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El Rojo de Rutenio [Ru(Nfu)y (OH)Cl.i} (24) es un coloran -
o 

te sintético, inorgánico, de aproximadamente 20A de diámetro 
(Lvft, 1968) 6 1.17 nm (Carrondo, Griffith, Hall; 1980)., Es­
te catión polivalente ha sido usado por largo tiempo como un 
colorante semiespecífico para pectinas en paredes celulares' 
de plantas. Luft (1964) encontró que cuando es usado con te­
tróxido de osmio, el Rojo de Rutenio (RR) se combina con ¡a• 
capa superficial externa de las células epiteliales intesti­
nales para formar un material electrodenso fácilmente visi-­
ble bajo microscopía electrónica. Una deoventaja importante' 
del método es la pobre penetración del RR en el tejido sóli-

. do. En general, una reacción uniforme es vista solamente en' 
la periferia de las células de epitelios de absorción, célu­
las epiteliales del alveolo pulmonar, y células endocapila-­
res, reacción limitada a· dos ó tres de las capas celulares -
más superficiales (22)., 

El .RR ha sido un marcador importante para la observa -­
ción del glicocálix celu~ar, determinando con esto el posi-­
blu pav~l que és~e j~3ga con la propia membrana y en la unión 
con las células circundantes. Además, con células de hepato­
ma ascíticas (AI1 130) tratadas con papaína pueden liberar -­
ciertas sustancias de unión con el RR a partir de la superfi 
cie celular, e incluso determinar los carbohidratos de tal -
euperficia: la primera fracción conteniendo hexosamida y ác.t­
do urónico, y la segunda con ácido siálico (38). 

Al est'udiar el R...'t junto con la Neuraminidasa, se encon­
tr6 que ambos tienen el mismo "blanco" que es el Acido Siáli 
co, situándose éste Último en la s~perficie interna de la -­
terminal presináptica e involucrándose entonces en la libera 
ción de neurotransmisores (4). 

E~- RR ha sido utilizado por la técnica de microscopía -
electrónica para la detección de algunos carbohidra tos, como 
el ácido mucopolisacárido, de la fibre elástica aórtica en _ 
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ratas neonatales {40), y de diferentes tejidos conectivos co­
mo el granuloma de carrageenin, tejido subcutáneo de ratas -­
adultas y neonatales, y mixofibroma obtenido de piel de h~­

no (17). 

Con el empleo del RR se ha podido estudiar el comporta-­

miento del calcio a nivel celular en hepatocitos, mitocondrias 

de hepatocitos y células tumorales ascíticas de Ehrlich en r~ 
tas. El calcio afecta numerosos aspectos del metabolismo cel~ 
lar, .y el transporte del calcio por la mitocondria es un fac­

tor importante en la regulación de la distribución intracelu­

lar de este ión (8). Los sistemas de conducción específicos -
para la traslocación del calcio están localizados en al menos 

tres fracciones celulares: 1\':i tocondria, IHcrosoma, y 1.Iembrana 
Plasmática¡ aunque· todos participan activamente en el control 
.del calcio celular, el RR inhibe específicamente el transpor­
te del calcio mitocondrial, teniendo poca influencia sobre el 

calcio dependiente de la membrana plasmática y nula sobre la' 
microsomal (3). 

Aunque todos los estudios concuerdan en que el RR tiene' 
influencia sobre el inlfujo, retención y/o aflujo del calcio' 
en la mitocondria, hay varias teorías en cuanto a cómo lo ha­
ce la propia mitocondria. Una de ellas dice que reacciona es­
pecíficamente con mucopolisacá~idos (en la forma de mucopro-­
teínas 6 muco 6 glicolípidos) y ser éstos el centro activo de 
los sitios de mediación del transporte de calcio mitocondrial 
(24); otra que el RR inhibe ese transporte de calcio al comp! 
tir con loa sitios de unión con el calcio sobre ó dentro de -
la membrana mitocondrial interna (25, 30); otra que oxidando' 
el piridÍn nucleótido específico (31, 34); 6 que causa incl~ 

so cambios en la estructura de la membrana (27); por intercam 

bio del calcio por hidrógeno (8); ó bien que controla el in-­
flujo pero no el eflujo de calcio previniendo la liberación -
del calcio acumulado que es medida por·la adición de un ani6n 
permeante, el fosfato (21). 
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Con estas experiencias, y para ampliar los conocimientos 
en otras estructuras celulares y especies animales, continuó• 
el estudio del comportamiento del calcio con la ayuda del RR' 
en vescículas del retículo sarcoplásmico (23), en mitocondria 
del músculo de la mosca Lucila Cuprina (7, 35), en mitocon -­
drias aisladas de corazón de bovino de carne (en donde el RR' 
indujo la pérdida de potasio endógeno con los mismos títulos• 
que con los que inhibía la unipuerta del calcio) (16), y en­
la membrana terminal del huso muscular de rana (en donde el -
RR modula los cambios de sodio y calcio) (15). 

La concentración de calcio libre en el exterior e inte-.:.. ·. 
rior de las neuronas es una determinante importante del fun-­
cionamiento del sistema nervioso. El potencial de acción del' 
nervio está asociado con el influjo de iones de calcio y la -
concentración de calcio intracelular también afecta la excit~ 
bilidad. Además, la liberación de neurotransmisores en la ter 
minal nerviosa depende del calcio, y parece ser disparada por 
una elevación en el .nivel de calcio citoplásmico. Gracias al' 
RR se llegó a la conclusión de que el influjo y eflujo de cal 
cio a través de canales de entrada y salida (membrana sensi-­
lll~ a la de¡;¡¡,>ola:dzaci6n) dependen de un mecanismo de inter-­
cambio de la pareja sodio-calcio (10). 

En ratones, el Ra administrado intracranealmente produce 

estatue epilépticos y convulsiones tónicas; en contraste, i.n­

traperitonealmente induce a parálisis flácida total despuée -

de varias horas. Los efectos son parcialmente bloqueados por• 

l.a administración simultánea de CaGl2. En gatos, la admi~is-­
tración intraventricular ó intrahipocampal produce a los po-­

cos minutos actividad paroxismal subclínica en todas las re-­

giones del cerebro registradas, y a las varias horas accesos­

epilépticos. Intraperitonealmente no afectó el EEG pero depri 

mió marcadamente la actividad muscular, luego de que el carb~ 

c0l pr0d1:tjc respuestas mioclónicas. Con ésto se demuestra el' 
{Jfecto del RR sobre el trans¡;orte ele calcio y la unión a las • 
membranas, y el papel de este catión sobre la liberación de-
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neurotransmisores (37). 

Mediante otro estudio se hizo cuestionable el fenómeno -
de barrera hematoencefálica al RR en ratas adultas, compa~ado 
por otros autore_e en ratones y gatos • .Después de la adminis-­
tración intraperitoneal a ratas adultas, se observó que bajo' 
la dosis de 20 mg/kg se indujo secuencialmente a debilidad -­
muscular, parálisis flácida, actividad motora atípica y acce­
so.s tónico-clÓnicos¡ con sÓlo 10 m,g¡'kg solamente fué observa­
da actividad motora atípica (1). 

Posteriormente se comprobó que el RR tiene un efecto 
aglutinante sobre los eritrocitos de ratas adultas, tanto in 

vivo como in vitro. Para los estudios in vivo, 20 mg/kg de RR 

administrados intraperitonealmente produjeron aglutinación 
progresiva .en relación con el tiempo transcurride:. In vitre,' 
ee observó aglutinación con concentraciones tan bajas como --
10.7 M, la que se incrementó proporcionalmente a la concentr~ 
ción del RR; la aglutinación fué reducida significativamente' 
cuando los eritrocitos fueron tratados con neuraminidasa • .Da­
do que el RR tiene una naturaleza policatiónica y que en las' 
superficies celulares predominan las cargas electronegativas, 
es posible suponer que pudieran participar ciertas interacci~ 
nes electrostáticas entre los grupos cargados eléctricamente• 
en la superficie celular y el RR en la aglutinación de los 
eritrocitos. Según ésto, el RR actuaría aparentemente como un 

ligando entre los glucocálices de los eritrocitos vecinos, 7 -

produciéndose así su aglutinación. Además, el RR también pro­
dujo modificaciones en la forma de los eritrocitos manifesta­
das por la formación de proyeccio.nes cíto11lásmicas cortas y -
gruesas ( 2). 

En base a estos estudios~ existen dos hipótesis que tra­
tan de explicar el efecto tóxico del RR sobre los distintos -
modelos biolÓgicos empleados. Y éstas son: 

a) Que en el eietewa nervioso central llegue a través de -
eitioe que carecen de barrera hematoence~álica. 

b) Que el RR se asocie al glucocálix, modifique y/o compi-
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ta por canales iónicos (calcio, sodio, etc.). 

Sin embargo, hay estudios (2) que sugieren que el RR po­
dría tener un efecto tóxico directo sobre las células. 

Bajo su cubierta peritoneal, el hígado. se encuentra ro-­
deado por la cápsula de Glisson que es más rica en el hilio -
hepático y que se introduce, junto con los conductos y vasos' 
heráticos, en el interior del 6rgano rodeando allí loa lobul! 
llos he!~ticos (unidad funcional básica). Estos lobulillos --

·son islotes poliédricos que se ordenan radialmente desde el­
cen·tro pero que se comunican netre sí a "modo de retículo limi 
tando a loe sinueoides. Los einusoides venosos están revesti­
dos de dos tipos de células: 1) Células endoteliales típicas, 
y 2) Células de Kupffer, voluminosas células reticuloendote-­
liales dotadas de prolongaciones, con poder fagocitarlo y mo­
vimientos ameboides. Entre las células endoteliales y las cé­

lulas hepáticas se encuentra un estrecho espacio llamado es~ 

cio de Diese (11, 13, 36). 

La célula hepática parenquimatosa de la rata ea ha estu­
diado más ampliamente quizá que cualquier otro tipo celular.• 

La célula hepática es poligonal y tiene un núcleo esférico -­
cen~:cr:..l con nucleolo bastante notable y citoplasma homogéneo. 
Son frecuentes las duplicaciones nucleares. Loe granos cito-­
plásmicos están formados por glicógeno, gotitas de grasa y -­

témpanos de bilirrubina pardo-amarillenta. Esta célula posee' 
loe organitos corrientes, con abundancia particular de mito-­
condrias y de retículo endoplásmico, uniforme y rugoso. El -­
aparato de Golgi se destaca de manera especial y a menudo es­
tá orientado hacia el espacio de Diese (11, 29). 

Se calcula que más de 500 actividades metabólicas se 
efectúan en una célula hepática. Las funciones básicas del hí 
gado pueden dividirse así: (9, 13, 19) 

1. Funciones vasculares, de almacenamiento y filtraci6n de 
eangr0. 

2. Fun~ión metabólica: 

a) iieg:.llación del metabolismo de los hidratos de carbo-
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no y grasas. 
b) :t.letabolismo proteico, entre los que se encuentran la. 

síntesis de casi la totalidad de las albúminas, y -
parte de las glob~inas'(la .mayoría de loe factores' 

de la coagulación). 
e) Participación en la reguiación del metabolismo horm~ 

na l. 
d) Formación de bilis mediante la conjugación de la bi­

lirrubina libre con ácido glucorónico y sulfuros. 
e) Función desintoxicante. 

Cabe recordar que la reserva funcional hepática es tan -
grande que el 80% del órgano puede encontrarse destruído an-­
tes de que se hayan detectado algunas anormalidades (5). 

Por otro lado, el hígado posee una enorme capacidad para 
aumentar la síntesis de proteínas. La resección del 80% de la 
masa de este órgano disminuye la producción de los factores -
de la coagulación únicamente al 50% de su valor inicial (12). 

Como todas las células del organismo, los hepatocitos -­
pueden manifestar cambios morfológicos que resultan de lesión 
no mortal llemadae degeneraciones. Con el microscopio de luz• 
se reconocen varios cuadros netos; a saber: Tu.'1lefacci6n celu­
lar,vacuolá.ción hidr6píca y metamorfosis grasa (29). 

1. Tumefacción cel~ar: Es el aumento del diámetro de las• 
células que resulta del desplazamiento del agua extracelular• 
al interior. La respiración aerobia, la síntesis de ATP y el' 
funcionamiento adecuado de la "bomba de sodio" se cuentan en­
tre las funciones metabólicas celulares más susceptibles. El' 
aumento de la permeabilidad de la membrana contribuye a la -­
aparición de la tumefacción. Este tipo de degeneración puede' 
carecer de efecto funcional importante. 

2o Degeneración vacuolar: Si el agua sigue acumulándose -­
dentro de la célula, la túmefacción ulterior se acompaña de -
aparici6n de pequeñas vacuolas claras ~n el citoplasma. No se 
acompaña de alteración nuclear, pero denota forma moderadáme~ 
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te grave de daffo celular. 
3. Metamorfosis grasa: Denota acumulación anormal de gra­

sa cuya cantidad no depende de la patogenia sino que mani -­
fiesta algún dezequilibrio en la prod.ucción, la utilizaciÓn' 
ó la movilización de grasa. Va precedida de tumefacción cel~ 
lar, a menudo anuncia muerte celular y, en muchas circunsta~ 
cias, ze observa en células adyacente::: a las que han muerto' 
y experimentaron necrosis. 

Existe una gran cantidad de prueba::: de laboratorio para­
evaluar la función hepática. Entre las pruebas enzimáticas -
que más se utilizan están: (5, 14, 29) 

A. Transaminasa glutámica pirúvica sérica (T~PS). 
B. Transaminasa glutámica oxalacética sérica (TGOS). 

Las transaminasas catalizan la transferencia de un gru­
po amino (1~~) de un ácido alfa amino a un ácido alfa-ceto ' 
formando un nuevo aminoácido y un nuevo cetoácido. 

TGP: cataliza la transferencia del grupo alfa-amino de' 
la alanina a ácido alfa-cetoglutárico produciendo la forma-­
ción de ácidos pirúvico y glutámico respectivamente. 

Las cantidades mas grandes de TGP se encuentran en las• 
cél<...la..; l:.epáticas de los perros, gatos y primates; y en pe-­
queña cantidad en el caballo, ganado bovino, oveja y cerdo. 

Un aumento en los valores de TGPS resulta por lo tanto• 
debido a un·daño hepático por: Necrosis hepática (por hepat~ 
toxinas), Congestión pasiva del hígado, Metamorfosis grasa • 
(con elevaciones normales a moderadas), Enfermedades especí­
ficas (Hepatitis Infecciosa Canina, Peritonitis Infecciosa -
Felina, neoplasias), Fármacos (Corticosteroides, estrógenos, 
andrógenos; Antibióticos: cloranfenicol, ampicilina, gentam! 
cina, lincomicina, eritromicina; Salicilatos). 

TGO: cataliza la transferencia del grupo alfa-amino del 
ácido aspártico a ácido alfa-cetoglutárico, produciendo la -
formación de ácido oxaloacético y ácido glutámico respectiv~ 

mente. 



9 

Las concentraciones más elevadas se encuentran en las cé 
lulas musculares, con cantidades ligeramente menores en el hí 
gado y en el músculo cardiaco; no es específica de un Órgano. 
En pequeñas cantidades también se encuentra en el rifión, pán­
creas, cerebro, y eritrocitos. 

Entre loa fármacos que causan aumento de la TGOS se en-­
cuentran los Salicilatos, Corticosteroides, Estrógenos, AndrQ 
genes, Antibióticos (eritromicina, lincomicina, gentamicina), 
Fenotiacinae, Anestésicos capaces de producir daño hepá.tico -
(cloroformo). 

El hígado es, al parecer, el Órgano más importante para• 
la elaboración de diversos factores plasmáticos de la coagul~ 
ción. 

La coagulación sanguínea puede ser descrita como una se­
rie de r~acciones en el que el producto de la reacción A es -
una enzima que cataliza la reacción B, y el producto de la -­
re~cción B es la enzima que cataliza la reacción a, y así 11! 
var a la conversión del fibrinógeno soluble en fibrina insol~ 
ble. La serie de reacciones puede ser denominada de "cascada". 

Los factores de la coagulación han sido asignados en nú­
meros romanos por el G.omité Internacional para la Nomenclatu­
ra de los Factores de la Coagulación ( 1962) (ANEXO I). Los -
factores están numerados de acuerdo a la prioridad de descu-­
brimiento y no a su lugar en la secuencia. Los factol'es s·on -
proteínas, con excepción del calcio (designado factor IV), y 

cada factor (excepto la Tromboplastina tisular ó factor III)' 
están presentes en el plasma. Los factores proteicos están 
presentes inicialmente en una forma ~activa ó precursora. Su 
activación asemeja la bien conocida pro-enzima-enzima de 
transición que involucra a las enzimas proteolíticae (33)o 

El proceso de la coagulación está dividido en dos siste­
mas: el sistema intrínseco y el sistema extrínsecoo Todos los 
factores requeridos por el sistema intríneec·o están conteni -
dos en la sangre; el sistema extrínseco cuenta con la trombo-
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plastina (factor III) que es liberada de las células y teji-­
dos dañados (~~O II)o 

El mecanismo de activación de la coagulación tiene tres' 
etapas importantes (6, 12, 28): 

1. La generación de la "tromboplastina" 6 "activador de la 

protrombina" ó "protrombinasa" o 
2. La generación de trombina. 
3. Ia formación de fibrinao 

1. Generación de la tromboplastina: 
El mecanismo extrínseco se inicia cuando la sangre entra 

en contacto con elementos tisulares; un factor tisular rela-­
cionado con los nucrosomas y las membranas celulares y coro -­
puesto por fosfolípidos y una fracción proteica, se combina -
en forna estequiométrica con el Factor VII (F.VII) y en pre-­
sencia del calcio iónico forma una enzima 6 complejo enzimát! 
co capaz de activar el F.Xo El F.X activado (F.Xa), que adqui~ 
re una importante actividad proteásica, formaría con molécu -
-las de fosfolípidos (plasmáticos y/o plaquetarios), calcio y' 
el F.V, un complejo activador 6 "protrombinasa" que actúa so­
bre la protrombina {F.II) y genera la trombina (F.IIa)o 

El nec~I;ismy intrínseco ocurre cuanüo la sangre tiene m.f 
nimo contacto con factores tisulareso Esta vía de activaciÓn' 
se inicia por la acción sobre el Factor Hageman (F. XII)·de­
superficies rugosas, colágeno, ciertos mucopolisacárídos 6 
ácidos grasos, plaquetas activadas, endotoxinas, etco, quemo 
dificando la conformación molecular facilitan su conversión­
en F.XIIa por diversas enzimas (calicreína, plasmina, F.XIa, 
tripsina, proteasas celulares, etc.)o El F.XIIa tiene una me­
nor solubilidad en medio acuoso y adquiere una actividad pro­
teásica que la ejerce sobre diversos sustratos plasmáticos, -
especialmente el F.XIo El F.XI se convierte entonces en F.XIa 
6 "Factor Contacto". El F.XIa continúa la reacción en cadena' 

activando el F.IX y transformándolo, en presencia de calcio,' 
en F.IXa. El F.IXa se une posteriormente al F.VIII sobre par­

tículas ó micelas de fosfolípidos (plasmáticos y/o pla~ueta -
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rios) y en presencia de calcio forma un complejo activador -­
del F.X, similar al referido en la vía extrínseca. El F.X sa­
fre una doble proteólisie para convertirse en F.Xa. 

2. Generación de la trombina: 
El F.Xa activado por la vía intrínseca 6 extrínseca 6 

por enzimas ex6genas como el veneno de vívora de Russell ó la 
tripsina es capaz, a su vez, de activar en forma directa a la 
protrombina (F.II), pero esta acción se acelera y aumenta maE 
cadamente (basta 20,000 veces) en presencia de F.V, fosfolÍPi 
dos y del calcio, con loe cuales forma un "complejo activador 
de la protrombina" 6 11 protrombinasa 11 , convirtiéndose el F.II 
en Trombina. 

3. Formación de fibrina: 
La formación de la fibrina sucede por la acción de la -­

trombina sobre el fibrinógeno. La molécula de fibrinógeno co~ 
siete de tres cadenas de polipéptidos. La trombina divide dos 
pequeños sobre cada lado de la molécula del fibrinógeno. El -
Fibrinopéptido A es liberado a partir de la cadena alfa prim~ 
ro por la acción de la trombina. Después, el Fibrinopéptido B 
es liberado de la cadena beta (por la acción de la trombina)• 
para producir el.monómero de fibrina. Estos monómeros de fi­
brina entonces ee polimerizan para formar un polímero de fi -
brina. (Los Fibrinopéptidos A y B están cargados negativamen­
te y deben ser removidos de la molécula del fibrinógeno a fin 
de que tome lugar la polimerización). El F.XIII, activado P?r 
la trombina y el calcio, convierte entonces al polímero de f! 
brina en un estado más estable al cambiar las uniones de hi -
dr6geno por enlaces covalentes. 

Los Factores de la Coagulación pueden ser divididos en -
tres grupos funcionales en base a sus propiedades. El grupo -
del P'ibrinógeno consiste de los factores I, V, VIII y XIILy, 
por consiguiente, están ausentes en el suero y presentes en -
el plasma. Los factores V y VIII son susceptibles a la desna­
turalización y son reducidos en cantidades en el plasma almac~ 
nado. La vitamina K no es necesaria para la síntesis.de estos 
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factores. Hay una concentraci6n incrementada de loe factores -
de este grupo durante una respuesta inflamatoria y en la pre -
fiez. El grupo de la Protrombina incluye los factores II, VII, 
IX.y X. La vitamina K es necesaria para su síntesis en el hÍg~ 
do. Los cumarínicos, que inhiben a la vitamina X, causan un d~ 
cremento en estos factores. Los factores VII, IX y X no son-­
consumidos durante el proceso de la coagulación y, por lo tan­
to, están presentes en el suero así como en el plasma. Estos -
fu.c toree sor .. bien pr€servados en el plas¡_:,a aln:acenado. El gru­
po de Contacto está compuesto por loe factores XI y XII; son­
relativamente estables, no son consumidos durante la coagula-­
ci6n y no dependen de la vitamina K para su síntesis. 

Es en la primera etapa de la coagulación 6 fase de contac 
. to en donde intervendrían algunos factores recientemente dese~ 
biertos, como son: El Factor Fletcher, identificado como una -
precalicreína plasmática; el ~actor Fitzgerald ó "cofactor de' 
la actividad de contacto", identificado como un quininógeno de 
alto peso molecular; y el l!'actor Passovoy. 

En el plasma existen sistemas de inhibidores 6 sistemas -
antiproteasas, siendo lo~ mejores caracterizados hasta el mo -
m,;nto 1:-s siguientes: Antitrombina I, II, III y VI; alfa-2-~ 
croglobulina; alfa-1-antitripsina; alfa-2-antitripsina; Proteí 
na c. 

La desaparición de la fibrina, una vez cumplida su misión, 

ocurre por diversos mecanismos, entre ellos su degradación por 
la fibrinólisis. La enzima activa en este sistema es la plasm! 
na, enzima proteolítica capaz de degradar el fibrin6geno, la -
fibrina, el F.V y el F.VIII. Normalmente la plsmina no se en -
cuentra en la sangre circulante pero está presepte en su forma 
inactiva, el plaemin6geno. El plasmin6geno es convertido a pla~ 

mina por activadores (enzimas proteolíticas)encontrados en pe­
queñas cantidades en la mayoría de los tejidos yen todos los • 

fluídoe del cuerpo, así como en la orina (el activador aqQÍ es 
denolilind.do urokinasa)o Se piensa que la trombina es activada­

por el plasminógeno también. Existe un equilibrio entre el sis 
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tema de coagulación y e 1 de fibrinólisis, aumentándose el seg~ 
do cuando el primero se ve incrementado. 

La coagulación puede ser evaluada por diferentes procedi·­
mientos. Los ensayos pueden incluir la función Vascular, Plaqu~ 
lar, de los Anticoagulantes (Inhibidores), de Fibrinólisis, de' 
los Productos de Degradación de la Fibrina, y el comportamiento 
de loa Factores de la Coagulación del Plasma. Entr~ estos últi­
mos están al Tiempo de Protrombina, Tiempo de Tromboplaetina -
Parcial Activada, Tiempo de Trombina, y Titulación del Fibrin6-
geno. 

A. TIEMPO DE PROTR011BINA: Esta prueba evalúa la eficiencia 
del sistema extrínseco de la coagulación al medir la formación' 
del coágulo plasmático en presencia de un exceso de extractos -
tisulareaal añadírsela cloruro de calcio. Se miden la protromb! 
na (F.II), F.V, F.VII y F.X, en presencia de Fibrinógeno. Apro­
ximadamente un 30% de la concentración de factores VII, X ó V -
proporcionan la suficiente formación de trombina para obtener -
'un valor normal en el tiempo de protrombina; si la concentra -­
ción de. alguno de estos factores se encuentra por debajo de es­
te nivel, la reacción puede disminuir y dar un tiempo de coagu­
lación prolongado. Son causa de ello: 1) Deficiencia heredita-­
ria de los factores I, IIs V, VII 6 X; 2) Terapia con warfari­
na; 3) Deficiencia de vitamina K; 4) Ciertas enfermedades hepá­
ticas; 5) Anticoagulantes circulantes (como la heparina, produ~ 
.tos de degradación de la fibrina, etc.); 6) Conslll!lo de loe fac­
tores I, II y V en el síndrome de coagu.lación intravascular. 

B. TIEJ\i.PO DE TROiviBOII.ASTIN.4. PARCIAL J....CTIVADA.: Se fundamen­
ta en la medición del tie.m.po de coagulación del plasma. en pre-­
sencia de una "Tromboplastina Parcial" (Cefalina) la cual sust_! 
tuye la acción del factor 3 plaquetario. El tiempo de qefa.lina• 
refleja la integridad global del sistema intrínseco de la coag~ 
lación, siendo especialmente sensible a los defectos de los fa~ 
tores qua intervienen en la primera fase, e insensible al F.VII, 
F.Plaquelar 3 y F.XIII. Son causa de un tiempo prolongado: l)D~ 
ficiencias congénitas de factores I, II, V, VIII, IX, X, XI, -­
Fletcher, Fitzgerald; 2) Terapia con warfarina; 3) Enfermedades 
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hepáticas; 4) Anticoagulantes circulantes; S) Consumo de factores 
I, II, V y VIII en el síndrome de coag~lación intravasc~ar. 

c. TIEMPO DE TROMBINA: Mide la tercera etapa de la coag~a­
ci6n, la conversión del fibrinógeno a fibrina (esto es, la habi­
lidad funcional del fibrinógeno). Este tiempo se altera por: 
1) Una deficiente concentración del fibrinógeno; 2) Un fibrinóg~ 
no anormal; 3) ?resencia de inhibidores de la trorobina (Antitro~ 
bina III, héparina, productos de degradación de la fibrina). Pu~ 
de estar normalmente prolongado en el recién nacido y en el míe­
loma múltiple (la glob~lina anormal interfiere con la polimeriz~ 
ción de la fibrina). 

D. TITULACION DEL FIBRINOGENO: Esta prueba es utilizada pa­
ra detectar una deficiencia en el fibrinógeno y una alteración -
en la conversión del fibrinógeno a fibrina. Un nivel bajo de fi­
brinógeno es visto en: 1) Afibrinogenemia hereditaria; 2) Coagu­
lación intravascular; 3) Fibrinólisis primaria y secundaria; --
4) Enfermedades hepáticas. Se incrementa normalmente en desórde­
nes inflamatorios y en la preñez. 

La experiencia clínica ha permitido demostrar ~ue la inten­
sidad de la disminución del nivel de algunos de los factores de' 
la coagulación, entre ellos el :E'. II, V, VII, IX y X, y la Anti­
trombina III, se correlacionan perfectamente con la extensi6n 6 
la gravedad del daño hepático. Es importante hacer notar ~ue es­
tos factoree de la coagulación se encuentran disminuidos en las' 
hepatopatías de larga evolución y normales cuando hay insuficie~ 
cia hepática leve (como en hígado graso) (12). 

Existen sustancias ~ue por su naturaleza pueden causar tox1 
cidad a la célula hepática y provocar uno ó varios cambios dege..,. 
nerativos antes mencionados reflejados no sólo en un proceso pr~ 
longado de la coagulaciónsino también en la elevación de algunas 
enzimas ~ue evalúan la función y estado hepático, sobre todo la• 
TGP. 

:Por• ello, y en tase a todo lo antes mencionado, nos propo~ 
mos investigar el efecto tóxico directo del Rojo de Rutenio so--
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bre algQnae células, como los hepatocitos, aeí como taflbién­
de determinar la TGFS y TGOS cuya alteraci6n indicarían un d~ 
fio celular hepático, y encontrarse entonces la posible rela-­
ci6n entre loa cambios morfol6gicos, la elevaci6n de las enzi 
mas y la modificaci6n en la actividad de coagQiaci6n. 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
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El estQdio intenta analizar cómo el Rojo de Rutenio ~e­
difica algQUOS parámetros que evalúan el fenómeno de la coa­
gulación en base a los antecedentes descritos. 



JUSTIFICACION 
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Este estudio nos permitirá acrecentar los conocimien­
tos sobre los efectos que las sustan~ias tóxicas policatiQ 
nicas tengan sobre los distintos modelos biol6gicos ensay~ 
dos. 



META 



Al finalizar este trabajo obtendremos resultados que 
tratarán de explicar el efecto del Rojo de Rutenio como -
una sustancia t6xica directa sobre el hígado y su correl~ 
ci6n bioquímica (TGP, TGO y parámetros de la coagulación) 
y morfol6gica (estudio histopatológico). 



HIPOTESIS 
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Por ser el h!gado wn órgano de almacenamiento temporal 
y metabolizarse en él sustancias introducidas al organismo 
(en este caso el Rojo de Rutenio) y de elaborar lamayoria 
de los Factores de la Coagulación, creemos que éstos últi-

. moa se encuentren alterados por el efecto tóxico que cause 
sobre las células hepáticas. 



OBJETIVOS 
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1. Conocer el posible efecto t6xico QUe pueda tener el 
Rojo de Rutenio sobre las células hepáticas encarg~ 
das de su metabolismo. 
1.1 Su efecto secundario sobra algunas pruebas de -

coagulaci6n: 
1.1.1 Tiempo de Protrombina. 
1.1.2 Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada. 
1.1.3 Tiempo de Trombina. 
1.1.4 Titulaci6n del Fibrin6geno. 

1.2 Su efecto sobre las enzimas Transaminasa Glutá­
mica Firúvica y Transaminasa Glutámica· Oxalacé­
tica. 

2. Análisis Histopatológico 



MATERIAL Y METODOS 



MATERIAL Y J.I'ETODOS 

® 
Ratas .Sprague-D?-wley 

(!) 

~· 
RR 

20 mg/kg i.p. 

··~t.. 
1 

1 S.S.I. v/v 1 

o, 30'' 60'' 120•' 480' 

Toracotomía 

1 
Punción cardiaca 

1 

.~ --~' --~ 1 
PLASMA 

r 
P. Coagulación 

r 
l. T.P. 
2. T.T.P.Ao 
3. T.T. 
4. T.Fibrinógeno 

SUERO 

T 1. 
raneam~nasas 

J.. T:}PS 
2. T.G.o.s. 

Fijación por perfusión 

1 
Obtención del hígado 

1 
Postfijación, deshidra­
tación, inclusión ••• la 
minillas. 

1 
-

Examinación en microscopio 
óptico y toma de fotogra -
fías. 
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Se utilizaron-ratas adultas de sexo masculino de la ce­
pa Sprague-Dawley. Todos los animales se encontraron en con­
diciones óptimas de bioterio, esto es, periodo controlado de 
luz/obscuridad de 12 por 12 horas, temperatura controlada, -
alimentación con Chow (Nutrí-cubos) Furina y agua bidestila­
da ad libitum. Se formaron 10 grupos de 6 ratas cada uno, t~ 

mándese como testigos 5 de ellos. De los 6 animales por gru­
po, 3 ea utilizaron para las pruebas bioquímicas de coagula­
ción y 3 para la determinación de las Traneaminasas (N=3). 

A los animales experimentales se les inyectó intraperi­
tonealmente {i.p.) 20 mg por kg de Rojo de Rutenio en solu-­
ción acuosa al 0.3% amortiguado en fosfatos O.lM, en dosis -
única. Los testigos recibieron i.p. volúmenes proporcionales 
de solución salina isotónica (SSI). 

Tanto los animales experimentales como los testigos se' 
anestesiaron con éter etílico a los o, 30, 60, 120 ó 480 mi­
nutos después de la inyección del RR 6 de la SSI. 

Se realtzó una toracotomía y las muestras de sangre se' 
extrajeron del ventrículo izquierdo mediante punción cardia­
c~ con ur,a agaja_Num. 20. Para la obtención del plasma (neo! 
eario en las pruebas de coagulación), las muestras se anti-­
coaguiaron con una solución preparada de Citrato de Sodio al 
3.8%, bajo una proporción de 0.5 ~ de anticoagulante por --
4.5 ml de ea~re, centrifugándose a 2000 r.p.m. durante 5 m! 
nutos. Para la obtención del suero (utilizado en la determi­
nación de las transaminasas), se tomaron 4 ml de sangre y se 
centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 10 minutos. 

Las pruebas de coagulación que se llevaron a cabo fue-­
ron las siguientes: 

A. Tiempo de Protrombina (TP). 

B. Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (TTPA). 
c. Tiempo dP. Trcmbina (TT). 
D. Titulación del Fibrinógeno. 



28 

Las pruebas de coagulación fueron realizadas de manera -
semiautomática mediante el uso del Fibrómetro. Este aparato -
cuenta con loe siguientes componentes: 

a. Switch de encendido y apagado. 
b. Luz indicadora que se enciende cuando se ha alcanzado -

la temperatura de 37°C. 
c. Un cronómetro que indica el tiempo transcurrido para la 

formación del coágulo. 'l)á lecturas en segundos y décimas 

de segundos. 
d. Un botón que retorna los dÍgitos a 000.0 
e. Seis celdillas en las que el plasma ó reactivo son colQ 

cados a fin de precalenterse a 37°Ca 
f. Una celdilla central donde se lleva a cabo la reacción' 

de la mezcla del plasma que está siendo testado. 
g. Un par de electrodos que mediante el movimiento de uno' 

de ellos hace posible la mezcla del plasma con el reac­
tivo cada mitad de segundo hasta formación del coágulo, 

h. Barra que detiene el cronómetro cuando la pipeta autom! 
tica no es usada. 

i. Contacto para la conexión de la pipeta automática cuan­
do es utilizada. 

Junto con'el fibrómetro, se cuenta con otros aditamentos 

tales como: 
- Fequefias copas para la colocación del plasma ó reactivo, 

mismas qu.e irán en las celdillas del fibrómetro. 
- Fibro-tip: Pequefia pipeta que se agrega a la pipeta auto 

mática. 
- Pipeta Automática, que cuenta con: 

a. Cable de contacto con el fibrómetro. 
b. Disparador del plasma 6 reactivo contenidos en el fi 

bro-tip. También puede hacer la operación inversa • 
. c. Calibrador para tomar, a trav~s del fibro-tip, 0.1 6 

0.2 ml (según se requiera) de plasma o reactivo. 
d. Switch para la activación de los electrodos del fibr~ 

metro una vez expulsado el contenido del fibro-tip. 
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A. TIEI1"PO DE PROTROMEINA 

a. Muestra: 

-Plasma citratado rico en plaquetas del animal experimen­
tal. 

-Plasma citratado rico en plaquetas del animal testigo. 
Mantenerlos a 4 °c por no mas de 2 horas. 

·b. Heactivo: 

- Tromboplastina tisular {Laboratorio LAFON). 
- Cloruro de Calcio 0.02M 

c. Equipo: 

- Tubos de 10x75 mm. 
- Baño maría a 37°0. 
- Baño de hielo. 
- Fibr6metro con pipeta automática. 

d. Procedimiento: 

l. Mezclar cantidades iguales de tromboplaetina más c~oru­
ro de calcio. 

2. Se pipetean 0.2 ml ~e la mezcla y se depositan en un f! 
t:rc-tip y de ab! incubarlos a 37°C durante 3-5 minutos. 

3. Se incuba una pequeña cantidad de plasma a probar a -
37°C por 2-3 minutos. 

4. ~e agreea 0.1 ml de plasma a la copilla que contiene la 
mezcla y se pone en marcha el fibr6metro hasta forma 
ci6n del coágulo. Estas pruebas se harán por duplicado. 

1 

B. TIEMPO DE TRO~ffiOPLASTINA PARCIAL ACTI~ 

a. Muestra: 

- Flaema citratadi rico en plaquetas del animal experimen­
tal. 

Pl~sma citratadc rico en plaquetas del animal testigo. 
Mantenerlos a ·4°C por no mas de 2 horas. 



b. Reactivo: 30 

- Trombopla.etina Parcial Activada (Lab. LAFON). Líquido. 
-Cloruro de Calcio 0.025M (ta.b. LAFON). 
Ambos vienen ya mezclados. 

c. Equipo: 

- Tubos de 10x75 mm. 
- Baño de hielo. 
-Baño maría a 37°c. 
- Fibrómetro con pipeta. automática. 

d. Procedimiento: 

1. Incubar una cantidad suficiente de Cloruro de Calcio­
O. 025M a 37°C • 

2. Pipetear 0.1 ml de plasma (experimental 6 testigo) y­
depositarlo en la copilla. 

3. Pipetear 0.1 ml de tromboplaetina parcial én la copilla 
que contiene el plasma a testar. 

4. ])iezclar el contenido suavemente e incubarlo a 37°C por• 
5 minutos como mínimo. 

5. Transcurrido ese tiempo, pipetear 0.1 ml de cloruro de 
calcio precalentado y agregarlo a la mezcla. de Plasma/ 
Tromboplastina Parcial-Calcio, poniendo en marcha el f! 
brómetro hasta formación del coágulo. 
Las pruebas se harán por duplicado. 

C. TIE!IITO DE TROl/!BINA 

a. M:uestra: 

- Plasma citratado rico en plaquetas (experimental y test! 
go)o 

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

b. Reactivo: 

Trombina humana (Fibrindex, Lab. ORTHO uiAGNOSTICS)o Am­
pula de 50U/ml. 

- Solución Salina al 0.85%. 
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c. Equipo: 

- Tubos de 10x75 mm. 
- Baño maría a 37°C. 
- Baño de hielo. 
- Fibrómetro con pipeta automática. 

d. Procedimiento: 

1. Se pipetean 0.2 ml de trombina diluída. 

2. Se adicion~ 0.1 m1 de plasma, cont~ndose inmediatamente 
el tiempo que tarda en formarse el coágulo. 
Las pruebas se harán por duplicado. 

NOTA: La Trombina de 50U/ml se diluye con solución salina' 
al 0.85% hasta obtener tiempos en una mezcla de pla~ 
mas normales que oscilen entre 18 y 23 segundos. 

D. TITULACION DEL FIBRINOGENO 

a. 'Muestra: 

- l'lasma citratado rico en plaquetas del animal experimen­
tal 6 testigo. 

b. R3activo: Ninguno. 

c. Equipo: 

Tubos capilares. 

- Tubo de 12x75 mm. 
- Baño de agua a 56°C • 
-Mechero de Bunsen. 
- Microcentrífuga. 

Cuadrícula milimétrica. 

- Lupa. 

d. Procedimiento: 

1. Se marca un tubo capilar a 4 cm y se llena con plasma­
hasta dicha marca; luego se cierra a la flama de un me­

chero comenzando con el extremo opuesto al que se llen6. 
2. El tubo capilar se introduce en un baño de temperatura' 



constante a 56°0 dentro de un tubo de 12x75 mm. 
3. Se deja incubando 15 minutos. 
4. Transcurrido ese tiempo se centrifuga el capilar por 3 

minutos en una microcentrífuga. 
5. La lectura se hace sobre cuadrícula milimétrica u~il~­

zanao una lupa. 
La altura del fibrinógeno l del plasma se miden en mm. 
Esta debe hacerse inmediatamente al terminar el tie:upo 
de centrifugación. 
Para obtener el resultado del fibrinógeno se aplica la 
siguiente fórmula: 

Altura del Fibrinógeno en mm x 100 

Altura total en mm 
= Fibrinocrito 

Fibrinocrito x Factor de calibración = Fibrinógeno. 

NOTASs El factor de calibración equivale a 54.7 
El fibrinÓgeno se mide en mg/dl. 

Il:EDICION DE TRANSATHNAMS 

Para la medición de las transaminasas, se utilizaron' 
reactivos ALT-Optimizado {Alanina-Aminotransferasa) y A3T­

Optimizado (Aspartat~-Aminotransferasa), de Beckman Instr~ 
menta Inc (1982). Los reactivos fueron preparados conforme 
al instructivo anexo al kitt. 

Se utilizó un espectrofotómetro Coleman, Junior II, -
calibrándose a una loneitud de onda de 340 nm, temperatura 
de incubación 25°C, y como medida Absorvancia. Esta Última 
ee leyó y registró a intervalos de un minuto por 3 minutos 
(3 lecturas). Posteriormente se calculó el promedio de ca~ 
bio de absorvancia por minuto ( A/rnin). 

La actividad de ALT ee calculó como sigue: 
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AL·r (UI/L) - A A/min X VI x 1000 
- Absorhvidad 'Vi 

ALT = Aminotransferasa. 
UI/L = Unidades Internacionales por litro. 
b.A/min = Promedio de cambio de abeorvancia por :minuto. 
Abaortividad = Absortividad milimolar del NADH a 340 -

nro = 6.22 
V1 =Volumen total = 1.75 ml. 

y,. = Volumen muestra = 0.25 ml. 

La fórmula anterior equivale a : 

ALT(UI/L) a 340nm = AA/min x 1•75 x 1000 =liA/min x 1125 6 • 2 2 '0:"'2'5' 

NOTA: /:, A/min se obtiene restando a la lectura máxima 

la mínima y dividiendo el resultado entre 3. 

Los resultados de todas las pruebas se analizaron esta-­
dísticamente median·te la "T" de Student. 

Ir~ediatamente después de extraídas lae muestras de san­
gre, las ratas fueron perfundidas por vía intracardiaca me -­
diante un catéter al ventrículo izquierdo y un corte a nivel' 
de la aurícula derecha para pasar las soluciones "A" y "B": 

SOLUCION "A" (Solución Lavadora): 
- Amortiguador de fosfato 0.1 M. 
- Heparina 1000 UI/1000 ml de solución. 

- Procaína 1 gr/1000 ml de solución. 
-Cloruro de Calcio 0.001 M, 1 gota/10 ml de solución. 

(Se ajustó la osmolaridad a 290-300 rocero. con sacarosa). 

El pH fué de 7.3-7.4 

SOLUCION "B,., (Solución Fijadora): 
-Amortiguador de fosfatos o. 1 M. 

- Glutaraldehído al 2.5%. 
(La oemolaridad e e ajustó a 350-375 mosro.). El pH fué -
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de 7.3-7.4 

El método de perfusión utilizado fué el de Feria Velasco 
y Karnoveky, con una presión de 1o4 metroso La Solución "A"­
fué infundida por espacio de 2-3 minutos; la Solución "B" por 
10 a 15 minutos. Después de esto se realizó la extracción del 
hígado sometiéndose éste a una post-fijación en la Solución -
"B" por espacio de 1 o30 horas. 



. RESULTADOS 
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1. Evaluación Enzimática 

La TGP se encontró aumentada a los 60 y 120 minutos, dán 
donos un 20.35~ y 35.53%de incremento respectivamente en rel~ 
ción a los testigos. Si bien gráficamente se observa también• 
un incremento a los 30 minutos, éste no es estadísticamente -

significativo (Gráfica Noo 1 ). 

La TGO mostró un patrón de comportamiento parecido al de 
la TGP, pero loe resultados obtenidos no fueron estadística-­
mente significativos (Gráfica No. 2). 

2. Pruebas de Coagulación 

Entre los pal"Jmetros de la coagulación estudiados, el TP 
mostró modificaciones en todos los tiempos ensayados (30, 60, 
120 y 480 minutos) pero los estadísticamente significativos -
ocurrieron a los 30 minutos con un 5.15% de incremento en re­
lación ~1 testigo, y de 8.51% a los 60 minutos (Gráfica No.)). 

En el TTP pudo ser observado el comportamiento más claro 
de incremento, pero los estadísticamente significativos ocu-­
rrieron a los 30 minutos con un 0.60% de incremento y 5.47% a 
los 60 minutos en comparación con el testigo (Gráfica No., 4-). 

En el TT no hubo alteraciones en los tiempos estudiados' 
al mostrar una uniformidad gráfica y estadística en compara-­
ción con los testigos (Gráfica No. 5). 

Aunque en la Titulación del Fibrinógeno la gráfica ten-­
diÓ a elevarse a los 60 y 480 minutos, estos resultados no -­
son estadísticamente significativos (Gráfica No. 6). 

3. Hallaz~os Histopatológicoe 

El hígado mostró cambios degenerativos al compararlo co~ 
tra loe testigos a los 30, 60, 120 y 480 minutos post-inyep -

··.·:· 
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~RAFICA No. 1: Medición de la ~P en los diferentes tiem­
pos estudiadoso Los estadísticamente significativos ocu -
rrieron a los 60 y 120 minutos (20.35% y 35.53% respectiv.) 
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~RAFICA No. 2: Meeici6n de la T~O en los diferentes tiempos 
estadiadoe. Ninguno fué eetadisticamente significativo. 
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GRAFICA No. 3: El TP muestra incremento en todos loa tiempos 
estudiados, pero los de significado estadístico ocurrieron a 
los 30 (5.15%) y 60 minutos (8.51%). 
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GRAFICA Noo 4: El TTP muestra el incremento general más el~ 
ro. Estadísticamente, los de significancia ocurrieron a los 
30 (0.60%) y 60 minutos (5.47%). 
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T.T. 

GRAFICA No. ;: En el T~ p~ede apreciarse la ~iformidad gráfi­
ca y estadística en todos los tiempos est~diados. 
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GRAFICA No. 6: En la titulaci6n del fibrin6geno no hubo re­
eultadoe estadísticamente significativos. 
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ción. 

A los 30 minutos se observa ya palidez del citoplasma 
en donde tabién se aprecian pequeñas vacuolae. El núcleo 
aparece contraído, redondeado y de una tonalidad oscura, 
sin distinción total del nucleolo (Fig. 2). 

A loe 60 minutos se aprecia una pérdida (aunque ini -
cial) en la uniformidad de los cordones hepáticos, mayor­
palidez del citoplasma y un número creciente de vacuolas.• 
Si bien el núcleo presenta el Jllismo aspecto que el tiem.po 1 

anterior, en algunas células se observa a un lado de su p~ 
eición central (Fig. 3). 

A los 120 minutos se observa el cambio más drástico,' 
en dond·e las pequeñas vacuola.:: se nas í"usionado p;:tra dar -
lugar a grande~ espacios amorfoso ~e ha perdido totalmente 
la citoarquitectura, no alcanzándose a diferenciar el aco­
modo en cordones de los hepatocitos {Fig. 4). 

Es ya a los 480 minutos cuando el hieado tiende a re­
tornar a eu morfología normal aunque aún se observen vacu~ 
las citoplasmáticae y algunos núcleos contraídos, diferen­
ciándose ya en la mayoría de ellos los nucleolos (~ig. 5). 

Cabe señalar que las Células de Kupffer no mostraron' 
cambios morfológicos aparentes en los animales experiment~ 

les. 

Los resultados obtenidos de los animales tratados: con 
SSI no mostraron alteraciones en todas las pruebas realiz~ 
das (evaluación enzimática, pruebas de coagulación y hallaz 
gos histopatológicos), asemejándose a loe observados con 1 

los testigos. 



SECUENCIA CRONOLOGICA DEL EFECTO TOXICO 
DEL ROJO DE RUTENIO SOBRE LOS HEPATOCI­
TOS VISTA A 200 y 450 AUI.íENTOS. TECNICA: 
I-IE!.:ATOXILINA-EOSINA. 

FIGURA 1: Testigo. 
Disposición radial y en cordones de los hepatoci­

toe a partir de la vena central. Célula hepática poli­
gonal con núc~eo esférico y nucleolo. Células de Kupf­
fer con tonalidad más obscura y localizada cerca del -
borde externo del hepatocito. 

FIGURA 2: Ex:penwental 30 minutos. 
Citoplasma pálido y vacuolado. Núcleos picn6ticos. 

FIG~HA 3: Experimental 60 minutos. 
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:Pérdida inir.!ial de la die posición radiade .• Número 
creciente de vacuolas citopláernicas. Células de Kupffer 
aparentemente normales. 

FIGURA 4: Experimental 120 minutos. 
Grandes eepacios amorfos en el citoplasma. Desplaz!: 

miento de algunos núcleos picnóticos hacia la periferia' 
de la célula. Células de Kupffer aparentemente normales. 

FIGURA 5: Experimental 480 minutos. 
Tendencia a la normalidad. 



a, Arteria hepática 

e, Conducto biliar 

ci, Citoplasma 

ck, Célula de Kupffer 

h, He pa toe i to 

n, r:úcleo 

a, Espacio sinusoide 

va, 'lacuola 

ve, lena centrolobulillar 

vh, Vena hepática 
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Loe resultados aportados por este estudio demuestran 
que el Rojo de Rutenio tiene un efecto tóxico directo so­
bre los hepatocitos. 

Fué relevante la relación estrecha entre los cambios 
degenerativos hepáticos y los parámetros enzimáticos y de 
la coagulación ocurridos a los 60 y 120 minutos post-inye~ 
<Jiór, a.d como también la tendencia a la normalidad que -

sucene ya a los 480 minutos. 

Si bien es cierto que el sitio de mayor importancia' 
para la traslocación del calcio se encuentra localizado -
en la mi tocondria (3), el contact.o continu.o del RR con la 
membrana plasmá.tica puede reeul tar en un efecto de nota -
ble repercusiórr como alteraciones en el sistema microfi -
br:Úar (estructuras calcio dependientes) y sobrevenir el' 
desequilibrio iónico (intra y extracelular) seguido de d~ 
generación. 

Aunque ee tiene el conocimiento de que el RR tiene -
una pobre penetración en el tejido sólido (22) por ser un 

compuesto de alto peso molecular (24), sí provoca un est~ 
do de degeneración hidrópica y grasa que puede afectar 
los sistemas enzimáticos y bloquear la conjugación y la -
excreción de la bilirrubina, 6 la rejurgitación de la bi­
lirrubina conjugada hacia la sangre. El daño hepático se' 

acompaña entonces de valores incrementados de TGPS y TGOS 
así como de hipoprotrombinemia (29); el fibrinógeno se 
mantiene normal ya que es elaborado en las células de 

Kupffer (12, 20, 39)o 

Cabe recordar que. el complejo bilirrubina-albúmina -
no puede atravesar el filtro glomerular y por lo tanto no 
es eliminado con la orina. La bilirrabina conjugada es hi 
drosoluble, se elimina con la orina y no es tóxica para -
la~ células. En ca;nbio, la bilirrubina no. c.:>njugada es in 
eoluble en agua, pero es capaz d.e disolverse en los lÍpi-
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dos complejos del tejido nervioso (29). 

Estos experimentos nos pueden conducir a pensar que la 
bilirrubina no conjugada pudiera tener ot1•os "blancos" como 
el propio endotelio vascular y dar como resultado una posi­
ble alteración en la elaboración del FoVIII y fallas en el' 
sistema fibrinolítico ( 12)o 

Como lo mencionan algunos autores (1, 37), hubo anima­
les que mostraron debilidad muscular desde antes de los 30 
minutos post-inyección, seguida de parálisis flácida y con­
tinuando algunos de ellos con accesos convulsivos a los 120 

minutos 6 al manipularlos para la recolección de la muestra 
de sangre. Estos trastornos neuromusculares pueden ser ex-­
plicados por el hecho de que el RR se introduzca al sistema 
nervioso central por zonas carentes de barrera hematoencef! 
lica 6 debilitadas por el efecto de la bilirrubina no conj~ 
gada e interferir en el mecanismo de intercambio de la par~ 
ja sodio-calcio y la liberación de neurotransmisores (10), 

6 que sea la propia bilirrubina quien penetre por las zonas 
referidas. 

Es importante señalar qtle los cambios morfológicos 

drásticos sucedieron a los 120 minutos y ocasionaron sólo -
un estado degenerativo sin llegar a la necrosis, por lo tan 
to de orden reversibleo 

Deben llevarse a cabo m~s investigaciones para hacer - . 

medición del posible incremento de las bilirrubinas (conju­

gada y no conjugada) e incluso separar por cromatografía -­
las fracciones del RR capaces de inducir el efecto t6xicoo 
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1. Estos resultados sugieren que al parecer el rojo de 
rutenio tiene un efecto tóxico directo sobre la cé­
lula hepática, pero de orden reversible. 

2. Loa parámetros de las traneaminaaas, coagulación y 
hallazgos histopatol6gicoa coinciden a los 60 y .120 

minutos, en cuyos tiempos el daño hepático morfoló­
gico se ve reflejado por el incremento en la TGP 
así como también en el TP y TTP. A ·1os 480 minutos 
ya hay una tendencia a la normalidad. 
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ANEXO I: Los Factores de la Coagulaci6n 

I 

II 

III 

FACTOll. 

Fibdriógeno 

Protrombina, Pretrom­
bj_na. 

Tromboplastina tisu­
lar. 

IV calcio 

V 

VII 

VIII 

IX 

Factor lábil, Proace­
lerina. 

Factor estable, Procon 
vertina, AutoprotrombT 
na I. -

F. Antihemofílico, Gl~ 
bulina Antihemofílica, 
F. AntihemofÍlico A, -
Cofactor Plaquetario I 

F. Chirstmas, Componen 
te plasmático de la -= 
tromboplastina, F. An­
tihemofÍlico B, Auto-­
protrombina II, Cofac­
tor plaquetario II. 

Factor Stuart-Prower, 
Autoprotrombina III. 

Antecedente de la 
tromboplastina del 
plasma, Fo Antihemofí 
lico c. -
Factor Hageman 

Fo estabilizante de -
la fibrina, F. de Laki­
Lorand. 

VIDA 
. MEDIA 

(HRS) . REP. 

60-90 (12) 
96-120(20) 
36-76 (39) 

72-96 
65-90 
67-106 

15-24 
15-24 
15-24 

4-6 
4-6 

1.6-5. 

10-18 
10-12 

9-18 

18-30 
18-30 
20-24 

48-60 
40-60 
34-57 

60 
45-60 

62 

50-70 
50-70 
48-52 
72-96 
72-120 

108-148 

LUGAR DE 
SINTESIS 
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Cel. de :Kupffer 
Plaquetas 

Hígado 

Presente en la 
mayoría de los 
tejidos; prin­
cipalmente en 1 

Pulm6n y Cere­
.bro. 

Hígado 

Hígado 

Hígado, Bazo, 
SRE, Riñón ( ? ) , 
Endotelio vascu. 
lar, :r.re~acario= 
cito (?). 

Hígado 

Hígado 

Hígado 

Hígado (?) 

Megacariocito, 
Hígado, :Bazo, 
Utero, etc. 

----' ---·---·- ------ ·-----·-·--·---------·--- --·-------------
F ~ Fletcher ( precalicreína) 

F. Fitzgerald {quininógeno de alto 
peso molecular) 

F. Fassovoy 

? 

? 



ANEXO II1 Proceso de la Coagulación 

HEMOSTASIS 

53 

,_~~-=·Kinin6genos 

f 
Kininas 

Prekalicre ína -----..... Kalicre ína 

2 .. 
Ca + F. XIa 

carga eléctric~ r 
Otros fac toree ¡ • 

-· ! rcolágena 

'(Químicos 

---------[FACTOR XIII 

Flasmina 

i lFosfolípidos 
Lsllperficies 

Colágena-~ ~~ .. 
1 

. F. IXa ._ 

;· Trombina ~ ~ i WACTOR vrfl) .._...,¡:-___ __ 

J.DP -PLAQUETAS ..,.?F.Platelar 3~ Cofactor von Willebrand 

Endotoxina1 r ¡ tEpiM!r"Hn~al~io .... 
Drogas _,...\ -· Ag-Ac 

i 
1. 

1 
1 

!FACTOR XI 

Sistema Intrínseco.~ 

Sistema Extrínseco 

Vía Común 
Plaquetas 

· Inhibid ores 

Fibrin61isis 

L :1!! 

Trombina inactiva 

_....f Complejo III-AT 

A.nti troinbina III 
{Cofactor Heparina) 

,-;::===f¡,.;!,.....c,omplejo inactivo 

¡ 
...._[FACTOR'VI 
~Factor Plaquelar 

"""'=Iones Calcio 
[Fibrin6geno 1 

----• Trombina --"""""~~ 

Monóme~o Fttrina ~ 't) 

~· Plae~a-<>FDP 
Polímero Sol. F brina j 1 

[FAG TOR XIII~==--,,.,,.,-., F .XIIIa l 
Coaglllo de Fibri 
na Insolub e 

Ógeno 
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Se realizó este estudio con el fin de comprobar si el 
Rojo de Rutenio pudierv, tener un efecto tóxico directo so­

bre los he p9. toe i tos e in·terferir indirectamente con los m~ 
canismos de la coagulación. Para ello se utilizaron ratas' 
adultas Sprague-Dawley Macho y se formaron grupos tanto e~ 
perimentales como testigos. A los animales experimentales• 
se les inyectó i.p 20 mg/kg de RR y a los testigos solución 

.salina fisiológica. De ambos grupos se obtuvieron suero -­
sanguíneo para medir la activicl.ad de las transaminasas glE: 
támico-pirúvica (TGO) y glutámico oxalacética (TGO), y pla~ 

ma para determinar el TP, TTP, TT y Fibrinógeno. Todos es­
tos estudios se realizaron a los 30, 60, 120 y 480 minutos 
post-inyección del RR o la SSI. Después de la recolecciÓn' 
de las muestras se realizó la fijación por perfusión intr~ 
cardiaca para la obtención de los hígados y su estudio mor 
fológico en microscopía óptica. 

La TGP se encontró aumentada a los 60 y 120 minutos. 

La TGO, si bien mostró las mismas modificaciones, éstas no 
fueron ~etadísticamente significativas. 

Para el TP y TTP, los tiempos estadísticamente signifi 
cativos ocurrieron a los 30 y 60 minutos, y a los 60 y 480 

minutos para el Fibrinógeno. El TT mostró uniformidad grá­
fica y estadística. 

El hígado mostró cambios degenerativos ya a partir de 
loe 30 minutos, ocurriendo los más drásticos a loe 120, y' 
tendiendo a la normalidad a los 480 minutos. 

Con todo ello. se llega a la conclusión de que el RR -
tiene al parecer un efecto tóxico directo sobre la célula' 
he!)ática, quf! se '1>9.nifiesta por el increl1''3nto de la TG-P y' 
la modificación de los parámetros de la coagulación aquí -
estudiados. 
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