 -APL de PM 70 KDa no apareció en orina y 

protelnas de un mismo PM como los FC II y X (72 KOa) y los FC IX y VII 

(56 Koa) presentaron a-::tividades diferentes (Ver tabla de resultados). 

Esto sugiere que la excreción urinaria de los FC no está determinada 

exclusivamente por su PM, sino que también podrían estar involucradas 

caracter1aticas tales como: la carga neta de l.as proteínas y el grado 

en que son reabsorbidas en el to.bulo proximal. Adem6s se debe tener 

presente que solo se cuantific6 la actividad y la concentraci6n 

urinaria, por lo que estos FC pudieran encontrarse presentes en la 

orina aunque sin actividad, lo cual podr!a explicar su nula actividad 

urinaria. Lo cierto es que estas prote!nas no guardaron relación entre 

su excreción urinaria y su PM. 

Los cambios en los niveles plasm6ticos de los FC, principalmente 

el aumento en su actividad durante este estudio, pueden deberse a: 

aumento en su sintesis, disminución en su catabolismo y/o cambios en 

su distribuci6n corporal. En los humanos con SN est6 documentado el 

aumento en los niveles plasmtiticos y en la slntesis hep6tica del 
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fibrin6geno sin cambios en su catabolismo (46) y un aumento en la 

s!ntesis de los Fe V y VIII (94) durante el SN. No hay datos acerca de 

los cambios en la slntesis de los demás FC, aunque podemos sugerir 

que el aumento que estos presentaron se debe a un aumento en su 

s!ntesis debido a que forman parte de un sistema enzimático y la 

activaci6n 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 (zim6genos). 

También el inhibidor de la coagulaci6n AT III presentó 

alteraciones en su actividad plasmática en el d!a 10. La disminución 

en la actividad plasmática de AT III debido al SN en los humanos se 

atribuye a pérdida urinaria (42,57,68-71). Aunque no ha sido 

determinada la proporci6n de su s!ntesis, degradaci6n y distribuci6n 

tanto en los humanos como en las ratas, es muy probable que la pérdida 

urinaria de AT III contribuya a la disminuci6n de su actividad 

plasmática. Los FC II (59), VIII (61), IX (47,54,66 1 67), XI (61), X:tI 

(47,56,61-63) también se pierden por la orina de los humanos con SN. 

Ademá las actividades en orina de la prote!na e y la Prote1na s se 

reportan elevadas en pacientes humanos con SN (48). La alfa2 -APL no 

manifest6 ningún cambio significativo en el d!a 10 de ratas con SN 

inducido con ANP respecto al grupo control, mientras que en la 

literatura los hallazgos más frecuentemente informados en el SN de 

los humanos, acerca de la alfa2-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 fibrinol1tico en las 

ratas co SN inducido con ANP, ya que solo se midi6 la alfa2-APL. En 

otro trabajo se ha encontrado que el sistema fibrinol1tico esta 
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disminuido en ratas con SN inducido con ANP (87) y por adriamicina 

(92). En humanos se encontró un aumento en la activadad total de 

antiplasmina y una disminuci6n de plasmin6geno ( 52) • En humanos 

existe concenso ya que la actividad del sistema fibrinolltico se ha 

encontrado alta (51) y baja (40). 

A pesar de las alteraciones m6.s comunes presentes en SN de humanos 

referentes a la coagulación 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 coagulaci6n en el SN de humanos, 

mientras qull!t en el SN experimental con ANP se encontró un TP y un TPTa 

disminuido, probablemente debido a que los cambios en las proteínas de 

la coagulación en las ratas fueron más intensos y en la misma 

direcci~n .. 

El comportamiento de los FC de ratas y humanos con SN parecen 

mostrar una cierta similitud en la vía extr1nseca y en la v!a comün y 

en la disminución plasm.S.tica y pt=rdida urinaria de AT III, mientras 

que las diferencias fueron evidentes en la vía intrínseca y en los 

niveles plasmáticos y urinarios de alfa2-APL .. 

La relación que existe entre las alteraciones de las proteínas 

involucradas en la coagulación y el. riesgo de trombosis durante el SN 

realmente poca (95) a pesar del aumento plasm.1tico de los FC r, 

V, VIII (46,94).. Se ha propuesto que factores físicos como la 

hipovolemia y el aumento en la viscosidad de la sangre (53), as! como 

en la cuenta y la agregabilidad plaquetaria, están involucrados en 

este fenómeno .. La viscosidad sanquinea total está aumentada como 
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consecuencia del aumento el hematocrito y del aumento en la 

viscosidad del plasma por los altos niveles de fibrin6geno (53,94). 

Otros autores han sugerido que la hipoalbuminemia quizás sea el factor 

más importante de riesgo a la trombosis (94) • Pero 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 quizás sea conveniente conocerlos y que riesgo 

presentan a trombosis. 

conociendo las similitudes existentes en los parámetros estudiados 

entre humanos y ratas con SN podrian continuarse los estudios a este 

respecto principiando por explorar como se encuentran las dem6s 

propiedades de la sangre (viscosidad, agregación y actividad 

plaquetaria, etc.) que pudieran influir en complicaciones tromb6ticas 

la rata; posteriormente conociendo que las vias extrinseca y común 

de la rata y el humano con SN muy similares respecto a su 

comportamiento, investigar como es que esta regulada esta actividad y 

si está aumentada la s1ntesis hepática de tales Fe, investigar a nivel 

de bilog1a celular los niveles de RNAm especifico para cada una de 

estas prote1nas 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 muy parecido al de cambios minimos de los 

humanos y que las condiciones de esta enfermedad están controladas 

mientras que, en la de los humanos esta enfermedad esta acompaf'iada de 

numerosas complicaciones adicionales al daño renal además del origen 

del daño renal. 
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VII CONCLUSIONES 

Las alteraciones metab6licas más profundas se encuentran en las 

ratas inyectadas con ANP del grupo 010 que corresponden al estado 

nefr6tico siendo la mayor parte de los valores encontrados 

significativamente diferentes al grupo control y al grupo 02. 

se encontraron marcadas alteraciones en la mayor1a de las 

prote1nas involucradas en los procesos de coagulación manifestandose 

por un estado francamente hipercoagulable en el grupo de ratas del d1a 

10 al igual que la aparición de actividad urinaria de casi todos los 

factores de la coagulación, 

Las pérdidas urinarias de estas prote1nas fueron variables. 

El hecho de que la actividad plasmática de algunas proteinas no 

cambie e incluso de eleve a pesar de sus pérdidas urinarias sugiere 

que hay un aumento en su s1ntesis. · 

La deficiencia de AT III puede ser secundaria a sus pérdidas 

urinarias. 

Los cambios observados en el d1a 2 (etapa pre-nefrótica) parecen 

deberse a un efecto directo del ANP. 

Las alteraciones de la coagulación observadas en las ratas con sn 

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