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INTRCDUCCION



El Rojo de Rutenio @Iu(NHs)v(OH)Cl:ﬂ (24) es ua coloran -
te sintético, inorgdnico, de aproximadamente 20A de didmetro
{Ivft, 1968) 6 1.17 nm (Cerrondo, Griffith, Hell; 1980). Es-
te catidn polivalente ha gido usado por largo tiempo como un
colorante semiespec{fico para pectinams en paredes celulares!
de plantas, Luft (1964) encontrd que cuando es usado con te-
tréxido de osmio, el Rojo de Rutenio (RR) =e combina con la!
capa gsuperficial externa de las células epiteliales intesti-
nales para formar un material electrodenso fécilmente vigi--
ble bvajo microscopia electrdnica, Una degventaja importante’
del método ez la pobre penetracién del RR en el tejido séli-

- do,. En general, una reaccién uniforme ee vista solamente en'
1a periferia de las células de epitelios de absorcidr, célu-
lag epiteliales del alveolo pulmonar, y célulaz endocapila-—
res, reaccién limitada a dos 6 tres de las capas celulares —
mds euperficiales (22).

El ®R ha gido un marcador importante para la observa —-
cién del glicocélix celular, determinando con esto el pogi~-—
ble papel gque ésie juzga con la propia membrana y en la unidn
con las célulag circundantes, Ademds, con células de hepato-
re asciticas (AH 130) tratadas con papaina pueden liberar -—
ciertas szusgtancias de unidn con el RR a partir de la superfi
cie celular, e incluso determinar los carbohidratog de tal -
guperficia: la primera fraceidn conteniendo hexosamida y éciu
do urénico, y 1la segunda con dcido sidlico (38).

-

_ Al estudiar el RR junto con la Neuraminidasa, se encon—
tré que amboe tienen el mismo "blanco" que es el Acido Sidli
co, situdndose éste Gltimo en la superficie interna de la -
. terminal presindptica e involucrdndose entonces en la liberg
cibén de neurotransmisores (4).

EX RR ha sido utilizado por 12 técnica de microszcopia -

‘electrénica para la deteccién de algunoe carbohidratosg, como
el épido mucopolisacdrido, de la fibre eldstica adrtica en -
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ratas neonatales (40), y de diferentes tejidos conectivos co-
mo el granuloma de carrageenin, tejido subcutdneo de ratags —-
adultas y neonatsles, y mixofibroma obtenido de piel de huma-
no (17).

Con el empleo del RR ee ha podido eetudiar el comporta——
miento del calcio @ nivel celular en hepatocitos, mitocondrias
de hepatocitos y células tumorales asciticas de Ehrlich en ra
tas, El calcio afecta numeroszos aspectos del metabolismo celu
lar, .y el trangporte del calcio por la mitocondria es un fac-
tor importante en la regulacién de la distribucidén intracelu-~
lar de este ién (8). Los sistemae de conduccién espec{ficos -
para la traslocacién del calcio estdn loc@lizados en al menog
tres f:acciones celulares: Mitocondria, NMicrosoma, y Membrans
Plaszdtica; aunque todos participan activamente en el control
del calcio celular, el RR inhibe cepecificamente el transpor-
te del calcio mitocondrial, teniendo poca influencia sobre el
calcio dependiente de la membrana plasmética y nule sobrs la'
microgsomal (3).

Aunque todos los estudios concuerdan en que el HR tiene’
influencia sobre el inlfujo, retencidn y/o eflujo del calcio'
en la mitocondria, hay varias teorias en cuantc & ¢démo lo ha-
ce la propia mitocondria, Una de ellas dice gque reacciona eg-
pec{ficamente con mucopolisacdridos (en la forma de mucopro--
teinas 6 muco § glicolipidos) y ser dstos el centro activo de
log sitios de mediacidén del transporte de calcio mitocondrial
(24); otra que el RR inhibe ese transporte de calcio al compe
tir con losg sitios de unién con el calcio gobre & dentro de -
la membrana mitocondrial interna (25, 30); otra gue oxidando!
el piridin nucleétido especifico (31, 34); & que causa inclu
80 cambios en 1la estructura de la membrana (27); por intercan
bio del calcio por hidrbégeno (8); & bien que controla el in—-
flujo pero no el eflujo de celcio previniendo la liberacién -
del calcio acumulado que es medida por-la adicibén de un anidn
permeante, el fosfato (21).
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Con estas experienciasg, y para ampliar los conocimientos
en otras estructuras celulares y especies animales, continud®
el estudio del comportamiento del calcio .con la ayuda del RR®
en vescf{culas del reticulo sarcopldemico (23), en mitocondria
del mdeculo de la mosca Iucila Guprina (7, 35}, en mitocon ——
driag aisladae de corazdn de bovino de carne (en donde el ER'
indujo la pérdida de potasio endégeno con los mismos ti{tuloe’
gue con los que inhibia la unipuerta del calcio) (16), y en -
la membrana terminal del husgo muscular de rana (en donde el -~
RR modula los cambios de sodio y calcio) (15). .

La‘concentracién.de calcio libre en el exterior e inte---
rior de lag neuronas esg und determinante importante del funw-
cionamiento del sistema nervioso; El potencial de accidbn del!
nervio estd asociado con el influjo de iones de calcio y 18 =~
concentracién de calcio intracelular también afecta la excita
bilidad. Ademds, la liberacidn de neurotransmisores en la ter
minal nervio=za depende del calcio, y parece ser disparada por
una elevacién en el nivel de calcio citopldemico. Gracias alt
RR se llegd a la conclusién de que el influjo y eflujo de cal
cio a través de canales de entrada 'y ealide (membrana sensi--
bie a la despolarizacién) dependen de un mecanigmo de intere-
cambio de la pareja sodio-calecio (10).

En_ratbnes, el RR administrado intracranealmente produce
estatus epilépticog y convulsiones ténicas; en contraste, in-
traperitonealmente induce a pardlieis fldcida total despude -
de varias horas, Log efectos son parcialmente Bloqueados por!
la administracién eimultdnea de Callz. En gatos, la adminie-—
tracién intraventricular & intrahipocampal produce & 108 PO—-
cos minutos actividad paroxismal gubclinica en todas las re-—
giones del cerebro registradas, ¥y a las varias horasg accesgosg-
epilépticos. Intraperitonealmente no afectdé el EEG pero depri
mié marcadamente la actividad muecular, luego de que el carba
ccl prodnje reepuestes miocldnicas, Con ésto se demuestra el!

e¢fecto del RR sobre el transporte de calcio y la unién a las’
membranag, y el papel de este catidn sobre la liberacién de -



neurotranemisores (37).

Mediante otro estudio ee hizo cuestionable el fendmeno -
de barrera hematoencefdlica al RER en ratasg adultas, comparado
por otros autores en ratones y gatos. Deépués de la adminig—-
tracidn intraperitoneal a ratas adultas, se observd que bajo'
- le dosiz de 20 mg/kg ege indujo secuencialmente a debilidad —-
mugcular, pardlisis fldcida, actividad motora atipica y acce-

sos ténico-clénicog; con s8lo 10 mg/kg solamente fué obmerva-
da actividad motora atipica (1),

Posteriormente se comprobd gue el RR tiene un efecto --
aglutinante sobre los eritrocitos de ratas adultas, tanto in
vivo como in vitro. Para los estudiog in vivo, 20 mg/kg de RR
administrados intraperitonealmente produjeron &glutinacibén ~-
progresive en relacidn con el tiempo transcurridc, In vitro,'
€e obgervd aglutihacién con concentraciones tan bajas como —-
10,7 M, la que se incrementd proporcionalmente a la concentra
c¢ién del RR; la aglutinacidén fué reducida significativamente’
cuando log eritrocitos fueron tratados con neuraminidasa, Da-
do que el RR tiene una naturalega policatidbnica y que en lag'
superficies celulares predominan lag cargas electronegativas,
es pogible euponér que pudieran participar ciertas interaccig
nes electrostdticas entre los grupos cargados eléctricamente’
. en la superficie celular y el RR en la aglutinacién de log —

eritrocitoa. Segin ésto, el RR actuaria aparentemente como un
ligando entre los glucocdlices de los eritrocitos vecinog, -
. produciéndose asi{ su aglutinacidn. Ademés, el RR también pro-
dujo modificaciones en la forma de los eritrocitos manifeata-
das por la formacién de proyecciones citopldsmicas cortas y -
gruesas (2).

En base a estos estudios, existen dos hipdtesis que tra-
tan de explicar el efecto téxico del RR sobre los distintos -
modelos biolégicos empleados. Y éstas son:

a) Que en el eietere nervioso central llezue & través de -

gitios gque carecen de barrera hematoencefélica.
b) Que el RR se asocie al glucocdlix, modifique y/o compi-
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ta por canales idnicos (calcio, sodio, etc.).

Sin embargo, hay estudios (2) que sugieren que el RR po-
drfia tener un efecto t6xico directo sobre las células,

Bajo su cubierta peritoneal, el higado se encuentra ro--
deado por la cédpsula de Glisson que es mds rica en el hilio -
hepdtico y que se introduce, junto con los conductos y vasos'
hepdticoe, en el interior del Srgano rodeando alli los lobuli
llos herdticos (unidad funcional bdcica). Eetos lobulillos -—
gon isglotes poliédricos que se ordenan radialmente decde el -
centro pero que se comunican netre sf a modo de retfculo limi
tando & los sinucoides. los sinusoides venoszoes esgtdn revesti-
dos de dos tipos de célulae: 1) Células endoteliales tipicas,
¥ 2) Células de Kupffer, voluminosas células reticuloendote-—
liales dotadas de prolongaciones, con poder fagocitario y mo-
vimientos ameboides. Entre las células endoteliales y las cé-
lulas hepdticas se encuentra un estrecho espacio llamado espa
cio de Disse (11, 13, 36).

La célula hepdtica parenguimatosa de la rata e2 ha esiu-
diado mds ampliamente quizd que cualgquier otro tipo celular.'
La célula hepdtica es poligonal y tiene un nicleo esférico --
cencrel con nucleolo bastante notable y citoplasma homogéneo,
Son frecuentesg lasz duplicaciones nucleares. Los granos cito--
pldemicos estdn formados por glicdszeno, gotitas de grasa y -
fémpanos de bilirrubina pardo-amarillenta., Esta célula posee!
log organitos corrientes, con abundancia particular de mito--
condrias y de reticulo endoplédsmico, uniforme y rugzoso. El —
aparato de Golgi se destaca de m2nera especial y a menudo es-
t4 orientado hacia el espacio de Dissze (11, 29). .

Se calcula gque més de 500 activiéades metabdlicas ge ~-
efectian en una célula hepdtica, Ias funciones bdsicas del hi
gado pueden dividirse asf: (9, 13, 19)

1. Funciones vasculares, de almacenamiento y filtracién de
gangre,

2, Puncién metabdlica:
a) hegalacidn del metabolismo de los hidratos de carbo-



no y grasas.

b) Metabolismo proteico, entre los gue sge encuentran la .
s{ntesis de casi la totalidad de las alblminas y ¥ -
parte de las globulinas (la mayoria de loa factores'
de la coagulacién).

c) Participacién en la reguiacién del metabolismo hormo
nal, ‘ '

d) Formacidn de bilis mediante 1la conjugacidn de la bi-

' lirrubina libre con dcido glucorénico y sulfuros.

e) Funcibn desintoxicante,

Cabe recordar que'la reserva funéional hepdtica es tan -
grande que el B0% del érganc puede encontrarse destrufdo an—
tea de que se hayan detectado algunes anormalidades (5).

Por otro lado, el higado posee una enorme capacidad pars
aumentar 1la efnteeis de protefnae. Ia reseccidén del 80% de 1la
masa de este Srgano dieminuye la produccién de los factores -
de la coagulacidén dnicamente al 50% de su valor inicial (12},

Como todag lag células del organismo, log hepatocitog —-
pueden manifestar cambios morfolégicos que resultan de lesién
no mortal llemadae degeneraciones, Con el microscdpio de luz'
ge reconocen varios cuadros netos; 2 saber: Tumefaccidn celu~
lar, vacuolécién hidrépica y metamorfosis grasa (29),

1. Tumefaccidn celular: E¢ el aumento del didmetro de las’
células que resulta del desplazemiento del agua extracelular'
al interior. Ia réspiracién aerobia, la eintesis de ATP y el!
funcionamiento adecuado de 1& "bomba de sodio" se cuentan en~
tre lags funciones metabblicas celulareg mds susceptibles, E1*
aunmento de la permeabilidad de la membrana contribuye a la -
aparicidn de la tumefaccidn. Este tipo de degeneracidbn puede!
carecer de efecto funcional importante,

2, Degeneracidn vacuolar: Si el agua gigue acumuldnjose —-
dentro de la célula, la tumefaccidn ulterior se acompafa de -

aparicidén de pequefias vacuoles claras en el citoplasma., No se
acompafia de alteracién nuclear, pero denota forma moderadamen



te grave de dafio celular.

3. Metamorfosis grasa: Denota acumulacidn anormal de gra-
sa cuya cantidad no depende de la patogenia sino que mani —-
fiesta algiin desequilibrio en la produccidn, la utilizacién!
6 la movilizacidn de grasa, Va precedida de tumefaccién celn
lar, a menudo anuncia muerte celular ¥, en muchas circunstan
ciae, se observa en células adyacentes a las que han muerto’
y experimentaron necrosie,

Exigte una gran cantidad de pruebas de laboratorio para-
evaluar la funcibén hepdtica. Entre las pruebas enzimiticag -~
que mde ge utilizan eatdn: (5, 14, 29)

4, Transaminasa glutdmica pirGvica zérica (I6PS).
B, Transaminasa glutdmica oxalacética sérica (TG0S).

Lag transaminasas catalizan la transferencia de un gru-
po amino (NHz) de un dcido alfa amino 2 un dcido alfa-ceto !
fornando un nuevo aminodecido y un nuevo cetodcido.

IGP: Cataliza la transferencia del grupo alfa-amino de!
la alanina a £cido alfa—cetoglutérlco produciendo la forma—-
cibén de dcidos pirdvico y glutémlco regpectivamente,

Lag cantidades mae grandes de TGP se encuentran en lag!
élulas unepdticaz de los perros, gatos y primates; y en pe-e
queﬁa cantidad en el caballo, ganado bovino, oveja y cerdo.,

Un aumento en los valores de TGPS resulta por lo tanto!
debido & un dafio hepdtico por: Necrogis hepdtica (por hepato
toxinaes), Congestibén pasiva del higado, Metamorfomis grasa
(con elevaciones normeles a moderadas), Enfermedades especi-
ficas (Hepatitis Infecciosa Canina, Peritonitie Infecciosa -
Felina, neoplasias), Fdrmacos (Corticosteroides, estrdgenos,
andrégenos; Antibidticos: cloranfenicol, ampicilina, gentami
ecina, lincomicina, eritromicina; Salicilatos).

TGO: Cataliza la transferencia del grupo alfa-amino del
dcido aspdrtico a 4cido alfa-cetoglutdrico, produciendo la -
formacién de dcido oxaloacético. y dcido glutémico respectiva
mente.
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las ccencentraciones mde elevadas se encuentran en lag cé
lulas musculares, con cantidades ligeramente menores en el hi
gado y en el misculo cardiaco; no eg especifica de un drganc.
En pequefias cantidades también ge encuentra en el riﬁén,'pén—

creas, cerebro, y eritrocitos.

Entre log férmacoe que caugan aumento de la TGOS se en-—
cuentran log Salicilatos, Corticosteroides, Estrégenos, Andrd
genoe, Antibidticos (eritromicina, lincomicina, gentamicina),
Fenotiacings, Anestéeicoe capaces de producir dafio hepdtico -
(cloroformo).

El higado es, al parecer, el drgano més importante para!
la elaboracidén de diversos factoreg plasméticos de la coagula
c¢ién,

la coagulacidn sanguinea puede ser descrita como una ge-

rie de reaccioneg en el que el producto de la reaccidn A eg -

una enzima que cataliza la reaccidén B, y el producto de la —
reaccién B es la enzima que cataliza la reaccién C, y asi 1lg
var a la conversidn del fibrindgeno soluble en fibrina ingolu
ble. 12 gerie de reacciones puede sger denominada de "cascada',

Los factores de la coagulacidn han sido asignados en ni-
merog romanoe por el Comité Internacional para la Nomenclatu-
ra de los Factores de l1la Coagulacibn (1962) (ANEXO I). LoS =—-
factores estdn numerados de acuerdo a la prioridad de descu—-
brimiento y no a su_iugar en la secuencia. Los factores gon =
proteinas, con excepcidn del calcio (designado factor IV), y
cada factor (excepto la Tromboplastina tisular é factor III)'
estdn presentes en el plasma, Los factores proteicos estdn ——
presenteg inicialmente en una forma iractiva 6 precursora. 3Su
activacidn asemeja la bien conocida pro-enzima ~enzima de -—-—
trangicién que involucra a las enzimas proteoliticas (33),

El proceso de la coagulacidn estd dividido en dos siste-
megs el sisteme intrinseco y el sistems extrinseco., Todoa los
factorea requeridos por el eistemd intrinseco estdn conteni ~ .
dos en la sangre; el sistema extrinseco cuenta con la trombo-
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plagtina (factor III) que es liberada de las células y teji-—
does dafiados (ANEXO II).

El mecanismo de activacidn de 1la coagulacidn tiene tres!
etapas importantes (6, 12, 28):
1, La generacidén de la "tromboplastina™ § "activador de la
protrombina" § "protrombinacsa',
2, lLa generacién de trombina.
3. 12 formacidén de fibrina,

1. Generacidén de la tromboplagtina:

El mecanismo extrinseco ge iﬁicia cvando la sangre entra
en contacto con elementeos tisulares; un factor tismlar rela-——
cionado con los microsomas ¥ las membranas celulares y com ——
puesto por fosfolipidos y una fraceibn proteica, se combina -
en forna estequiométrica con el Factor VII (F.VII) y en pre--
gencia del calcio idnico forma una enzima § complejo enzimdti
co capaz de achtivar el F.,X, El F.X activado (F.Xa), que adquie
re una importante actividad protedsica, formarfa con molécu -
lag de fosfolipidos (plasmdticos y/o plaquetarios), calcio y'
el F.V, un complejo activador § "protrombinasa" que actda so-
bre la protrombina (F.II) y genera 1a trombina (F.Ila).

El mecunismy intrinseco ocurre cuanio la sangre tiene mi
nimo contacto con factores tisularesg. Eeta via de activacién’
ge inicia por 1la accidén sobre el Factor Hageman (F. XIT)-de =~
‘superficies rugosasg, coldgeno, ciertos mucopolisacdridos & -
dcidos grasos, plaquetas activadas, endotoxinag, etc., que mgo
dificando la conformacién molecular facilitan su conversidn -
en F.XIIa por diversas enzimas (calicrefna, plasmina, F.XIa,
tripsina, proteasas celulares, etc.). El F,XIIa tiene una me-
nor golubilidad en medio acuogo y adquiere una actividad pro-~
tedgica que la ejerce sobre divereos sustratos plasmdticos, -
eapecialmente el FP.XI. E1 F.XI se convierte entonces en F.XIa
6 "Factor Contacto". E1 F.XIa continda la reaccidn en cadena’
activando el F.IX y transformdndolo, en presencia de calcio,'
en F.IXa, E1 F.IXa se une posteriormente al F.VIII sobre par-
tfculas § micelas de fosfolipidos (plasmdticos y/o plaqueta -
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riog) y en presencia de calcio forma un complejo activador --
del F,X, similar al referido en la via extrinseca., El1 F.X agu~
fre una doble protedlisis para convertirse en F.Xa,

2, Generacién de la trombina:

El F.Xe activado por la via intrinseca § extrinseca § --
por enzimas ex8genas como el veneno de vivora de Russell § la
tripeina es capaz, a esu vez, de activar en forma directa a la
protrombina (F.II), pero esta accidén se acelera y aumenta mar
cadamente (hasta 20,000 veces) en presencia de F.V, fosfolfpi
dos y del calcio, con los cuales forma un “complejo activador
de la protrombina" § “protrombinasa", convirtiéndose el F.II
en Trombina,

3. Formacién de fibrina:

La formacién de la fibrina sucede por la accidén de la ~-
trombina sobre el fibrindgeno. La molécula de fibrindgeno con
giste de tres cadenas de polipéptidos. Ia trombina divide dos
pequefiog gobre cada lado de la molécula del fibrinbgeno. E1 -
Fibrinopéptido A es liberado a partir de la cadena alfa prime
ro por la accién de le trombina. Después, el Fibrinopéptido B
es liverado de 1la cadena beta (por la accidn de la trombina)®
para producir el mondmero de fibrina., Estos mondmeros de fi ~
brina entonces se polimerizan para former un polimero de fi -
brina. (Los Fibrinopéptidos A y B ectdn cargados negativamen-
te y deben ger removidos de la molécula del fibrindgeno a fin
de que tome lugar la polimerizacién). El F.XIII, activado por
la. trombina y el calcio, convierte entonces al polimero de fi
brina en un estado mdis estable al cambiar las uwniones de hi -
drégeno por enlaces covalentes.

Los Factores de la Coagulacibén pusden ser divididoe en -
treg grupos funcionales en base & sus propiededes, El grupo -
del Pibrinégeno consiste de los factores I, V, VIII y XIII.y,
por congsiguiente, estdn ausentes en el suerc y presentes en -~
el plaesma, Log factores V y VIII son susceptibles a la desna~

'turalizacién y son reducidos en cantidades en el plasma almace
nado. La vitamina K no es necesaria para la sintesis de estos
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factores. Hay una concentracidn incrementada de los factores -
de este grupo durante una regpuegta inflametoria y en la pre -
filez, E1 grupo de la Protrombina incluye los factores II, VII,
IX.y X, la vitamina K es necesaria para su sintesis en el higg
do. Los cumarinicog, que inhiben a la vitamina K, causan un dg
cremento en estos factores. Los factores VII, IX y X no son -~
congumidog durante el proceso de la coagulacidn y, por lo tan-
to, estdn presentes en el suero agi como en el plasma, Estos -
- factoreg son bien pregservados en el rlasia almacenado. El gru-
po de Contacto estd compuesto por los factores XI y XII; eon -
relativamente estables, no eson consumidos durante la coagula-—-
¢idn y noc dependen de la vitamina K para su sintesis,

g en la primera etapa de la coagulacién 4§ fasge gde contac
- to en donde intervendrian algunos factores recientemente descu
biertos, como son: E1 Factor Fletcher, identificado como una -
precalicreina plaemdtica; el “actor Fitzgerald & “cofactor de!
la actividad de contacto", identificado como un quinindgeno de
8lto peso molecular; y el factor Passovoy.

En el plasma exieten eidtemas de inhibidores 4 sistemas -
entiproteasas, gilendo losg mejores caracterizados hasta el mo -
ucnto leog siguientes: Antitrombina I, II, III ¥y VI; alfa-2-pa
croglobulina; alfa~t-antitripsina; alfa-2-antitripsina; Protei
ne C.

la desdparicidn de la fibrina, una vez cumplida su misidn,
ocurre por diversgos mecaniemos, entre ellos su degradacibn por
la fibrinélisis, la enzima activa en este gietema es la plasmi
na, enzima proteolftica capaz de degradar el fibrindgeno, la -~
fibrina, el - F.V y el F.VIII, Normalmente la plsmina no se en -
cuentra en la sangre circulante pero estd presente en su forma
inectiva, el plasminégeno. E1 plasmindgeno es convertido & plasg
nina por activadores (enzimas proteoliticas)encontrados en pe-—
Queﬁae cantidades en la mayorfa de los tejidos y en todos los!'
flufdoe del cuerpo, asf{ como en la orina (el activador aqui es
denoninado urokinasa), Se piensa que la trombina es activada -
por el plagmindgeno también., Existe un eqailibrio entre el eig



13

tema de coagulacién y el de fibrinélieis, aumentdndose el segun
do cuando el primero se ve incrementado,

la coagulacidn puede ser evaluada por diferentes procedi - -

mientos, Los ensayos pueden incluir la funcidn Vascular, -Plagque
lar, de los Anticosgulantes (Inhibidores), de Fibrinblisis, de'
log Froductos de Degradacién de la Fibrina, y el comportamiento’
de los Factores de la Coagulacibn del Flasma, Entre estos Qlti-
moa estdn el Tiempo de Protrombina, Tiempo de Tromboplastina -
Parcial Activada, Tiempo de Trombina, N Titulacién del Fibrind-
geno,

A, TIENMPO DE FROTROMBINA: Esta pruebé evalia la eficiencia
del sistema extrinseco de la coagulacidn al medir la formacidn'

del codgulo plasmdtico en presencia de un exceso de extractos -
tisularesal afindfrsele cloruro de calcio., Se miden la protrombi
na (F.,II), F.V, P,VIT y F.X, en presencia de Fibrinbgeno., Apro-
ximadamente un 30% de la concentracidn de factores VII, X 6 V - -
proporcionan la suficiente formacién de trombina para obtener —
un valor normal en el tiempo de protrombina; gi la concentra —-
cidn de alguno de estos factores se encuentra por dsbajo de es-—
te nivel, la reaccidn puede disminuir y dar un tiempo de coagu-
lacién prolongado. Son causa de ello: 1) Deficiencia heredita--
ria de los factores I, II, V, VII 6 X; 2) Terapia con warfari —
na; 3) Deficiencia de vitamina X; 4) Ciertas enfermedades hepd-
ticas; 5) Anticoagulantas circulantes (como la heparina, produc
.tos de degradacién de la fibrina, etc.); 6) Consumo de los fac-
tores I, II ¥ V en el sindrome de coagnlacidn intravascular, -

B, TIENMFO DE TRCWBOFLASTIRA PARCIAL ACTIVADA: Se fundamen-
ta en la m

gencia de una "Tromboplastina Parcial” (Cefalina) la cual susti
tuye la accidn del factor 3 plaguetario, E1 tiempo de cefalina!

edicidn del tiempo ée coagulacidn del plasma.en pre—

refleja la integridad global del sistema intrinseco de la coagu
lacién, siendo especialmente sensible & los defectos de los fag
tores que intervienen en la primera fase, e insensible &l F,VII,

F.Plaguelar 3 y F.XIII, Son causa de un tiempo prolongado: 1)De

ficiencias congénitas de factores I, II, V, VIII, IX, X, XI, -
Fletcher, Fitzgerald; 2) Terapia con warfarina; 3) Enfermedades
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hepdticas; 4) Anticoagulantes circulantes; 5) Consumo de factores
I, II, V y VIII en el eindrome de coagulacién intravascular,

C. TIEMFO DE TROMBINA: lMide la tercera etapa de la coagula~
cidn, la converszién del fibrindgeno a fibrina (esto es, la habi-
lidad funcional del fibrindgeno). Este tiempo se altera por: —-
1) Una deficiente concentracién del fibrindgeno; 2) Un fibrindge
no anormal; 3) Presencia de inhibidoreg de la trombina (Antitrom
bina III, heparina, productos de degradacidén de la fibrina), Pue
de estar normalmente prolongado en el recién nacido y en ¢l mie-
loma miltiple (la globulina anormal interfiere con la polimeriza
cibn de la fibrina).

- D, TITULACION DEIL PIBRINOGENO: Esta prueba esg utilizada'pa-.
ra detectar una deficiencia en el fibrinégeno y una alteracidn -

“en la conversidn del fibrindgeno a fibrina, Un nivel bajo de fi-
brinbgenoc es vigto en: 1) Afibrinogenemia hereditaria; 2) Coagu-
lacidén intravascular; 3) Fibrinllisis primaria y secundaria; —-
4) Enfermedades hepdticas., Se incrementa normalmente cn desgdrde-
nee inflamatorios y en la prefiez,

Ia experiencia clinica ha permitido demostrar gue la inten-
gidad de la dieminucidn del nivel de algunos de los factores de!
la coagulacidn, entre ellos el ¥, II, V, VII, IX y X, y la Anti-
trombina III, se correlacionan perfectamente con la extensibdn &
la gravedad del dafio hepdtico. Es importante hacer notar que es-
tos factores de la coazulacidn se encuentran disminuidog en las!
hepatopatfas de larga evolucién y normales cuando hay insuficien
cia hepdtica leve (como en higado graso) (12).

Existen sustancias que por su naturaleze pueden causar toxi'
cidad 2 la célula hepdtica y provocar uno § varios cambios dege-
nerativos antes mencionados reflejados no s8lo en un proceso pro
longado de la coagulacidneino también en la elevacidén de 2lgunas
enzimae que evaldan la funcidn y estado hepdtico, sobre todo la!
TGP, '

For ello, y en tase a todo lo antes mencionado, noé propone
mos investigar el efacto téxico directo del Rojo de Rutenio go--~
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bre algunag células, como los hepatocitos, asi como también -
de determinar la TGFS y TGOS cuya alteracién indicarfan un da
o celular hepétlco, Yy encontrarge entonces la pogible relg—
cién entre los cambios morfolégicos, la elevacidn de lag enzi
mae y 1a modificacidn en la actividad de coagulacidn.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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El estudio intenta analizar cémo el Rojo de Rutenio mo-
difica algunos pardmetros que evaldan el fendmeno de la coa-
gulacidn en base a los antecedentes descritos,



JUSTIFICACION



19

Este estudio nosbpermitiré acrecentar los conocimien-
tos sobre los efectos que las sustancias téxicas policatid
nicas tengan sobre los distintos modelos biolfgicos ensayg'
dos,



META
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Al finalizar este traba jo obtendremos resultados que
tratardn de explicar el efecto del Rojo de Rutenio como -
una sustancia téxica directa sobre el higado y su correla
cidn bioquimica (TGP, TGO y pardmetros de la coagulacién)
¥ morfolégica (estudio histopatolégico).



HIFPOTESIS
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Por ger el higado un érgano de almacenemiento temporal
y metabolizarse en &1 sustancias introducidas al organismo'
(en este caso el Rojo de Rutenio) y de elaborar la mayoria
de log Factores de la Coagulacidn, creemos que éstos dlti-
‘mos se encuentren alterados por el efecto tdXico que cause
sobre las células hepiticas,



OBJETIVOS
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l. Conocer el posible efecto tdxico gue pueda tener el
Rojo de Rutenio sobre las células hepdticas encarga
dag de =su metabolismo,
lel Su efecto gecundario sobre algunge pruebas de -

coagulacidn:

1.,1.1 Tiempo de Protrombina,

1.1.2 Tiempo de Tromboplastina Farcial Activada,
1.1.3 Tiempo de Trombina, '
1.1,4 Titulacidn del Fibrindgeno.

1.2 Su efecto sobre las enzimas Traneaminasa Glutd—
mica FPirdvica y Transaminase Glutdmica Oxalacé-
tica,

2. analisis Histopatoldgico



MATERIAL Y METODOS



MATERIAL Y METODOS

Ratas Sprague-Dawley

S5.8.1. v/~

J

0, 30', 60', 12G', 480

Toracotonia

Puncidn cardiaca

RR
20 mg/kg i.p.
| .
—\
i l ]
PLASMA SUERQ .
{
P. Coagulacidn Transaminasas
1. T.P. 1. TAPS
2, T.T.P.A. 2, T7.G.0.S.
3, T.T.

4, T,Fibrindgeno

Fijacidén por perfusién

Obtencidn del higado

|

Postfijacién, deshidra-
tacién, inclusién ...la
minillas.

Examinacién en microscopio
1.4 .

6ptico y toma de fotogra -
fiasg,
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Se utilizaron ratas adultas de sgexo masculino de la ce-
pa Sprague~Dawley. Todos lo€ animales ee encontraron en con-
dicioneé dptimag de bioterio, esto es, periodo controlado de
luz/obscuridad de 12 por 12 horas, temperatura controlada, -
alimentacién con Chow (Nutri-cubos) Purina y agua bidestila-
da ad libitum. Se formaron 10 grupos de 6 ratas cada uno, %o
méndose como testigos 5 de ellos. De los 6 animales por gru-
po, 3 se utilizaron para las pruebag bioquimicas de coagula-
cién y 3 para la determinacién de las Transaminasas (N=3).

A los animales experimentales se les inyectd intraperi-
tonezlmente {(i.p.) 20 mg por kg de Rojo de Rutenio en gsolu~--
cidn acuosa al 0,3% amortiguado en fosfatos 0.1M, en dosis -
dnica, Los testigos recibieron i.p. voldmenes proporcionales
de solucidn ealina isoténica (SSI).

Tanto los animalee experimentales como los testigos se!
anestesiaron con éter etilico & los 0, 30, 60, 120 6 480 mi-
nutos después de la inyeccidn del RR 6 de la SSI.

Se realizd una toracotomfa y las muestras de sangre se'
extrajeron del ventriculo izguierdo mediante puncién cardia-
c& con una agaja Num. 20, Fara la obtencién del plaspa (nécg
sario en las pruebas de coagulacidn), las muestras ge anti-

coagularon con una golucidn preparada de Citrato de Sodio al
"3.8%, bajo una proporcién de 0.9 rl 4de anticoagulante por —-
4,5 ml de sangre, centrifugdndose a 2000 r.p.m. durante 5 mi
nutos, Para 12 obtencién del suero (utilizado en la determi-
nacidn de las transaminasas), se tomaron 4 ml de sangre y ge
centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 10 minutos, . ‘

Ias pruebas de coagulacién que e llevaron a cabo fue—-
ron las egiguientes:

A, Tiempo de Protrombina (TP),

B, Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (TTPA).
C. TMiempo de Trembina (TT),

D, Titulacidn del Fibrindgenoc.
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Ias pruebas de coagulacidn fueron realizadas de msnera -

gemiautomdtica mediante el uso del Fibrémetro. Egte aparato -
cuenta con los siguientes componentes:

a.
b.

Ce

d.
Be

f.

e

h.

i.

Switch de encendido y apagado.

Luz indicadora que ee enciende cuando sge ha alcanzédo -

la temperatura de 3700.

Un crondmetro gue indica el tiempo transcurrido para la

formacién del codgulo. D4 lecturas en segurdos y décimas
de eegundos,

Un botén que retorna log digitos a 000.0

Seis celdillas en las que el plasma & reactivo son ccle
cados & fin de precalenterse a 3700,

Tna celdilla central donde se lleva & cabo la reaccién’

de la mezcla del plasma gque estd giendo testado.

Un par de electrodoe que mediante el movimiento de uno!

de ellos hace posible la mezclé del plasma con el reac-

tivo cada mitad de segundo hasta formacidn del codgulo.

Barra que detiene el cronémetro cuando la pipeta automd
tica no es usada,

Contacto para la conexidn de la pipeta automdtica cuan-

do es utilizada.

Junto con el fibrémetro, se cuenta con otros aditamentos

taleg como:

Fequeflas copas para 18 colocacién del plasma § reactivo,

mismas que irdn en las celdillas del fibrémetro.

Fibro-tip: Pequefia pipeta que ge agrega a la pipeta auto

mdtica,

Pipeta Automdtica, que cuenta con:

a. Cable de contacto con el fibrdmetro.

b. Disparador del plasma § reactivo contenidos en el i
bro-tip. También puede hacer la operacidn inversa.

.¢. Calibrador para tomar, a través del fibro-tip, 0.1 &

0.2 ml (seglin se requiera) de rlasma o reactivo,
d. Switch para la activacidén de log electrodos del fibr{
metro una vez expuleado el contenido del fibro-tip.
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b,

Ce

d.

2,
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4. TIENPO DE PROTROMBINA

Mueetra:
-~ Flagme citratado rico en plaguetas del animal experimen-

tal.

- Plaema citratado rico en plaquetas del animal teetigo.

Mantenerlos a 4°C por no mas ge 2 horasg,

Reactivo: _
- Tromboplastine tisular (Lavoratorio LAFON),

-~ Cloruro de Calecio 0,02

Equipo:

~ Tuboe de 10X75 mm.

~ Bafio marfa a 37%,

- Bafio de hielo,

- Fibrémetro con pipeta automdtica.,

Procedimiento:

1‘

2,

3.

4.

Kezclar cantidades iguales de tromboplastina més cloru-
ro de calcio, '

Se pipetean 0,2 ml de 1a mezcla y se depositan en un fi
tre-tip y de akhf incubarles & 37° durante 3-5 minutos.
Se incuba una pequefia cantidad de plagma a probar a -
37°% por 2-3 minutos.,

Se agrega 0,1 ml de plasma a la copilla que contiene la
mezcla y g€e pone en marcha el fibrémetro hasta forma w—
cibn del codgulo. Estas pruebas se hardn por duplicado.

’ i
B. TIEVPO DE TROMBOPLASTINA FARCIAL ACTIW@A

Mueetra:
-~ Flaema citratadi rico en plaquetas del animal experimen—

tal,

- Plusma citratade rico en plaquetas del animal teetigo.

Yantenerlos a 4% por no mas de 2 horas,



b. Reactivo:
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- Tromboplaetina Farcial Activada (Iab. LAFON). Liquido.
=~ Cloruro de Calcio 0,025M (I2b. LAFON),
Anbog vienen ya mezclados.

Co Equipo:
- Tubos de 10x75 mm,
- Bafio de hielo.
- Bafio marfa a 37°%,
~ Fibrémetro con pipeta automitica,

.d. Procedimiento:

1.

2,

3.

4.

Incubar una cantidad suficiente de Cloruro de Calcio -
0.025M a 37°%.,

FPipetear 0.1 ml de plasma (experimental § testigo) y -
depositarlo en la cépilla,

Pipetear 0,1 ml de tromboplastina parcial en la copilla'
que contiene el plasma a testar, '

Mezclar el contenido suavemente e incubarlo a 37% por!
5 minutos como mfnimo.

Tranecurrido ese tiempo, pipetear 0.1 ml de cloruro de
calcio precalentado y agregarlo a la mezcla de Pla=ma/
Tromboplastina Parcial-Calcio, poniendo en marcha el fi
brémetro hastae formacidn del codgulo,

Ias pruebas ee hardn por duplicado.

C. TIENTO DE TRONBINA

a, Mueatra:

~ Flasma citratado rico en plaguetas (experimental Yy testi

ﬂ'o)o

Mantenerlo a 4°C por no mas de 2 horas,

b. Reactivo:
~ Trombina humana (Fibrindex, lab. ORTHO DIAGNOSTICS), Am-

pula de 50U0/ml,

- Solucién Salina al 0, 85p°
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¢. Equipo:

Tubosg de 10x75 mm,

Baflo marfa a 37%,

Bafio de hielo.

Fibrdmetro con pipeta automftica.

d. Frocedimiento:

1. Se pipetean 0.2 ml de trombina diluida.

2, 3e adiciona 0.1 ml de plasma, contendoge inmediatamente
el tiempo que tarda en formarse el codgulo. .
Las pruebas se hardn por duplicado.

NOTA: Ia Trombina de 50U/ml se diluye con solucidn salina’
~ al 0.85% hasta obtener tiempos en una mezcla de plag

mag normales que oscilen entre 18 y 23 gegundos.

D. ITITULACION DEL FIBRINOGENO

8, Muestra: )
— Flasma citratado rico en plaquetas del animal experimen—
tal & testigo.

b. R2activo: Ninguno,

c. Equipo:

~ Tuboeg capilares,

~ Tubo de 12x75 mm,

- Bafio de agua a 56%

- Mechero de Bunsen,
Microcentrifuga,
Cuadricule milimétrica,
- Lupa,

d. Procedimiento:

1, Se marca un tubo capilar a 4 cm ¥ se llena con plasma -
hasta dicha marca; luego ge cierra a la flama de un me-
chero comenzando con el extremo opuesto al que ge llend.

2, 21 tubo capila: ge introduce en un bafio de temperatura!'



constante & 56% dentro de un tubo de 12x75 mm.

3+ Se deja incubando 15 minutog, .

4. Transcurrido ese tiempo se centrlfuga el capilar por 3
minutos en una microcentrifuga.

5. la lectura ge hace gobre cuadricula miliméirica uvili-
zando ungd lupa,
La altura del fibrindgeno y del plasma se miden en mm.
Esta debe hacerse inmediatamente &l terminar el tiewmpo
de centrifugacidn.
Para obtener el resultado del fibrinbgeno se aplica la
giguiente férmula: '

Altura del Fibrindgeno en mm x 100

= Fibrinocrito
Altura total en mm

Fibrinocrito x Factor de calibracidén = Fibrindgeno.

NOTAS: E1 factor de calibracidn equivale a 54,7
El fibrinégeno se mide en mg/dl.

MEDICION DE TRANSAMINASAS

Para la medicidn de les transaminasas, ee utilizaron'
reactivos ALT—optimiZédo»(Alanina—Aminotransferasa) y AST-
Optimizado (Aspartato-Aminotransferasa), de Beckman Instru
ments Inc (1982). Loe reactivos fueron preparados conforme
8l instructivo anexo al kitt.

Se utilizé un espectrofotdémetro Coleman, Junior II, -
calibrdndose a una longitud de onda de 340 nm, temperatura
de incubacidn 25°%, y como medida Absorvencia. Esta dltima
ge leyd y regietrd a intervalos de un minuto por 3 minutos
(3 lecturag), Fosteriormente se calculd el promedio de cap
bio de abgorvancia por minuto ( A/min},

Ia actividad de ALT se calculd como gigues

32
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ALT (UL/1) = poenfBin . x T& x 1000

ALT = Aminotransferasa, A

UI/L = Unidades Internacionales por litro.

AA/min = Fromedio de cambio de absorvancia por minuto.

Abgortividad = Absortividad milimolar del NADH a 340 -
. rm o= 6,22

Volumen total = 1.75 ml.

Volwnren muestra = 0,25 ml,

'
Va

La férrula anterior equivale a
ALT(UI/L) a 340nm = “‘omin x %—-}g % 1000 =AA/min x 1125

NOTA: A A/min se obtiene restando a la lectura méxima
la minima y dividiendo el resultado entre 3.

Log resultados de todag las pruebas se analizaron esta--
dfeticamente mediante la "T" de Student.

Irmediatamente deepués de extrafdas las muestras de san-
gre, lag ratae fueron perfundidas por via intracardiaca me --

diante un catéter al ventriculo izquierdo y un corte & nivel!
de la aurfcula derecha para pasar las soluciones "A" y "B":

SOLUCIOKR "A" (Solucidn Lavadora):
- Amortiguador de fosfato 0.1 M.
— Heparina 1000 UI/1000 ml de solucibn,
- Procaina 1 zr/1000 ml de solucidn.
-~ Cloruro de Calecio 0,001 M, 1 gota/10 ml de solucién,
(Se ajustd 1a oemolaridad a 290-300 mosm, con sacarosa),
El pH fué de 7.3-T.4
SOLUCION "B"™ (3olucidén Fijadora):
- Amortiguador de fosfatos 0.1 N.
- Glutaraldenfdo al 2.5%.
(Ia osmolaridad se ajustd a 350-375 mosm,). E1 pH fué -
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de 7.3-704

El método de perfusidn utilizado fué el de Feria Velasco
¥y Karnoveky, con una presidn de 1.4 metros. Ia Solucidn "A" -
fué infundida por espacio de 2-3 minutos; la Solucién "B" por
10 a 15 minutos, Deapués de esto se realizd la extraccidbn del
higado sometiéndose &ste a una poet-fijacién en la Solucidn -
"B" por espacio de 1,30 horas,



. RESULTADOS
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1, Evaluacidn Enzimitica

la TGP se encontrdé aumentada a los 60 y 120 minutos, ddn
donos un 20,35% y 35.53%de incrementao respectivamente en rels
eidn a log testigos. Si bien gréfiéamente ge obgerve también'
un incremento a los 30 minutos, éste no es estadisticamente -
gignificativo (Grdfica No., 1). .

La TGO mostrd un patrén de éomportamiento perecido al de
le TGP, pero los resultados obtenidos no fueron estad{stica—-
mente significativoa (Grdfica No. 2).

2, Pruebas de Coagulacidén

Entre los pardmetros de l1la coagulacidn estudiados, el TP
mostrd modificaciones en todosz los tiempos ensayados (30, 60,
120 y 480 minutoe) pero log estadisticamente significativos -
ocurrieron a los 30 minutog con un 5,15% de incremento en re~
lacidén al testigo, y de 8.51% a los 60 minutos (Grdfica No.3).

En el TTP pudo ser observado el'comportamiento mig claro
de incremento, pero los estad{sticamente significativos ocu~~
rrieron a loeg 30 minutos con un 0,60% de incremento y 5.47% a
los 60 minutos en comparacidn con el testigo (Grdfica No., 4).

En el TT no hubo alteraciones en log tiempos estudiados!
al mostrar una uniformidad grdfica y estadistica en compara—
cibén con los testigos (Gridfica No. 5).

Aunque en la Titulacién del Pibrinégeno la gréfica ten—-
did a elevarse a logs 60 y 4B0 minutos, estos resultadog no —-
gon estadigticamente gignificativos (Grdfica No, 6),

3, Hallazzos Histopatoldezicos

Bl higado mostrd cambios depeneratlvos al compararlo con
'tra los testigos a los 30, 60, 120 y 480 minutos post-inyec -~
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GRAFICA No, 1: Medicidn de la TGP en los diferentes tiem-
pog estudiados, Los estadisticamente significativos ocu -
rrieron a los 60 y 120 minutos (20.35% y 35.53% respectiv,)
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GRAFICA No. 2: Meeicién de la TGO en loe diferentesn tiempos
egtadladoe. Ninguno fué estadfeticamente gignificativo,



38

uneaa a2

GRAFICA No. 3: El TP mueetra incremeito en todos log tienpos
estudiados, peroc los de significado eetadfstico ocurrieron a
los 30 (5.15%) y 60 minutos (8.51%). ‘
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4: El TTP muectra el incremento general més cla

ro. Estadietlcamente, los de significancisa ocurrieron 2 log
30 (0.60%) y 6V winutos (5.474).
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L

: En el TT puede apreciarse la uniformidad gréfi-

ca y eetadfstica en todos los tiempos estudiados.

GRAFICA Wo.

oewmYRTLA
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Fibrinogeno

GRAFICA No., 6: En la titulacién del fibrinégeno no hubo re-.

gultados estadfeticamente gignificativos,
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cion,

A los 30 minutos se obsgerva ya palidez del citoplasma
en doende tabién ee aprecian pequefias vacuolasg, El nicleo -~
aparece contraido, redondeado y de una tonalidad oscura, -
gin distincidén total del nucleolo (Fig. 2).

A loe 60 minutosg se aprecia una pérdida (aunque ini -
¢ial) en la uniformidad de los cordones hepdficos, mayor -
palidez del citoplasma y un ndmero creciente de vacuolasg,!
Si bien el ndcleo presenta el mismo aspecto que el tiempo!
anterior, en algunas células ee observa a un lado de su po
gicidn central (Fig. 3).

A loe 120 minutos se observa el cambio mde drédstico,!
en donde lae peguefiag vacuolas ge hag fusionado para dar -~

.1ugar a grandes espacios amorfosg. “e ha perdido totalmente

la citoarguitectura, no alcanzédndose e diferenciar el aco-
modo en cordones de los hepatocitos (Fig. 4).

Es ya a los 480 minutos cuando el higado tiende & re-
tornar a su morfologia normal aungue adn ee observen vacuo
las citoplaemdticas y algunos ndcleos contrafdos, diferen~
cidndoge ya en la mayoria de ellos los nucleolos (Fig. 5).

Cabe geffalar que las Células de Kupffer no mostraron'
cambios morfoldgicos aparentes en los animales experimenta
lesg.

Los_resultadoé obtenidos de log animaleeg tratados con
SSI no mostraron alteraciocnes en todas las pruevbas realiza
das (evaluacién enzimftica, pruebms de coagulacién y hallaz
gos histopatoldégicos), asemejéndose a log obsgervados con '
los testigos.
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SECUEFRCIA CRONOLOGICA DEL EFECTO TCOXICO
DEL ROJO DE RUTENIO SOBRE LOS HEPATOCI~
TO5 VISTA A 200 y 450 AUMENTOS. TECNICA:
HEMATOXILINA-EOSINA.

PIGURA 1: Testigo.

Dieposicién radial y en cordones de log hepatoci-
toe a partir de la vena central, Célula hepdtica poli~
gonal con ntcleo esférico y nucleolo. Células de Kupf-
fer con tonalidad mds obscura y localizada cerca del -
borde externo del hepatocito.

PIGURA 2: Experawentael 30 minutos.
Citoplasma pdlido y vacuolado. Nicleog picnéticos.

FIGURA 3: Experimental 60 minutos.
Pérdida inicial de la disposicibn radiade. Némero
creciente de vacuolas citopldemicas, Células de Kupffer
aparentemente normales,

. FIGURA 4: Experimental 120 minatos.

Grandes egpacios amorfos en el citoplasma, Desplaza
miento de algunos ndcleos picnéticos hacia la periferia?
de la célula. Células de Rupffer aparentemente normales,

FIGURA 5: Experimental 480 minutos.
Tendencia a la normelidad.
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Loe resultados aportados por este estudio demueetran
gue el Rojo de Rutenio tiene un efecto téxico directo so-
bre log hepatocitosg.

Pué relevante la relacién estrecha entre los cambios
degenerativos hepdticoe y loas pardmetros enzimdticos y de
la coagulacién ocurridos a log 60 y 120 minutos post-inyec
2iér, a:{ como también la tendencia a la normalidad que =
gucede ya a log 480 minutos.

Si bien eg.cierto que el éitio de mayor importancia’
‘para la traslocacién del calcio ege encuentra localizado -
en la mitocondria (3), el contacto continuo del RR con la
membrana plasmitica puede resultar en un efecto de nota -
ble repercueidn como a&lteraciones en el gistema microfi -
brilar (estructuras calcio dependientes) y sobrevenir el!
desequilibrio ibnico (intra y extracelular) seguido de de
generacidn., '

Aunque ege tiene el conocimiento de que el RR tiene -
une pobre penetracidn en el tejido sblido (22) por ser un
compuesto de alto pesgo molecular (24), sf provoca un esta
do de degeneracién hidrépica y grasa que puede afectar -
los sistemas enzimdticos y bloguear la conjugacidn y la -
excrecidn de la bilirrubina, § la rejurgzitacidn de la bi-~
lirrubina conjugada hacia la sangre, E1 dafio hepdtico se'
acompafla entonces de valores incrementados de TGPS Yy TGOS
aef como de hipoprotrombinemia (29); el fibrinégeno se ——
mantiene normal ya que es elaborado en las células de —-=
Kupffer (12, 20, 39).

Cabe recordar que el complejo bilirrubinsa-albimina -
no puede atravesar el filtro glomerular ¥ por lo tanto no
eg eliminado con la orina, La bilirrubina conjugada es hi
drosoluble, se elimina con la orina y no esg téxica para -
lag células. En cvambio, la bilirrubina no canjugada es in
goluble en agua, pero es capaz de disolverse en los 1ipi-
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dos complejos del tejido nervioso (29).

Egtos experimentos nos pueden conducir & pensar que la
bilirrubina no conjugada pudiera tener otros "blancos" como
el propio endotelio vascular y dar como resultado una pogi~
ble alteracidén en la elaboracién del F.VIII y fallas en el'
. gistema fidrinolitico (12),

Como lo mencionan algunocs autores (1, 37), hubo anima-
les que mostraron debilidad muscular desde antes de los 3C
minutos post-inyeceidn, seguida de pardlisis fldecida y con~
tinuando algunoe de ellog con accesos convulgives a los 120
minutos 6 al manipularlog para la recoleccidén de la muestra
de sgangre. Estosg trastornosg nearomugculares pueden ger ex-—
plicados por el hecho de que el RR.ée introduzca al gistema
nervioso central por zonas carentes de barrera hematoencefd
lica § debilitadas por el efecto de la bilirrubina no conju
gada e interferir en el mecanismo de intercambio de la pare
ja sodio-calcio y la liberacidén de neurotranemisores (10),
§ que gea la propia bilirrubina quien penetre por las zonaeg
referidas,

Ez importante sefinlar que los cambios morfoldgicos —-—
drdsticos eucedieron a los 120 minutog y ocasionaron gélo -
un estado degenerativo sin llegar a la necrogis, por lo tan
to de orden reversible, '

Deben llevarse 2 cabo mis investigaciones para hacer - .
medicién del posible incremento de las bilirrubines (conju-
gada ¥y no conjugada) e incluso egeparar por cromatografia —-
lae fracciones del RR capaces de inducir el efecto téxico.
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Estos resultados sugieren gue al parecer el rojo de
rutenio tiene un efecto téxico directo sobre la cé-
lula hepdtica, pero de orden reveraible.

Loe pardmetros de las transaminasas, coagulacidén y

hallazgos histopatolégicos coinciden & los 60 y 120
minutos, en cuyos tiempos el dafio hepdtico morfold-
gico se ve reflejado por el iacremento en la TGP -
aef como también en el TP y ITP. A los 480 minutos

ye hay una tendencia & la normalidad.
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. VIDA
o MEDIA LUGAR DE
FACTOR ° (HRS) ' REF SINTESIS
I ~ Fibrindgeno 60-90 (12) Cel, de Rupffer
96-120220; Plaquetas
36~76 (39
I1 Protrombina, Pretrom- 72-96 '
bina, 65-90 Higado
67-106
111 Tromboplastlna tisu~ Pregsente en la
lar, mayorfa de los
tejidos; prin-
cipalmente en'
Pulmén y Cere-~
bro.
v calcio
v Factor 14bil, Proace- 15~24
lerina, 15-24 Higado
15-24
Vil Factor estable, Procon 4.6
vertina, Autoprotrombl 4-6 Higado
na I. 1.6~5 -
VIII F. Antihemoff{lico, Glo 10-18 Higado, Bazo,
bulina Antihemof{lica, 10-12 SRE, Rifién (?),
F. Antihemofilico A, - 9-18 Endotelio vascu
Cofactor leqaetarlo I lar, llegacario-
cito (?%.
IX F. Chirstmas, Componen 18-30 Higado
; te plasmdtico de la — 18-30
tromboplasblnz P, An—- 20-24
tihemofilico B, Auto~—
protrombina 1I Cofac~
tor plaquetario 1X.
X Factor Stuart-Prower, 48-60
Autoprotrombina I1I, 40-60 Higado
34-517 '
X1 Antecedente de la -~ 60
tromboplastina del -~ 45-60 Higado
) plasma, F. Antihemofi 62 .
i lico C. ‘
N v
; XII Factor Hageman 50-~70
. 50-70 Higado (?)
‘ 48-52
- XIII F, estabilizante de ~ T72-96 Megacariocito,
N la fibrina, F. de Iaki~ T72~120 Higado, Bazo,
Lorand, 108-148 Utero, etca

U

F. Fletcher (precalicreina)

F. Fitzgerald (quininfgeno de alto

peso molecular)

F. Pasgovoy
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., HEMOSTASIS " -

R Kininégenoe — el 1§ 1N nAE

Prekalicreins esmmmescecmewymialicre{na

. o _ ' Coldgena '
[FACTOR XI} _ _ {;_ Quimicos

*=F, XIIa - [FAGTOR XI1|
> f tFosfolipidos

24
Ca + F, XIa ' | Superficies

Carga eléctrica FACTOR IX| Flasmina

Otros factores |

4Colégena 7 F. IXa =i
Trombina —

[FACTOR VIII| wemiin
ADP —=PLAQUETAS —oF.Platelar 3 -=wiw Cofactor von Willebrand
? 0 l 2 . . N E
' Endotoxina+ f; tE pi}lg}ggfngalclo s |
' Drogas J o AZ~AC

: : - 3 Trombina inactiva
H {Tromboplaetina Complejo ITI-AT

, E Tisular
i '* P.III

R e £ (L e 3

- Antitrombina IIX |
i ok i (Cofactor Heparina) :

7 JPACTMOR VITL  P.VIIe ——

f}} : ' Iones Galcio == | [-Otras viae LComplejo inactivo
Eq\‘\ ‘ r—__ﬁ ‘
S : :

P \ f - F,Xa
, N [PacTcr x| «—[FACTOR V|
' #—Factor Plaguelay 3 '

{

a - .

b : : . { ®=Tones Calcio

| L =
= IProtrombina! e TTOMbing ?';‘”“‘"ﬁ e

Sietema Intrinseco. e

Monémero Fibrina

Sistema Extrinseco - : 'b
’ . . ) ,
via Cont | ' l Plaemina —FDP
Plaquetas —] o jg y
" Inhibidores — . Polimero Solvo Fibrina
Fibrinélisis — [FAGTOR X111  JUp— ’ &

Coagulo de{PFibri
na Insoluble

Plasminégeno

r
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Se realizb este estudio con el fin de comprobar gi el
Rojo de Rutenio pudiers tener un efecto tdéxico directo so-
bre los hepatocitos e interferir indirectamente con 1los me
canismos de 1la coagulacibn, Fara ello se utilizaron ratas!
adultas Sprague-Dawley Macho y se formaron grupoz tanto ex
perimentales como testigos. A los animales experimentales!
ge les inyectS i.p 20 mg/kg de RR y a los testigos solucidn
.galina fisiolbgica, De ambos grupos se obtuvieron suero ~-
ganguineo para medir la actividad de las transeminasas glu
tdnico~-pirdvica (TG0) y glutdmico oxalacética (TGO), y plag
ma para determinar el TP, TTP, TT y Fibrindégeno. Todos es-—
tos estudioe se realizaron a los 30, 60, 120 y 480 minutos
post-inyeccién del RR o la SSI. Despudés de la recoleccidn!
de lae muestras se realizé la fijacidn por perfusidn intra
cardiaca para la obtencién de loe higadosg y su estudio mor
foldzico en microscopia éptica.

La TGP ee encontr$ aumentada 2 los 60 y 120 minutos.
La TG0, si bien mostré lag miemas modificaciones, égtas no
fueron ~etadisticamente significativas.

Para el TP y TTP, loe tiempos estad{sticamente signifi
cativos ocurrieron a los 30 y 60 minutos, y a los 60 y 480
minatos para el Fibrindgeno. Bl TT mostrd uniformidad gré-
fica y estad{istica,

El higado mogtré cambios degenerativos ya a partir de
log 30 minutoe, ocurriendo los méa drdsticos a2 los 120, y!
tendiendo & la normalidad a los 480 minutos,

Con todo ello se llega a la conclusidn de gue el RR =~
tiene al parecer un efecto téxico directo eobre la célula’
hendtica, que se wanifiesta por el incremento de la TGP y°

12 modificacién de los pardmetros de la coagulacidn equi -
eetudiadost



BIBLIOGRAFIA




4.,

T

. BENJAMIN, .M.

57

ARAUZ-COIITRIERAS, J.; GOMEZ-PLASCENCIA, J. ; FERTA-VELASCO,
A, Indvction of Flaceid paralvsis followed by seizure ac

tivitv by meens of general aodministration of R uthenium -
2ed to ndwlt rets. Arch.Invest. Méd. (Méx.), 19823 13 (4)=

271-2717.

ARAUZ-CONTRERAS, J.j; ORTIZ, G.G.; FERIA-VELASCO, A.: Bu -

3
thenium-induced red blood cell agglutination in the rat..

Ir vivo ard-in vitro siudies. Arch. Invest., ¥Méd. (Méx.),
5843 15 (2)r 157-168.

=

ASH, G.R.y BYGRAVE, F.L.u Ruthenium Red as a probe in as-
sesins the potential. of mitochondria to control intrace -
1lular ezleium in liver, FuBS. Letiers, 1977; 78 (2): 166-
1683, ’

BAUX, G.; SOLONHRAU, Me.; TAUC, TLi.:: Blocking z2ction of Ru-

thenium Red on cholinergic 2nd non-cholinergic synansess:s

nossible involvement of siflic acid-continine substrates
in reurntronemission. Brain Res., 1975; 152: 633-638.

. Monual de Patoloﬂin Clinica en Veterina -~
ric. Limusa, México, D.TF.. (Mém), 1584, 275, 284-285,

BROWH, B.A.: Hematology:: Princinles and Procedures. Third
Edition., Lea and Febiger, Philadelphia (EUA); 1980. 113-

119; 127-138.

CARA?OLI, B.; SACKTOR, B.: The effects of Ruthenium Red

?

on reactions of Blowflv flisht muscle mitochondria with
calcium. Biochem, Biophys. Res. Commun., 1G672; 49 (6)::
1498-1502.




9.

10.

11.

13,

14.

15..

16..

58
PISKUM, Ge..; COCKRELL, R.S..: Ruthenium Red sensitive and in

sengitive czleivm transsors in rat liver and Ehrlich Asci-

tes jumor cell mitochondria, FEBS Letters, 1978; 92 (1)=
125-128.

GANONG, W.PF.: Manual de Fisiologia Médica...7a. Edicidn. EL
Menual ¥oderno, México, D.P. (#Méx); 1979. 434-435.

DODDARD, G.A.; ROBINSON, J.D.: Upterke and relense of cal-
cium by rat brain sinoptosomes. Brain Res., 19763 110
331-350,

GR&U, H, y WALTER, P.: Histologfa y Anatomia Microscdpica

.Comparada de los linmiferos Domésticos. Labor, Barcelona

(Esp); 1975. 109-111.

GRUFO CCQOPERATIVO LATINOAMERICANO DE HEMOSTASIS Y TRONBO-
SIS. Eemorragia y Trombosis. Instituto exiecano del Sesu-
ro Social, México, D.P. (Héx); 1981. 221-241; 309-221.

UYTOH, A.C.: Tretado de Pisionlogia Médica. Quinta ®dicidn
GUYTON, A.C.: Tratado de Pisiologfa M
w

Interamericana, México, D.F. (Méx); 1976. 930-938.

HARPER, H.A.: Menual de Guimica Pisioldgica, Ta. Edicidn.
El Eanuml KModerno, México, D.F. (Wéx); 1980. 89.

Iro, ¥.; PUJITSUKA, N.; KOMATSU, Y,: Effects of Ruvhenium
Ioms on ihe sensory terminal dischorcses of the Frog mms -~
cle snindle. RBrain Res., 1983; 276: 277-288,

JUNG, D.%W.; BRIZRLEY, G.P.: Ruthenium Red-induced loss of

X" from uncounled heart mitochondrin, Biochen.
Biophys. Res. Commur., 1982; 105 (2)u 432-438.

matrix K




17.

18.

20.

aN]
N

23.

25.

59

KiJIXAWA, K.; NAKAWISHIL, T.; HORI, I.; MATSUDA, Y.; KONIO,

¥.: Tlectron microsconic observation on conective tissues

vsing Ruthenium Red staining, J. Elec. Hicros., 197035 19
(4): 247-354.

FLEINEKE, J.; STRATHAN, P.W,: Calcium transnort in isols-
ted rzt henztocytes. FEBI Tetters, 19743 43 (1): 75-80.

RCLB, ZE.: Tiziologia Veterinaria. Volumen 2. Acribia, Za-
ragoza (Bsp); 1976. 674-689.

KRUPP, M.A.; PIERNEY, L.Me; JAWETZ, E.; ROE, R.L.; CAMAR-
GG, C.A.: Nanusl de Diagndstico Clinico y de Laboratorio,
72. RAicibén. ¥l Manual Woderno, México, D.F. (Méx)s 1935,
180, 225. ‘

LUTHRA, R,j; OLION, M.S.: The inhibition of ecalecium untake
~rd veleace by rat liver mitochondriz by Ruthenium Red..
FEBS Letters, 1977; 81 (1) 142-146.

MARTINEZ-PALOXO, A.: Surface coats of animal cells. Int.
Rev. Cytol., 1970; 29::29-75.

KuSZAROS, L.Ge; TKEMOTO, N.: Ruthenium Red and Caffeine
affect the Ga' —ATPace of the Sereoplesmic Reticulum..
Biochen. Bicphys. Res. Commun., 1985; 127 (3)2: 836-842.

v D - s ot sy ivias . Tt ++
.MOORE, CuTies Specific innibition of mitochondrial Ca .

transnort by Ruthenium Red. Biochen. Biophys. Res,
Commun., 1971; 42 (2): 298-305.

NIGGLI, V.; GAZZOTTI, P,: CARATOLI, E.:: Experiments on

the mechrnism of the inhibitions of mitochondrial catt

3+ . . . .
fronevnort by 727 ond Ruthenium Red. Euperientia, 1978;

34 (9): 1136-1137.




26.,.

27..

28,

30..

31..

32.

33.

34.

60

PENHER, J.A.: Blood Coarulation Loboratory Manual. Depart-
ment of postgraduate medicine and health professions educa
tion the University of Michigen Kedical Center. September,
1979. 2-21; 23; 65-663 69-T1l; 93-94; 116-119; 230,

RIGONI, F.; MATHIEN-SIIRE, Y.; DEANA, R.: Effecct of Ruthe—
nivm Red on caleium efflux from rat liver mitochondria.
FEBS Letters, 1980; 120 (2):,255—258.

RI774, CHeR.: Clinica Hematolégica. vol. T/Num. 1. Salvat
Editores, Barcelona (Esp), 1980. 1-22. ‘

ROBBINSON, S.L..: Patologia Estructural y Funcional. Inter
emericana, México, D.F. (Méx); 1975. 31-33. '

ROSSI, C.S.; VASINGTON, P.D.s CARAFOLI,. E.: The effect of

o e .
Bothenivm Red on the unitake =nd ro]eﬁ°e of Ca by mito -
chondria, Biochem. Biophys. Res, Commn., 1973; 50 (3):

846-852.

ROTH, Z.; DIKSTEIN, S.: Inhihition of Ruthenium Red-insen

. .. 44 . -
sengitive mitochondrial Ca release and its Pyvridine Nu-
clegtide uUQCiIiCqup Biochem. Bilophys. Res. Commun. ,

19823 105 (3): 991-996.

RUIZ, R.G.; JINEWEZ, V.T.: Técnicon ripide de microprecipi

?
tecidn en  tubo capilar mara determinscidn de fibrindseno.
Rev. Féx., Iab. Clin.; 1965, 17: 204.

SCHALM, O.W.; JAIN, M.C.; CARRCLL, E.J.: Vebterinary Hema-
Logy. 3rd. edition. Lea and Febiger, Philadelnhia (EUA);
1975. 284-300.

SCHWERZIIANY, K.; GAZZ0TTI, P.; CARAFOLI, E.: Ruthenium Hed
as a corrier of clectrons between external WADH and Cyto-

chrome C in rat liver mitochondrisz. Biochem. Biophys. Res.
Corwaun., 1976; 69 (3): 812-315.




35..

36.

37.

38.

39..

20,.

61

SWITH, R.L.; BYGRAVE, F.L.: Znrichment of Ruthenium Red-

N - +4 N P .
sensitive Co transnort in a2 nopulation of heavy mito -

chondris isolated from flisht-muscle of Tweils cunrina.
P35 Letters, 1973; 95 (2): 303-306.

SOBOTRE, J.; HAMNMURSEN, P.o Histologia. 2a. Bdicidn, Sal
vat Editores, Barcelonaz (Zsp); 1982. 132-137.
TAPTIA, R.; WEZA-RUIZ, G.; DURAN, L.; DRUCKER~COLIN, R.R.:

Convulsions or fleceid naralvsis induced by Ruthenium Red

denendins on rovte of sdministration. Brain Res., 1976;
116: 101-109.

UTSUMI, K,; ODA, T.: Ruthenium—Red induced cell azcgluti-

notion and surface eglveonrotein and mucopolysscecharide.
Jd. Cell Sei., 1973; 13: 901-911.

WILLIAKS, W.J.; BEUTLER, E.; SRSLEV, A.Jd.; RUNDLES, R.Wa:
Hermatologin. (TOMO II). Salvat Bditores, Barcelona (Esp);
1975. 1075-1110.

YU, S.Y.; LAI, S.E.: Structure of aortic elastic: fiber:

An electron miecrosconic studv with snecial reference to

staining by Ruthenium Red. J. Elee, Micros.; 19 (4)«
362-370,




