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RESUMEN

La hemostasia es el proceso fisioldgico que detiene la pérdida sanguinea, comprende la
hemostasia o fase primaria en la que se forma el tapon plaquetario, y la hemostasia secundaria
que corresponde a la formacién del codgulo de fibrina durante el proceso de coagulacion
sanguinea. Las ratas de laboratorio Wistar y Sprague Dawley son ampliamente usadas para
estudiar las fases de la hemostasia; sin embargo, se han demostrado diferencias en varios
procesos fisiologicos entre estas dos lineas de animales. OBJETIVO: Comparar de qué
manera se corresponden las fases de la hemostasia, en ratas de laboratorio de las lineas BIOU:
Wistar y BIOU:Sprague Dawley. METODOLOGIA: Se utilizaron 10 ratas BIOU:Wistar y
10 ratas BIOU:Sprague Dawley producidas por el Bioterio de la Universidad de Los Andes,
con peso corporal comprendido entre 370 y 400 g, se determind: tiempo de sangria, contaje
plaquetario, tiempo de protrombina (TP), tiempo parcial de tromboplastina activado (TPTa),
tiempo de coagulacion 'y fibrinégeno. RESULTADOS: El tiempo de sangria y el TP fueron
significativamente menores en las ratas BIOU:Sprague Dawley (p=0,002 y p=0,011
respectivamente). No hubo diferencia significativa en el contaje plaguetario, TPTa, tiempo de
coagulacién y fibrindgeno entre ambas lineas de ratas (p>0,05) CONCLUSION: Se
evidenciaron diferencias entre las ratas de laboratorio BIOU:Sprague Dawley y BIOU:Wistar,
tanto en la hemostasia primaria como en la hemostasia secundaria; especificamente el tiempo
de sangria y el TP fueron significativamente menores en las ratas BIOU:Sprague Dawley. Las
diferencias halladas podrian explicarse por variaciones en las bases genéticas de cada linea de
ratas, que influyen en la funcién plaquetaria o en la expresion y/o actividad de los factores de
coagulacién, proteinas anticoagulantes y componentes del sistema fibrinolitico.

Palabras clave: Hemostasia primaria, hemostasia secundaria, coagulacion, pruebas de hemostasia,
ratas Wistar, ratas Sprague Dawley.
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INTRODUCCION

La hemostasia es un mecanismo fisioldgico que se encarga de la detencidon del
sangrado, ocurre normalmente en pacientes sin compromiso sistémico y se ve afectado en
pacientes con patologias, por ejemplo, aquellos que se encuentran medicados con tratamiento
anticoagulante y anti plaquetario. En estas condiciones, el organismo no puede provocar por si
solo el cese de una hemorragia, y por tanto, es necesario valerse de un mecanismo alterno que
potencie tal situacion, en este caso el uso de farmacos hemostaticos representan una

herramienta terapéutica factible (Gonzalez y Parra, 2011).

No debe sorprender que se hayan estudiado tanto los fendmenos que intervienen en la
hemostasia. El proceso por virtud del cual la sangre liquida se transforma en coagulo sélido ha
despertado la curiosidad del hombre, y las consecuencias que en gran numero de trastornos
tiene el no poder lograr la hemostasia han aumentado el interés por tales estudios.
Actualmente es posible disponer de nuevas técnicas para investigar estos problemas, su
aplicacion ha permitido plantear hipétesis sobre la coagulacion de la sangre y una mejor
comprension de muchas de las discrasias sanguineas que pueden acompafiarse de hemorragias,

trayendo como consecuencia adelantos terapéuticos (Paramo et al., 2009).

El uso de modelos animales experimentales para imitar condiciones fisiologicas y
patolégicas humanas ha facilitado el conocimiento de los diferentes procesos involucrados en
estas situaciones (Lozier y Nichols, 2013). La rata es un animal muy utilizado en la
investigacion biomédica debido a su tamafio, facil mantenimiento, alta tasa de fecundidad,

similitud anatomofisiologica con el humano y el amplio conocimiento de su genoma. Existen



modelos murinos para estudiar una diversidad de patologias tales como la diabetes, la
aterosclerosis, la sepsis, las enfermedades autoinmunes y la enfermedad de von Willebrand,
entre otros. La alteracion de los genes en ratas (knock-out) ha facilitado estos estudios y ha
aumentado enormemente el numero de enfermedades que pueden ser investigadas
experimentalmente (Hedrich, 2000, Szpirer, 2020). Con el fin de aprovechar al maximo las
oportunidades ofrecidas por los modelos animales, es importante que la fisiologia bésica de las

ratas, incluyendo la hemostasia, sea definida o caracterizada.

Las ratas pueden ser modelos animales més adecuados para la experimentacion que los
ratones en algunas investigaciones, ya que tienen un peso corporal aproximado 10 veces
mayor, lo que hace que sea mas féacil llevar a cabo mediciones fisiologicas detalladas; asi
como la manipulacion y el muestreo de sangre. Estudios previos han informado valores
hematol6gicos y algunos parametros hemostaticos en ratas y ratones, enfatizando la
importancia de como el sexo, la constitucion genética, la edad, y las técnicas de extraccion de
sangre podrian tener un efecto en los resultados obtenidos (Hoover-Plow et al., 2006, Lemini

et al., 2007, Rosey Klemcke, 2015).

Por otra parte, entre diversas lineas de ratas utilizadas en investigacion se han
evidenciado diferencias metabdlicas (Kobayashi et al., 2021, Marques et al., 2015),
conductuales (Torres-Carrillo et al., 2018) y en la respuesta a la administracion de farmacos
(Kacew y Festing, 1996, Oltra-Noguera et al., 2015, Taffe et al., 2021). Sin embargo, pocos

de estos estudios compara valores de pruebas relacionadas con la hemostasia.

Las lineas de ratas BIOU: Wistar y BIOU: Sprague Dawley, son producidas y
suministradas por el Bioterio de la Universidad de Los Andes. Ambas son lineas no
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consanguineas ampliamente utilizadas en diversas actividades de docencia e investigacion,
incluyendo estudios para evaluar los efectos de farmacos y productos naturales sobre la
hemostasia. Por ello, el objetivo de este estudio es comparar las fases de la hemostasia entre
estas dos lineas de ratas, con el fin de aportar informacion que contribuya a la definicion de

estas lineas de animales de experimentacion en relacion con el proceso de hemostasia.

Este trabajo constituye el Trabajo Especial de Grado y se encuentra estructurado de la
siguiente manera: el Capitulo | denominado EI Problema, estd conformado por el
planteamiento del problema, la justificacion, importancia y objetivos de la investigacién. El
Capitulo Il comprende el Marco Tedrico que corresponde a la descripcion de los trabajos
previos, antecedentes historicos y bases tedricas, sequidamente se presenta el Capitulo Il
referente al Marco Metodoldgico, en el que se incluye el tipo y disefio de la investigacion,
poblacion y muestra, sistema de variables, metodologia de la investigacion y el disefio de
analisis de los resultados. Capitulo 1V: Resultados y Discusion, seguidamente el Capitulo V:

Conclusiones y Recomendaciones y finalmente se presentan las referencias consultadas.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El organismo esta regulado por diversos procesos fisioldgicos, uno de ellos es la
hemostasia. El proceso de hemostasia es considerado un mecanismo de defensa que protege al
organismo de las pérdidas sanguineas que se producen tras una lesion vascular. En la
hemostasia interactian sistemas fisioldégicos complejos y precisos que regulan la fluidez de la
sangre para mantener un equilibrio entre coagulacion y anticoagulacion (Sedafio y Flores,

2014).

Clasicamente se ha dividido en hemostasia primaria, en la que participan
fundamentalmente las plaquetas a través de los procesos de adhesion, reclutamiento,
activacion y agregacion para formar el tapon hemostatico plaquetario inicial, y fase de
coagulacion sanguinea o hemostasia secundaria, que es la encargada de generar la suficiente
cantidad de trombina para que el fibrindgeno se transforme en la fibrina necesaria para formar
el trombo. La deficiencia o anomalia del sistema hemostatico conlleva una tendencia
hemorragica (ej. hemofilia), mientras que una activacion excesiva puede resultar en trombosis

que ocluye la luz del vaso, ej. trombosis venosa (Paramo et al., 2009).

Los fendmenos trombdticos tienen diverso origen y constituyen unas de las causas mas

frecuentes de morbilidad y mortalidad.  La trombosis arterial y venosa es una consecuencia
4



comun de procesos infecciosos bacterianos y virales, incluyendo la enfermedad infecciosa
COVID-19 causada por el coronavirus SARS-CoV-2, pandemia que ha generado la mayor
crisis de salud publica en la actualidad (Beristain-Covarrubias et al 2019, Sadoughi et al,
2021). Los trastornos de la hemostasia desencadenados especificamente por la infeccion por

SARS-CoV-2 se han denominado coagulopatia asociada a COVID-19 (Shankar et al. 2021).

La fisiologia y fisiopatologia de la hemostasia es ampliamente investigada, tanto en
humanos como en animales de laboratorio. Los modelos animales representan una herramienta
invaluable para estudiar la patogenia de la formacion de trombos y evaluar nuevos
tratamientos, con este proposito diversos animales de laboratorio son utilizados en la
investigacién basica y farmacéutica para evaluar los efectos que producen sobre la hemostasia
diversos medicamentos, alimentos, fitof&rmacos y compuestos quimicos con potencial

farmacoldgico (Tarandovskiy et al., 2020).

El uso de animales en la investigacion es tan antiguo como el propio hombre; sin
embargo, en los siglos XVIII y XIX es cuando comenz6 a tomar mayor importancia la
utilizacion de animales definidos o estandarizados para la ejecucion de los experimentos, con
el proposito de obtener resultados reproducibles y confiables; entendiendo como animal
definido o estandarizado aquél del cual se conocen detalladamente las caracteristicas genéticas

y sanitarias (Mrad de Osorio, 2006).

Esta establecido que el estudio de los efectos de cualquier farmaco o sustancia sobre el
ser humano debe estar precedido de la realizacion de investigaciones preclinicas con animales
de laboratorio, las cuales sirven de base y aportan informacién atil para el disefio de

posteriores investigaciones clinicas. No obstante, la extrapolacion de los resultados de los



experimentos realizados en animales hacia el ser humano y otras especies animales, exige la
justificacion de la investigacion, asi como la definicién detallada de las caracteristicas
anatémicas, fisioldgicas y genético-sanitarias del animal. Por ello es importante seleccionar
un modelo animal adecuado con patrones fisiol6gicos y bioquimicos similares al humano, y no

muy distantes en la escala evolutiva (Morales, 2015).

Las ratas se han utilizado en muchos estudios experimentales, que han permitido la
comprension de la genética, la fisiopatologia de la salud y medicina. Estos animales de
laboratorio han demostrado ser valiosos para la investigacién, ya que son mas tranquilas,
pueden tolerar el hacinamiento, producen méas descendencia, y sus o0rganos son de tamafio
adecuado para la experimentacién. Adicionalmente su anatomia y fisiologia es similar a la del
humano, lo que permite la extrapolacién de los resultados de diferentes estudios (Krinke,

2000).

Aun cuando en la investigacion sobre la hemostasia se utilizan diferentes especies de
animales de experimentacién, las ratas de las lineas Wistar y Sprague Dawley son muy
empleadas, debido a que reproducen con alta fidelidad los eventos celulares y moleculares de
este proceso (Brooks et al., 2011). Sin embargo, puesto que se han demostrado diferencias
en algunos procesos fisioldgicos entre lineas de ratas de laboratorio y la seleccion del
ejemplar bioldgico es relevante para la interpretacion y posible extrapolacion de los

resultados, en la presente investigacion se plantea la siguiente interrogante:

¢Existen diferencias en las fases de la hemostasia de ratas de las lineas BIOU:Wistar y

BIOU:Sprague Dawley?



Justificacion e Importancia de la Investigacion

El uso de modelos animales experimentales para imitar condiciones patoldgicas
humanas facilita la comprension de los procesos involucrados en estas situaciones. Existen
modelos animales para estudiar enfermedades como la diabetes, arterioesclerosis, sepsis,
enfermedades autoinmunes, entre otras. Los modelos animales también son (tiles para
investigar la fisiologia de la hemostasia, asi como para comprender la fisiopatologia de los
trastornos de este proceso y desarrollar tratamientos, hemostaticos o anti hemostéaticos, antes

de su aplicacion en humanos.

Diferentes especies de animales de experimentacion han sido utilizadas en estudios
sobre la hemostasia, incluyendo ratas no consanguineas de las lineas BIOU:Wistar y
BIOU:Sprague Dawley. Sin embargo, debido a que variaciones entre las distintas lineas de
ratas han sido evidenciadas en modelos animales de patologias cardiovasculares es pertinente
conocer la fisiologia de la hemostasia en ambas lineas de animales de laboratorio y establecer
si entre estas dos lineas de ratas existen diferencias en los valores de referencia de algunas de
las pruebas de laboratorio que permiten evaluar el proceso de hemostasia. La informacion que
se generara con esta investigacion contribuird a definir estas dos lineas de ratas, en relacién
especifica con el proceso de hemostasia, y sera de utilidad para investigadores y docentes que

realizan experimentos en esta area.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Comparar de qué manera se corresponden las fases de la hemostasia, en ratas de

Laboratorio de las lineas BIOU: Wistar y BIOU: Sprague Dawley.

Objetivos Especificos

1. Determinar el tiempo de sangria en ratas BIOU: Wistar y ratas BIOU: Sprague Dawley.

2. Determinar la cantidad de plaquetas presentes en ratas BIOU: Wistar y ratas BIOU: Sprague

Dawley.

3. Determinar el tiempo de protrombina en ratas BIOU:Wistar y ratas BIOU: Sprague Dawley.

4. Determinar el tiempo parcial de tromboplastina activado en ratas BIOU:Wistar y ratas

BIOU: Sprague Dawley.

5. Determinar el tiempo de coagulacidn en ratas BIOU:Wistar y ratas BIOU: Sprague Dawley.

6. Determinar el porcentaje de fibrin6geno en ratas BIOU:Wistar y ratas BIOU:Sprague

Dawley.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances de la Investigacion

El logro de esta investigacion esté relacionado con la comparacion de las fases de la
hemostasia en ratas de laboratorio de las lineas BIOU: Wistar BIOU: Sprague Dawley con el
fin de aportar informacion para contribuir a la definicion fisiologica de estas lineas de

animales de experimentacion.
Limitaciones de la Investigacion

Las limitaciones confrontadas durante el desarrollo de la investigacion incluyen el
elevado costo de los reactivos, asi como las fallas en los servicios de electricidad, conectividad

a internet, agua y transporte.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

La hemostasia es un tema ampliamente estudiado y que presenta numerosas
publicaciones cientificas; sin embargo, con relacién a las diferencias 0 semejanzas que existen
en las fases de la hemostasia entre lineas de ratas o ratones de laboratorio, y especificamente
entre las dos lineas de ratas objeto de estudio del presente trabajo, la informacién cientifica
disponible es escasa. A continuacion se describen en forma resumida algunos de los trabajos

relacionados con el objetivo general de esta investigacion.

Sudo et al., (2007) realizaron un estudio, en el Instituto de Descubrimiento de Nuevos
Farmacos, en Tokushima, Japon, el cual fue titulado: Diferencias genéticas en la agregacion
plaquetaria y la formacion de trombos en ratas de laboratorio. El objetivo de esta investigacion
fue comparar la agregacion plaquetaria y la formacion de trombos en ocho lineas de ratas:
ACI, Brown Noruega (BN), Donryu, Fischer 344 (F344), ASE, Sprague Dawley, Wistar y
WKAH, para ello utilizaron el adenosin-5’-difosfato (ADP) y el péptido activador del receptor
de trombina. Este estudio respalda al problema de investigacion ya que los autores
encontraron diferencias considerables en la agregacion de plaquetas, las lineas Sprague
Dawley y BN presentaron las respuestas mas altas de agregacion plaquetaria, mientras que las

respuestas mas bajas se observaron en las lineas de ratas ACIl y F344.
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Este mismo grupo de investigadores Sudo et al. (2006), estudiaron el rol fisiol6gico
de genes y proteinas en la activacion plaquetaria en el trabajo titulado: Diferencias genéticas
entre cepas en la agregacion plaquetaria de ratones de laboratorio. Para ello compararon la
agregacion plaquetaria inducida por colageno y ADP en 13 cepas de ratones consanguineos
knockout: 129/Sv, A, AKR, BALB/c, C3H/He, C57BL/6J, CBA, DBA/1, DBA/2, ddY, FVB,
ICR, NZW, vy la cepa de ratones diabéticos C57BL/KsJ db/db. Los autores observaron
diferencias marcadas en la agregacion plaquetaria. La mayor respuesta de agregacion con
ambos inductores se registro en las cepas AKR/J y NZW/N; mientras que las cepas DBA/2 y
DBA/1 presentaron menor agregacion plaquetaria. Los investigadores concluyeron que la
agregacion plaquetaria difiere significativamente entre ratones de laboratorio, y que esta

diferencia deberia considerarse al utilizarlos en estudios sobre la hemostasia.

Barrios et al. (2009), llevaron a cabo una investigacion en el Laboratorio de Patologia
Celular y Molecular, del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), Caracas-
Venezuela, titulada: Parametros hemostéaticos en ratones BALB/c, ratones C57BL/6 Yy
C3H/He. Los resultados demostraron que el recuento de plaquetas fue significativamente
diferente entre las cepas. Los ratones C57BL / 6 mostraron los valores mas altos (988 x
103/ul) y la cepa BALB/c los mas bajos (782 x 103/ul). Los niveles de fibrindgeno fueron
2,55 (C57BL/6), 2,37 (BALB/c) y 2.28 g/L (C3H/HeN). En relacion con el factor XIII no se
observaron diferencias entre las cepas, mientras que los niveles de plasmindgeno fueron 142,
80 y 135% en ratones C57BL/6, BALB/c y C3H/He, respectivamente. Segun los autores, este
es el primer informe con respecto a la hemostasia en diversas cepas de ratones, principalmente
sobre el factor XIII y los niveles de plasminogeno. Este trabajo aporta conocimiento Gtil para

el campo de las investigaciones relativas a trastornos hemostaticos usando modelos de raton.
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White et al. (2010) realizaron un estudio en la Clinica Rochester de Estados Unidos en
la Division de Enfermedades Cardiovasculares, titulado: Diferencias en la hemostasia y
trombosis en relacion con el inhibidor de la via del factor tisular en cepas murinas. Los
ejemplares bioldgicos y materiales utilizados fueron ratones machos de tres cepas diferentes:
C57BL/6J (C57), 129S1/SvimJ (129S) y Balb/cJ (BalbC), sistema de hematologia, analizador
de coagulacion, solucién de citrato de sodio 3,2%, 83,3 mg/ml de ketamina, 16,7 mg/ml de
xilacina y solucién de FeCls. Esta investigacion respalda al problema de investigacion debido
a que los autores concluyeron que existen diferencias significativas entre las cepas en la
trombosis y hemostasia, y que la actividad del TFPI (Inhibidor de la via del factor tisular)

circulante se correlaciona con estas diferencias.

Lemini et al. (2007) investigaron, en la Universidad Auténoma de México, la
influencia de la especie y el género de ratas y ratones en las pruebas de coagulacién. Para
realizar el estudio utilizaron ratas Wistar y ratones CD1 machos, hembras sanas y hembras
ovariectomizadas. Los parametros hemostaticos determinados fueron el tiempo de
protrombina (TP), tiempo parcial de tromboplastina activado (TPTa), tiempo de trombina (TT)
y fibrindgeno. Tanto las ratas como los ratones mostraron diferencias intra e inter especies en
todos los pardmetros analizados. Entre ratas Wistar machos y hembras ovariectomizadas se
hallaron diferencias significativas en el TT y el fibrindgeno, la principal diferencia entre ratas
machos y ratones machos se obtuvo en el TP. Los resultados indican la importancia de la
diferencia de genero y de especie en los valores de las pruebas de hemostasia. Los autores
sugieren que estas diferencias deben tomarse en consideracion al evaluar el efecto de farmacos

sobre la coagulacion.
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Por otra parte, se han publicado estudios relacionados con diferencias metabdlicas entre
diversas lineas de animales utilizadas en investigacion, incluyendo ratas de las lineas Wistar
y Sprague Dawley. En este sentido, Miranda et al. (2018) compararon el metabolismo lipidico
en el tejido adiposo y hepético de ratas Wistar y Sprague Dawley con obesidad inducida por la
dieta. La investigacion se realizo en la Universidad de Navarra, Espafia, se utilizaron 16 ratas
de la linea Wistar y 16 de la linea Sprague Dawley, cada grupo subdividido en 2 grupos de 8
ratas cada uno, alimentadas durante 6 semanas con dieta caldrica normal o dieta rica en
calorias, respectivamente. Las ratas Wistar fueron mas propensas a acumular tejido adiposo,
debido a su mayor lipogénesis y recaptacion de acidos grasos. En contraste, ambas lineas de
ratas mostraron similar tejido adiposo hepatico después de ingerir la dieta rica en calorias. Los
autores concluyeron que las ratas Wistar son de eleccion en estudios de obesidad inducida por

dieta.

Recientemente, Kisui et al. (2020) publicaron un estudio realizado en la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas de la Universidad de Kanazawa en Japon, cuyo objetivo fue evaluar in
vitro la influencia de la especie, linea o cepa, Yy el sexo en la actividad de las hidrolasas
(principales enzimas para el metabolismo de farmacos) sobre 24 farmacos. Se utilizaron ratas
de las lineas Fischer 344, Sprague Dawley y Wistar, y ratones Balb/c, C3H/He 'y C57BL/6J;
para comparar la actividad de estas enzimas entre los diferentes grupos de animales y los
humanos. Los autores encontraron variaciones inter especies en la actividad de las hidrolasas
para un mismo farmaco y entre farmacos, por lo que sugieren que esa informacion debe ser

considerada en la investigacion preclinica de nuevos farmacos.
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Las diferencias en la respuesta de ratas Wistar y Sprague Dawley a la administracion
de farmacos y toxicos también ha sido evaluada por autores como Hayakawa et al. (2013)
quienes realizaron en Japon una investigacion con el propdsito de coleccionar datos de
estudios de toxicidad de dosis repetidas administradas durante 4, 13 y 26 semanas de cuatro
productos farmacéuticos, adicionalmente se evaluo el efecto de restriccion de la dieta. Como
resultado se obtuvo menor peso corporal y consumo de alimentos en las ratas Wistar
Hannover que en las Sprague Dawley. En las ratas Wistar Han el recuento de eritrocitos,
neutrdfilos, linfocitos, monocitos y eosinofilos fue casi el 50% menor en comparacion con la
linea Sprague Dawley; asimismo, el recuento plaquetario fue 20% menor en ratas Wistar
Han. En contraste, se encontraron minimas diferencias entre ambas lineas en parametros
bioguimicos como las enzimas hepaéticas, colesterol, triglicéridos y fosfolipidos. La restriccion
de la dieta en ratas Sprague Dawley originG valores intermedios para el peso corporal y el
consumo de alimentos entre las ratas Sprague Dawley y Wistar Han. De acuerdo con estos
resultados, los autores atribuyeron algunas diferencias entre las lineas de ratas al menor

consumo de alimentos y el cambio de peso corporal asociado en ratas Wistar Han.
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Bases Tedricas

Hemostasia

La hemostasia consiste en la detencion de la pérdida de sangre a partir de vasos
sanguineos lesionados. Es un proceso fundamental para la vida, ya que favorece la reparacion
del tejido endotelial en respuesta a una lesion del vaso sanguineo; al mismo tiempo, este
mecanismo fisioldgico es el que asegura el estado liquido de la sangre. La hemostasia permite
ademés que el tapon hemostéatico no perdure mas tiempo del necesario para restablecer la

continuidad del vaso.

La magnitud de la respuesta depende del estimulo nocivo y de las condiciones de las
células endoteliales que regulan el microambiente en el arbol vascular, lo que en condiciones
normales asegura un equilibrio entre la tendencia pro coagulante y la anticoagulante (Montes,

2001).

Ganong. (2006) afirma que es el proceso de formacion de coadgulos en las paredes de
los vasos sanguineos dafiados y la prevencion de la pérdida sanguinea, al mismo tiempo que
mantiene la sangre en estado liquido dentro del sistema vascular. Hay un conjunto complejo
de mecanismos sistémicos interrelacionados que interactian para mantener este equilibrio
entre la coagulacién y la anticoagulacion. Ademas, el equilibrio esta bajo la influencia de

factores locales en diversos 6rganos.

El mecanismo involucra un cambio de estado fisico, de liquido a sélido con la

formacion de fibrina, y el enlace del codgulo en una malla insoluble (Martinez, 2006).
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En humanos y otros animales vertebrados, la respuesta hemostética puede ser
conceptualmente dividida en dos fases interdependientes, hemostasia primaria y
hemostasia secundaria. La hemostasia primaria involucra componentes celulares
divididos en dos grupos: los vasos sanguineos de las células subendoteliales y las
plaquetas. La fase secundaria incluye la accion del sistema de coagulacion de la sangre,
un sistema que consiste en casi 20 proteinas plasmaéticas, la secuencia de las reacciones
se debe a estas proteinas plasmaticas descritas colectivamente como la coagulacién
sanguinea, producen la enzima trombina que al actuar sobre el fibrindgeno lo
transforma en la malla de fibrina que refuerza mecénicamente el tapon hemostatico

(Bhagavan y Ha, 2015).

A continuacion se describe en forma mas detallada la participacion de estos

componentes en las fases de la hemostasia.

Fases de la hemostasia

Clasicamente se ha dividido en la hemostasia primaria en la que participan los vasos

sanguineos para contraerse y fundamentalmente las plaquetas para formar el tapon

hemostatico plaquetario y la hemostasia secundaria que corresponde a la formacion del

coagulo de fibrina durante el proceso de coagulacion sanguinea (Benito et al., 2004, Paramo

et al., 2009).
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Hemostasia primaria

En condiciones fisioldgicas, la hemostasia primaria funciona en forma equilibrada,
entre elementos celulares y proteicos, manteniendo la sangre fluida dentro de los vasos. Esto
es posible gracias a las funciones de tromborregulacién que desempefian las células
endoteliales y las plaquetas, pequefias células anucleadas, capacitadas para reaccionar ante la

lesion de un vaso sanguineo y formar rapidamente un tapon plaquetario (Martinez, 2006).

El proceso de transformacion de las plaquetas inactivas en un tapon plaquetario
comprende cuatro etapas: adhesidn, agregacion, contraccion y secrecion. Las plaquetas
circulan normalmente sin adherirse al endotelio vascular. Al ocurrir una lesion en la pared
vascular, las plaguetas se adhieren a los productos sub endoteliales expuestos, como el
colageno y forman un tapon hemostatico efectivo. Esta interaccion puede ser mediada por el
factor de von Willebrand, cuyo receptor plaquetario es el IB-IX. El reclutamiento de otras
plaquetas ocurre a través de la interaccion plagueta-plaqueta, mediada principalmente a través

del receptor de fibrindgeno (Martinez, 2006).

La contraccién de las plaquetas durante y después de la activacién plaquetaria produce
cambios de su forma discoide a una esfera puntiaguda y exposicion de componentes de la
membrana cargados negativamente. A continuacion se produce la secrecion del contenido
granular mediada por el i6n calcio, convirtiendo grupos de plaquetas libremente asociadas en
una masa sélida. Una vez agregadas las plaquetas liberan diversas sustancias, siendo una de

las mas importantes el factor de activacion plaquetaria (Martinez, 2006).
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Factor de activacion plaguetaria (FAP)

El  FAP es un potente mediador quimico de la inflamacion, es un derivado
fosfolipidico involucrado en multiples procesos patoldgicos relacionados con agregacion

plaquetaria, reacciones inmunoinflamatorias y trastornos vasculares.

La sintesis del FAP se produce a partir de los ésteres de glicerilo de las membranas. Se
ha sugerido que el FAP puede circular de una célula a otra; por ejemplo, ir de las plaquetas a
los neutrdfilos y servir de precursor en la biosintesis de FAP en estas células. La sintesis y
liberacion del FAP se produce en respuesta a diversos estimulos, como factores
quimiotacticos, fagocitarios, complejos inmunes, trombina, angiotensina Il e interleucinas

(Diez, 2001).

Papel del FAP en la formacion del trombo

Ante el estimulo del FAP se produce retraccion de las células endoteliales y adhesién
de plaquetas, cuya morfologia se modifica con la emisién de pseuddpodos que atraen otras
plaquetas hacia la masa en formacion; a continuacion se produce degranulacion de factores
plaquetarios y en particular liberacion de FAP, que acelera el proceso y atrae otras células. Los
neutréfilos afluyen y se mezclan al trombo, también hay invasion de monocitos que fagocitan
los desechos de plaquetas y fibrina, y que ademas liberan radicales libres, leucotrienos y FAP,
que atraen a otras células. Alrededor de los eosindfilos se mezcla el trombo en formacion al

cual se adhieren también eritrocitos y adquiere su forma definitiva (Diez, 2001).

En la Figura 1, se ilustran los elementos que intervienen y el mecanismo de adhesion y
agregacion plaquetaria. Los receptores plaquetarios, GPla/lla y GPIb, se unen al colageno y
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al factor de von Willebrand (VWF) y hacen que las plaquetas se adhieran al plano
subendotelial de un vaso sanguineo lesionado. Los receptores PAR1 y PAR4 reaccionan a la
trombina (lla); y los receptores P2Y: y P2Y1> son activados por el ADP; cuando son
estimulados, dichos receptores activan la proteina GPIIb/Illa que se fija a fibrindgeno y la
ciclooxigenasa-1 (COX-1) para inducir la agregacion y la secrecion plaquetarias. El
tromboxano A2 (TxAZ2) es el principal producto de la COX-1 que interviene en la activacion
plaquetaria. La prostaglandina I> (prostaciclina, PGI») sintetizada por células endoteliales

inhibe la activacién plaquetaria (Weitz, 2012).

Células endoteliales
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Figura 1. Hemostasia primaria. Activacion y agregacion plaquetaria.
Tomado de Weitz.(2011). Goodman & Gilman. Las Bases
Farmacoldgicas de la Terapéutica.
En el tapdn plaguetario formado en la hemostasia primaria el contenido granular es

de alta concentracion y cierra la proximidad al area plaquetaria alterada, lo que proporciona la
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superficie dptima sobre la cual procede la cascada de la coagulacion, en la hemostasia

secundaria (Diez, 2001).

Hemostasia secundaria o coagulacion

La coagulacion de la sangre es un proceso multifactorial y dinamico que se caracteriza
por una cascada de reacciones proteoliticas cuya finalidad es convertir el fibrindgeno, proteina
soluble del plasma, en fibrina insoluble para formar redes de fibrina capaces de envolver el
trombo plaquetario. Este proceso es regulado, a su vez, por un sistema de anticoagulantes
naturales; del funcionamiento coordinado de todos sus componentes depende el
mantenimiento de la fluidez sanguinea. Su alteracion puede ocasionar fenémenos

hemorragicos o trombéticos (Sedafio y Flérez, 2014).

Segln Quintana (2002), los modelos de la coagulacion in vivo se han descrito desde
finales de los afios 1800, las primeras descripciones estuvieron relacionadas con individuos
que desarrollaban trombosis. En 1904 se describié la teoria clasica de la coagulacion
sanguinea cuando se observé que los tejidos vasculares liberan una tromboplastina tisular, hoy
conocida como Factor tisular o Factor Ill, necesaria para el inicio de la coagulacion. En los
siguientes afios se fueron descubriendo los factores de la coagulacion y se les asignd un
namero romano de acuerdo al orden de su descubrimiento (factor I al XIlII), de estos el factor
VI no ha sido asignado, el factor IV es conocido como iones de calcio y otros como el

cinindgeno de alto peso molecular y la precalicreina no se designaron con nimeros romanos.

El modelo mas conocido del sistema de coagulacion propone dos vias una intrinseca y
otra extrinseca, que convergen en la via comdn. Este modelo es Util para interpretar los

resultados de las pruebas de coagulacién que se realizan tanto con fines diagnésticos, como de
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seguimiento farmacologico. Permite relacionar los resultados del tiempo de protrombina (TP),
el tiempo parcial de tromboplastina activada (TPTa) y el tiempo de trombina, con la actividad
de los factores que participan en la via extrinseca, intrinseca y comun, respectivamente

(Duarte, 2007).

Diversos autores, entre ellos Silvestre et al. (2006), explica que la via extrinseca es la
mas rapida y se activa por la liberacién de tromboplastina tisular por los tejidos lesionados
activando el factor VII. La via intrinseca se inicia por la activacion del factor XII, que a su vez
activa el factor XI, éste el factor IX y el factor VIII. Ambas vias confluyen en la activacion del
factor X, que inicia una via comdn. Esta lleva a la activacion de los factores IV y V, que, junto
a los fosfolipidos de las plaquetas, producen la conversién de la protrombina a trombina,
induciendo la transformacion del fibrinbgeno en mondmeros de fibrina, que forman un
polimero de fibrina con puentes de hidrogeno y estabiliza el codgulo. En la Figura 2 se sefialan
las interacciones entre proteinas de las vias de coagulacion extrinseca (factor histico y factor

VI11); intrinseca (factores IX y VIII), y comun (factores X, V, 1I).
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Figura 2. Hemostasia secundaria. Vias de la coagulacion sanguinea.

Tomado de Weitz.(2011). Goodman & Gilman. Las Bases Farmacologicas

de la Terapéutica.

El proceso de hemostasia posee, por parte del endotelio, mecanismos de control que se
oponen a la formacién del trombo y que influyen tanto sobre las plaquetas como sobre los
factores de coagulacion. En relacién con las plaquetas, el endotelio segrega tres potentes
agentes antiplaquetarios: la prostaglandina l> (PGI2) o prostaciclina, el dxido nitrico y ciertos
adenosin nucleétidos. En lo que se refiere a los factores de coagulacion, por un lado se

sintetizan y liberan de la superficie luminar glucosaminoglicanos, como el heparan sulfato y

dermatan sulfato, que neutralizan la trombina y el FXa (Weitz, 2012).

La activacion de la proteina C es otra via importante de actividad anticoagulante
vascular. Las células endoteliales expresan en su superficie un receptor, la trombomodulina,

que al unirse a la trombina, activa la proteina C, ésta unida a la proteina S inhibe la
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coagulacion por proteolisis del FVa 'y FVIlla. Si, a pesar de todos estos mecanismos, se forma
fibrina, entra en juego el sistema fibrinolitico a partir del activador tisular del plasmindgeno,

situado en la pared vascular (Weitz, 2012).

El sistema fibrinolitico disuelve la fibrina intravascular, gracias a la accion de la
plasmina. Para iniciar dicho fenémeno, los activadores de plasminégeno en primer lugar
convierten el plasmindgeno en plasmina. Se conocen dos activadores de plasmindgeno: el
activador de plasmindgeno tisular o histico (t-PA) y el activador de plasmindgeno por
urocinasa (u-PA). El sistema fibrinolitico es regulado de manera que se eliminan los trombos
de fibrina indtiles, pero se conserva la fibrina en las heridas para mantener la hemostasia. Las
células endoteliales liberan t-PA en respuesta a diversos estimulos, incluida la estasis cuando
los trombos ocluyen los vasos. El t-PA liberado es eliminado rapidamente de la sangre o es
inhibido por el inhibidor-1 del activador de plasminégeno (PAI-1) y en menor extension por el
inhibidor-2 del activador de plasmindgeno (PAI-2); adicionalmente, la antiplasmina a2 (a2-

AP) inactiva la plasmina. Weitz, (2012). La Figura 3 representa el sistema fibrinolitico.
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Figura 3. Fibrindlisis. Tomado de Weitz (2011). Goodman & Gilman. Las Bases
Farmacologicas de la Terapéutica.

También existe el modelo celular de la coagulacion. Este modelo que reemplaza al
modelo tradicional de la cascada de la coagulacion propone que la coagulacion se lleva a cabo
en diferentes superficies celulares en tres fases: iniciacion, amplificacién y propagacion. La
primera fase o iniciacion ocurre en las células que expresan el factor tisular (FT). En la fase
de amplificacién las plaquetas y los cofactores son activados para generar mayor cantidad de
trombina. La dltima fase, la de propagacion, ocurre sobre la superficie de las plaquetas
activadas y se generan grandes cantidades de trombina, para evitar que el equilibrio
hemostatico se desplace en sentido protromboético, ademas de la existencia del sistema

fibrinolitico, encargado de degradar los polimeros de fibrina (Quintana y Martinez, 2008).
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Factores de la Coagulacion

En el proceso de coagulacion sanguinea intervienen proteinas plasmaticas, a las que se
les asign6 un numero romano segun el orden cronoldgico de su descubrimiento. La mayoria de
estas proteinas o factores de la coagulacion, se encuentran inactivos como cimogenos en
condiciones fisioldgicas y son convertidos a enzimas activas por ruptura de las uniones
peptidicas. Sin embargo, algunos factores de la coagulacién, como la precalicreina (PK),
también llamada Factor Fletcher, y los quinindgenos de alto peso molecular (QAPM), no
poseen ningun numero, mientras que el factor VI no ha sido asignado, y el factor IV es
conocido como iones de calcio (Guerrero y Lopez, 2015). En la Tabla 1 se presentan las

funciones de los factores de la coagulacion.
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Tabla 1. Factores de la coagulacion. (Modificado de Guerrero y Lopez 2015).

Factor

Funcién

| Fibrin6geno

Il Protrombina

111 Factor tisular

IV Calcio

V Proacelerina (Factor labil)

VII Proconvertina (Factor estable)

VIII Factor antihemofilico A

IX Factor Christmas

X Factor de Stuart-Prower

X1 Factor antihemofilico C

XII Factor de Hageman,

XIII Factor estabilizante de la fibrina

Precursor de la fibrina

Precursor inactivo de la trombina

Inicia la via extrinseca al unirse al FVIla

Cofactor enzimatico

Cofactor del complejo protrombinasa

Inicia junto al factor tisular la via extrinseca

Cofactor del complejo tenasa intrinseco

En su forma activa es la enzima del complejo
tenasa intrinseco

En su forma activa es la enzima del complejo
protrombinasa.

En su forma activada es el activador

intrinseco del FIX

Iniciador de la via intrinseca

Transaminasa que entrecruza la fibrina
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Trastornos de la hemostasia

Las alteraciones de la hemostasia pueden provocar por defecto hemorragias
persistentes y por exceso trombosis. Estos trastornos se clasifican, segin la fase que se
encuentre afectada, en trastornos de la hemostasia primaria y trastornos de la hemostasia
secundaria. Quintero et al. (2004) proponen la clasificacion presentada en las Tablas 2 y 3 para

los trastornos de la hemostasia.

Tabla 2. Trastornos de la hemostasia primaria.

PuUrpuras Vasculares Purpuras Plaquetarias
Vasculopatias ~ Vasculopatias Trastornos Trastornos
Congénitas Cuantitativos Cualitativos

Telangiectasia
hemorragica

hereditaria

Enfermedad de
Fabry

Sindrome de

Ehlers-Danlos

Sindrome de

Marfan

Seudoxantoma

elastico

Adquiridas

Pdrpura escorbdtica

Purpura senil de

Bateman

PUrpuras por exceso

de corticoides

PUrpuras mecanicas

Pdrpuras idiopéticas

Produccion de

plaguetas

Distribucioén de

plaquetas

Trombopenias

dilucionales

Destruccion anormal

de plaguetas

Trombopenias

inmunes

Trastornos de
adhesion de las

plaquetas
Trastornos de

agregacion

Trastornos

adquiridos
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Tabla 3. Trastornos de la hemostasia secundaria.

Alteraciones Congénitas Alteraciones Adquiridas

Hemofilia A Trastorno metabdlico de la vitamina K
Hemofilia B Ingesta inadecuada de la vitamina K
Enfermedad de von Willebrand Coagulacion intravascular diseminada

Anticoagulantes circulantes

Pruebas de laboratorio para el control de la hemostasia primaria y secundaria

Las pruebas de laboratorio son necesarias para confirmar la gravedad y, sobre
todo, la naturaleza de los trastornos hemostaticos. Cada tipo de prueba debe utilizarse
segun la caracteristica de las hemorragias o patologias de base. Dentro de estas se
incluyen pruebas para valorar el defecto vascular y plaquetario (tiempo de sangria,
retraccion del coagulo, recuento plaquetario y agregacion plaquetaria); pruebas que
miden la coagulacion (tromboplastina parcial activada y tiempo de protrombina);
estudio de la formacién de fibrina que incluye la determinacion del fibrindgeno vy el

tiempo de trombina (Bernardoni et al., 2004).

Las pruebas de laboratorio utiles para detectar problemas en la hemostasia
primaria incluyen los estudios que permiten conocer la cantidad y la calidad de

plaquetas como son:
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Tiempo de sangria

Consiste en medir el tiempo que dura el sangrado después de hacer una solucién de
continuidad en la piel; su valor normal es de 3 a 8 minutos. Explora la respuesta plaqueta-
endotelio, por lo que refleja la actividad hemostética del tapon plaquetario o un defecto
vascular. Si el recuentro plaquetario es normal y el tiempo de sangria esta prolongado, el
diagnostico es sugestivo de un trastorno cualitativo de la funcion plaquetaria o una

vasculopatia (Romero y Caraballo, 2011).

El tiempo de sangria se alarga generalmente por la alteracion de la pared vascular,
trastornos plaquetarios (trombocitopenia cuando las plaquetas descienden por debajo de
100.000mm3z y en las trombocitopatias), la enfermedad de von Willebrand, disproteinemias,
anemias severas y condiciones que produzcan sustancias parecidas a la prostaciclina, como
ocurre en la insuficiencia renal cronica. Si se mantiene el diagnéstico de alteracion de la
funcién plaquetaria se deben hacer pruebas sofisticadas de adhesion y agregacion plaquetaria y

evaluar las glicoproteinas de la membrana plaquetaria (Romero y Caraballo, 2011).

Segun describe Martinuzzo (2017), el tiempo de sangria se puede medir en humanos

por varias técnicas:

Técnica de Duke: Se realiza una incision con lanceta original de Frank en el 16bulo de

la oreja.

Técnica de lvy: La incision se realiza en el antebrazo donde se ha colocado un

esfigmomandmetro a una presion constante (40 mm de Hg) para llenar los capilares en forma
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homogénea y eliminar la variabilidad del tono capilar dependiendo de la tension arterial del

paciente.

Actualmente se utiliza lo que se llama tiempo de cierre; el cual sustituye al tiempo de
sangria, es decir es un tiempo de sangria in vitro. Para su determinacion se utiliza una maquina
Ilamada PFA-100. La prueba consiste en una membrana con un agujero central impregnada de
coldgeno y adrenalina a través de la cual se hace pasar un flujo de sangre y se mide el tiempo
que tarda en cerrarse dicho agujero, reflejando la funcién plaquetaria (Romero y Caraballo,

2011).

Recuento o contaje plaquetario

Mide la cantidad de plaquetas circulantes. EI numero de plaquetas debe mantenerse en
el intervalo de 150.000 a 400.000/mm?®. Evalia la fase plaquetaria de la hemostasia. Cifras
plaquetarias inferiores a 150.000/mm? indican trombocitopenia, debida al secuestro esplénico,

el aumento de la destruccion o utilizacion, asi como su dilucion (Angel, 1993).

El recuento plaquetario en sangre entera refleja, en pacientes normales, el equilibrio
que existe entre la produccion en médula désea y las plaquetas en circulacion periférica.
Martinuzzo. (2017). Si el recuento plaquetario es inferior a 40.000 mm?, puede ocurrir una
hemorragia espontanea en reposo, si desciende a menos de 10.000 mm?3, la hemorragia puede
ser muy grave, particularmente si ocurre en el sistema nervioso central (Romero y Caraballo,

2011).

Los metodos de recuento pueden ser: manuales, semiautomaticos y automaticos. Es

conveniente observar al microscopio un frotis de sangre periférica, independientemente del
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método de recuento utilizado, donde se evaluara numero, distribucion, forma y tamafio

plaquetario (Martinuzzo, 2017).

Retraccion del Coagulo

El tapon hemostatico de plaquetas que se forma como resultado de la hemostasia
primaria, crece hasta que consigue cerrar la abertura en el vaso. Durante este tiempo, las
plaquetas del tapdn metabolizan la glucosa y producen ATP de energia este inicia la
contraccion de una proteina de las plaguetas parecida a la actinomiosina llamada
trombostenina que es la causante de la retraccion del coagulo. Esta retraccién ocurre una vez
estabilizado el coagulo, por contraccion de las proteinas fibrilares del citoesqueleto
plaquetario, de las glicoproteinas receptoras de membrana de la propia fibrina, el coagulo que

se retrae queda firmemente adherido a la pared vascular (Alexander, 1951).

Al contraerse el coadgulo los hilos de fibrina se contraen gradualmente y expulsan el
plasma del coagulo, aunque se retienen eritrocitos, plaquetas y otros elementos sélidos. El
plasma expulsado del coagulo tiene poco o nada de fibrindgeno porque se ha convertido en
fibrina y se llama suero. Para que ocurra retraccion maxima del coagulo, la sangre debe poseer

namero adecuado de plaquetas.

Al coagularse en forma espontanea la sangre, se forma una masa solida con todos los
componentes sanguineos. Con el tiempo, la accion de las plaquetas sobre la red de fibrina

retrae el coagulo reduciendo su masa (Alexander, 1951).

La retraccion del coagulo depende del nimero de plaquetas, de su actividad funcional
y de la concentracion del fibrindgeno. El grado de retraccion se correlaciona muy bien con el
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namero de plaquetas. Sin embargo, en ciertas condiciones puede resultar normal ain con un
nimero tan bajo de plaquetas como 30 000/mm?. Por alteraciones funcionales como en la
tromboastenia de Glanzmann, en ciertas enfermedades sistémicas y en insuficiencia renal
aguda o croénica, la retraccion del coagulo puede ser incompleta o nula (Zamora-Gonzélez,

2012).

La prueba debe realizarse en tubos de material plastico o vidrio siliconado, ya que las
plaquetas tienden a adherirse y agregarse sobre cualquier superficie que no tenga propiedades

antiadherentes similares a las del endotelio normal ( Martinuzzo, 2017).

Zamora-Gonzalez (2012) clasifica el coagulo como retractil, parcialmente retractil o irretractil,

de acuerdo con su desprendimiento de las paredes del tubo que contiene la muestra de sangre:
Retractil: EI codgulo sanguineo se desprende totalmente

Parcialmente retractil: Solo una porcion del coagulo se desprende.

Irretractil: El codgulo se mantiene adherido a las paredes del tubo.

En la Figura 4 se esquematizan las pruebas que valoran la actividad plaquetaria.
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Retraccion del coagulo Recuento plaquetario Tiempo de sangramiento

50-100x 10%/L
Parcialmente retractil ™~ /7 Prolongado

< 50x 109/L
Irretractil A o

N

Medulograma, segun criterio
del médico Estudio de funcién plaquetaria

Puede mostrar Puede mostrar

Estados del sistema megacariopoyético

como: . Trastornos de la funcidn
. Trombocitopenia Inmune plaquetaria {t_rombopat\as]
. . . Tromboastenia de
. Hiperesplenismo Glanzmam
. Déficit de vitamina B12
. . Enfermedad de pool de
. Aplasia medular )
. . - almacenamiento
. Infiltraciones neoplasicas

. Plrpura amegacarioblastica

Figura 4. Prueba del coagulograma para la valoracion de la actividad plaquetaria en la

hemostasia primaria. Tomado-modificado de Zamora-Gonzalez, 2012.

Con relacion a la evaluacion de la hemostasia secundaria, las pruebas mas utilizadas

son las que se describen a continuacion:
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Tiempo parcial de tromboplastina activado (TPTa)

Mide la actividad de la coagulacion en la via intrinseca. Se denomina Tiempo
parcial de tromboplastina activado (TTPa) a la variante de la PTT (tiempo de tromboplastina
parcial) que se caracteriza por una mayor sensibilidad y mejor estandarizacion, cuya
dosificacion requiere aparatos electronicos especiales, que informan el momento exacto en que
se produce la coagulacion entre un reactivo y el plasma, con dato en fracciones de segundo. Es
un procedimiento que permite valorar la normalidad o anormalidad de los factores |
(fibrindgeno), factor 11 (protrombina), V, VIII, IX, X, XII. Es la prueba de eleccion cuando se
administran anticoagulantes a base de heparina, reemplazando con altos beneficios al
tradicional que se venia empleando del tiempo de coagulacién en la terapia anticoagulante. El

intervalo normal esté entre 25 y 35 segundos (Angel, 1993).

Para realizar esta prueba se incuba el plasma previamente citratado con cualquier
sustancia como caolin, celita o &cido elagico, para activar los factores de contacto. Después de
esta activacion se afiade un sustituto de plaquetas (generalmente un extracto de fosfolipido) y

calcio; de esta manera se forma el coagulo (Romero y Caraballo, 2011).

Tiempo de protrombina (TP)

Valora la via extrinseca, y se puede prolongar por deficiencia de los factores V, VII,
X, I, 1 o fibrindgeno por la presencia anticoagulante tipo warfarina, circulante en el plasma.
Cuando existen valores de fibrindgeno inferiores a 100 mg/dl, se puede prolongar el tiempo

del TP, que puede formar un codgulo pequefio y fiable. Un caso tipico es el de un TP normal
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con un fibrindgeno bajo, que ante cualquier exigencia de consumo del factor | afectara esta

via, ocasionando posteriormente sangrado no explicable (Angel, 1993).

La prueba consiste en agregar al plasma una concentracién optima de tromboplastina
tisular (comercialmente disponible), necesaria para activar la via extrinseca; seguidamente se
afiade calcio y se mantiene en incubacion por un periodo; luego, se mide el tiempo requerido
para la formacién del codgulo, que por lo general en humanos es de 12 segundos, aunque se
consideran normales valores comprendidos entre 10 y 15 segundos, dependiendo de la

actividad de la tromboplastina utilizada (Romero y Caraballo, 2011).

EL TP es dtil para investigar alteraciones de la coagulacién en diversas enfermedades
adquiridas, como las debidas a deficiencia de vitamina K, hepatopatias en la coagulacién
intravascular diseminada o para el control del tratamiento con anticoagulantes orales tipo

warfarina (Angel, 1993).

Debido a que dependiendo del tipo de tromboplastina que se agregue el resultado
puede variar ampliamente, se ha desarrollado un método estandarizado para expresar estas
variaciones, la razén internacional normalizada (INR), parametro que tiene gran utilidad para
evaluar la efectividad de la anticoagulacién con antagonistas de la vitamina K. (LOpez-

Santiago, 2016).
Iindice normalizado internacional (INR)

El INR se calcula obteniendo el cociente entre el tiempo en segundos en el que aparece
fibrina en una muestra plasmatica de un sujeto anticoagulado y el resultado en sujetos normales.

Esta relacién se corrige utilizando un factor (ISI), que depende de la actividad de la
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tromboplastina y que es proporcionado por el fabricante del reactivo, para calcular el indice
normalizado internacional. Este rango estima la intensidad de la anticoagulacion y permite
comparar los resultados de TP en los diferentes laboratorios dentro de ciertos limites. Define el
rango terapeutico entre las diferentes indicaciones clinicas, que se encuentran entre 2.0 y 4.5 de

anticoagulacion (Mendoza, 2008).

Tiempo de coagulacion
Tiempo de coagulacion de Lee-White

Es uno de los procedimientos de laboratorio de los méas antiguos con el que se han
tratado de diagnosticar las alteraciones en los mecanismos de coagulacion. Consiste en extraer
sangre venosa, depositarla en 2 tubos, inclinarlos periédicamente hasta que se produzca la
coagulacién. Es una prueba poco sensible, que ofrece como utilidad diagnéstica el paso inicial
para valorar posteriormente la retraccion del coagulo que depende de las plaguetas y de la
estructura del coadgulo de fibrina. Se utiliza para la evaluacion del sistema intrinseco de la

coagulacion. Los valores de referencia son de 5 a 8 minutos (Angel, 1993).

El tiempo de coagulacién mide la transformacion de fibrindgeno en fibrina, se pasa de
un estado liquido (fibrindgeno) a sélido (fibrina). Antiguamente se empleaba como método de
pesquisa de alteraciones del mecanismo intrinseco de la coagulacién y para monitorear la
terapia con heparina. Hoy dia, su uso en el laboratorio esta limitado. Puede estar prolongado
en las hemofilias graves, en la afibrinogenemia y en estados fibrinoliticos severos (Navia et

al., 2016, Zamora-Gonzalez, 2012).
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Tiempo de coagulacion de Milian

Se toman dos laminas de vidrio perfectamente limpias y secas, se coloca en cada una

de ellas una gota de sangre.

A los cinco minutos empieza a observarse cada minuto, invirtiendo la lamina con gran
cuidado hasta que pueda colocarse verticalmente, sin que se note ninguna deformacion en la
convexidad de la gota, y se anota este momento. La rapidez de coagulacion por este método,
es de unos quince minutos para la sangre normal. Si hay distintos tiempos para las dos gotas,

se toma la media (Gémez, 1935).

Tiempo de coagulacion de Burker

Consiste en colocar tres gotas de sangre en una lamina portaobjetos, disparar el
cronémetro. Con ayuda de una aguja cada 15 segundos comprobar que al levantar la muestra
hasta que se forme el hilo de fibrina. Detener el crondmetro cuando se forme el hilo de
fibrina. Anotar el tiempo transcurrido, el cual corresponde al tiempo de coagulacion (Huaman,

2019).

Tiempo de Trombina

El tiempo de trombina evalta la conversion del fibrindgeno en fibrina, la ultima etapa
de la via comln, que se obtiene agregando trombina bovina al plasma citratado; el valor
normal va de 9 a 35 segundos y se prolonga cuando hay fibrinbgeno anormal, disminuido o
cuando hay elevacion de los productos de fragmentacion de la fibrina; por lo tanto, resulta un
buen parametro para evaluar coagulacién intravascular diseminada y hepatopatias (Lopez-

Santiago, 2016).
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Fibrindgeno

El fibrindgeno, ultima proteina de la cascada de la coagulacion, puede medirse por
métodos quimicos o inmunitarios, se encuentra en concentraciones que van de 200 a 400
mg/dL. En condiciones de estrés actla como un reactante de fase aguda y puede elevarse hasta

800 mg/dL (Lépez-Santiago, 2016).

El nivel de fibrindgeno circulante en plasma se puede determinar por varios metodos,
entre estos: el método gravimétrico, el método coagulante de Clauss y el método derivado del
Tiempo de Protrombina empleado ampliamente en equipos automatizados, asi como por

métodos turbidimétricos e inmunolégicos (Guerrero y Lopez, 2015).

El método més preciso y utilizado para la valoracion del fibrindgeno es el funcional de
Glauss, para el cual se induce la coagulacion del plasma mediante una concentracion elevada
de trombina, de modo que el tiempo de coagulacion es proporcional a la concentracion de
fibrin6geno, con escasa interferencia de otros elementos (Guerrero y Lépez, 2015). En la
Figura 5 se esquematizan algunas pruebas de laboratorio Gtiles para evaluar la hemostasia

secundaria y las posibles causas de su prolongacion.
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liempo de
coagulacion

Prolongado

*Deéficit SEVErD de
factores de la coagulacian

*Coagulacidn
intravascular  diseminada
(CID)

*Hepatopatias

lempo de liempo parcial de
protrombina tromboplastina activada
Prolongado Prolongado

l

Dosificacion de los
factores VIII, 1X, X1, X

Cosificacion de los
factares [, W, VI, X

U

lempo de
rombina

!

Prolongado

I

*Déficit de factores
*Deficit de factores
*Déficit de vitamina kK
*Enfermedad de Von

*Sindrome de malabsoroidn

*Terapia de anticoagulanies

Willebrand

*anticoagulantes

*Afibrinogenemia
*Hipofibrinogenemia
*Disfibrinogenemia

*Tratamiento con
heparina no fraccionada

*Recién nacidos por la
presencia del
fibrindreno fetal

orales circulantes de tipo

heparinas

* Enfermedad hepatica

Figura 5. Pruebas del coagulograma modificada para la valoracion de la hemostasia secundaria.
Tomado-modificado de Zamora-Gonzéalez, 2012.

Ratas de laboratorio

Las ratas de laboratorio son ejemplares bioldgicos procedentes de la rata noruega
salvaje Rattus norvegicus (variedad albina) destinadas a la investigacion cientifica. Son
consideradas un animal de experimentacién modelo y se utilizan en medicina, nutricion,

toxicologia, neurobiologia y otras areas biomédicas (Salvador et al., 2011).
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Se considera que el origen de la rata noruega es el norte de China, desde donde
posteriormente se extendid por Europa durante la Edad Media y América del Norte (Foster y
Frost, 2018). La aparicién de ejemplares albinos y con otros fenotipos de interés condujo a su
empleo en los laboratorios. En 1895, la Universidad de Clark (Worcester, Massachusetts,
Estados Unidos) cred una poblacion de ratas blancas para estudiar los efectos de la dieta y

otros temas de fisiologia (Krinke, 2000).

Debido a su velocidad de reproduccion, a su facilidad de manejo y a muchas de sus
similitudes fisiologicas con el ser humano, la rata ha venido utilizandose desde hace muchos
afios como sujeto de experimentos en los laboratorios de ciencias bioldgicas. Con las ratas
suelen ponerse a prueba los medicamentos que luego se aplican como tratamiento de las
enfermedades humanas; asimismo, se emplean en numerosos experimentos relacionados con

la genética, el suefio y muchos otros temas de la salud (Barnett, 2002).

Fundamentalmente, las ratas de laboratorio se diferencian de las silvestres en que son
mas tranquilas; pueden tolerar grandes multitudes; se reproducen a edades mas tempranas y
tienen camadas mas grandes. Su cerebro, higado, rifiones, glandulas suprarrenales y corazén
son mas pequefios. No obstante, no existe una Unica rata de laboratorio, sino que, mediante
cruzamientos, se han generado varias lineas (Krinke, 2000). Existen mas de 50 cepas no
consanguineas y mas de 400 cepas consanguineas de ratas de laboratorio definidas, siendo las
ratas albinas Wistar y Sprague Dawley las mas utilizadas (Salvador et al., 2011). Ambas
cepas son no consanguineas, por lo que representan mejor la variabilidad genética de una
poblacién y son muy usadas en estudios de toxicologia y farmacologia (Benavides y Guénet,

2003).
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A continuacidn se describen las caracteristicas generales de estas dos lineas de ratas de
laboratorio, de las cuales proceden las sublineas utilizadas en la presente investigacion,

BIOU: Wistar y BIOU: Sprague Dawley,

Ratas Wistar

Son una cepa no consanguinea de ratas albinas que pertenecen a las especies de Rattus
norvegicus. Esta variedad fue desarrollada en el Instituto Wistar en 1906 para su uso en la
investigacién médica y bioldgica, es la primera cepa de rata desarrollada para servir como
organismo modelo en un momento en que los laboratorios utilizaban principalmente ratones
caseros comunes. Mas de la mitad de todas las cepas de ratas de laboratorio son descendientes
de la colonia original de ratas Wistar establecida por el fisi6logo Henry Donaldson, cientifico

administrador (Foster y Frost, 2018).

La cepa de rata Wistar original era una cepa exdgena producida y vendida a clientes de
todo el mundo por el Instituto Wistar. Los cuatro pares originales fueron llevados de la
Universidad de Chicago en 1906, posteriormente se introdujeron varias ratas reproductoras
externas en la colonia durante 1918 para impulsar la produccién de ratas Wistar. La cepa
finalmente se comercializd en 1911. En 1915 Joseph Long obtuvo la rata de laboratorio Long
Evans, mediante el apareamiento de las ratas Wistar originales con un macho salvaje de
Noruega capturado en Berkeley, CA. Posteriormente, en 1973 una subcepa de la rata Wistar,
la Han Wistar, fue establecida a partir de una colonia de ratas Wistar originalmente
mantenidas en el Zentral Institute Fur Versuchstierzucht, Hannover, Alemania (Foster y Frost,

2018).
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La rata Wistar es actualmente una de las cepas de ratas méas populares utilizados en los
experimentos de laboratorio. Se caracteriza por su gran cabeza (especialmente en el macho),
orejas largas, y tiene una longitud de la cola, que siempre es menor que la longitud del cuerpo.
El hocico es agudo, con el labio superior ancho y hendido (Figura 6). Poseen sentido auditivo
capaz de captar ultrasonidos, el tacto también alcanza gran desarrollo gracias a las vibrisas.
Carecen de vesicula biliar, presentan higado pentolobulado e intestino largo voluminoso

(Hume, 1976).

Figura 6. Rata Wistar. Tomado de Milind y Renu, 2013.

La rata Sprague Dawley y cepas de ratas Long-Evans se desarrollaron a partir de ratas

Wistar. Las ratas Wistar son mas activas que otras cepas como Sprague Dawley. La rata
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Wistar es considerada un animal polivalente desde el punto de vista experimental (Foster y

Frost, 2018).

Si bien varias subcepas de la linea Wistar original se han utilizado durante afios en
estudios de carcinogenicidad, en los ultimos 25 afios la subcepa Hannover ha sido la més
empleada en esta &rea de investigacion, incluso en 1988 se establecio una base de datos
constantemente actualizada por el Instituto Fraunhoffer de Hannover para hallazgos

neoplasicos en esta cepa.

Asimismo, la informacion de esa base de datos es utilizada por un gran nimero de
empresas del sector farmacéutico, agroquimico e industrias quimicas industriales en estudios

toxicoldgicos (Foster y Frost, 2018).

En la Tabla 4 se presentan los valores de referencia de algunos pardmetros bioldgicos de las

ratas Wistar (Koolhaas, 2010).
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Tabla 4. Parametros biologicos de ratas Wistar.

Parametro Valor de referencia
Ndmero de cromosomas 42

Vida media 2-4 afos

Peso al nacer 45-6¢

Consumo diario de alimento 10g /100g de peso
Consumo diario de bebida 10-15 ml/100g de peso
Frecuencia cardiaca 373-392/min

Presion arterial media 130 mmHg

Volumen sanguineo 6-7 (% peso corporal)
Temperatura corporal 37,3 °C
Temperatura rectal 37,5-38,1°C
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Ratas Sprague Dawley

El modelo animal de ratas Sprague Dawley fue desarrollado en 1925 por Robert
Dawley. El origen exacto de la cepa no se conoce con exactitud, se cree que el stock original
fue derivado por hembras de apareamiento, de ratas hembras Wistar, con un hibrido macho de
origen desconocido en la Universidad de Wisconsin y el nombre de la cepa es una
combinacion del apellido de soltera de su primera esposa (Sprague) y su propio nombre, una
empresa comercial que abastecia a las ratas fue posteriormente establecido y conocido como
Sprague Dawley Inc. De Madison, Wisconsin, que vendié exclusivamente ratas del mismo

nombre (Foster y Frost, 2018).

La descendencia blanca fue endogdmica en varias lineas diferentes, de los cuales se
combinaron las diez mejores. La seleccion fue hecha para retener o adquirir caracteristicas de
alta lactancia, rapido crecimiento, buen temperamento y alta resistencia a trioxido de arsénico.
En el afio 1940, Evan Carl Holzman usando ratas Sprague Dawley de la colonia original creo
la rata Holzman. Muchas otras sublineas de la cepa Sprague Dawley existen y son actualmente
las ratas mas utilizadas para el desarrollo de productos farmacéuticos en los Estados Unidos y

Japon, al igual que las ratas Wistar (Foster y Frost, 2018).

Segin Hume (1976) son ratas albinas, de tamafio mediano, ddciles, de facil
manipulacion muy proliferas y susceptibles a afecciones respiratorias. Poseen tres molares
unicos a cada lado en ambas arcadas, con un amplio diastema. El hocico es agudo, piloso, con
labio superior ancho y hendido, con bigotes largos, las extremidades delanteras con cuatro
dedos y el pulgar rudimentario, las posteriores tienen cinco dedos. La cola larga desnuda y
escamosa (Figura 5).
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Figura 7. Rata Sprague Dawley. Tomado de Taconic Biosciences.

http://www.taconic.com/pdfs/sprague-dawley-rat.pdf

Tienen tres pares de mamas inguinales y dos pectorales, carecen de vesicula biliar, el
higado es pentalobulado, encéfalo simple con escasas circunvalaciones, intestino largo y
voluminoso, vision desarrollada, sentido auditivo con gran desarrollo capaz de captar
ultrasonidos. El peso de las ratas puede variar segun el género, el macho por lo general pesa en
la edad adulta de 200 — 500 g y la hembra adulta de 250 — 350 g. Tienen un promedio de 260 —
600 pulsaciones por minuto y una frecuencia respiratoria de 100/min. En la Tabla 5 se
presentan los valores de referencia de algunos parametros bioldgicos de las ratas Sprague

Dawley. (Taconic Biosciencess.)
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Tabla 5. Parametros biologicos de ratas Sprague Dawley

Parametro

Valor de referencia

NUmero de cromosomas

Vida media

Peso al nacer

Consumo diario de alimento

Consumo diario de bebida

Frecuencia cardiaca

Presion arterial media

Volumen sanguineo

Temperatura corporal

Temperatura rectal
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19 (g/dia)

6 — 10 ml/dia

393 lat/min

132 (mmHg)

5 — 6 (% peso corporal)

37.5-385°C

38 °C
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CAPITULO 11l

MARCO METODOLOGICO

Este capitulo tiene la finalidad de dar a conocer las técnicas de observacion utilizadas y
los procedimientos de analisis empleados para que sea posible la reproduccién de otros
investigadores, y no solo para repetirla sino también para verificar la adecuacion de dichas
técnicas y procedimientos al objeto de estudio, asi mismo, se desarrollaron cada una de las

pautas que permitieron la presente investigacion.

Tipo de investigacion

Segun Hurtado (2010) los tipos de investigacion estan relacionados con los logros
esperados durante el proceso de investigacion. Especificamente, pueden ser: exploratoria,
descriptiva, analitica, comparativa, explicativa, predictiva, interactiva, confirmatoria y
evaluativa. En tal sentido, esta investigacion es de tipo comparativa, ya que se tomo en cuenta
el criterio de clasificacion en cuanto a las fases de la hemostasia en ratas de laboratorio de las

lineas BIOU: Wistar y BIOU: Sprague Dawley.
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Disefio de la investigacion

El disefio de investigacion se refiere a las diferentes estrategias que utiliza el
investigador para responder a la pregunta de investigacion (Fidias, 2006). Adicionalmente,
refiere que el disefio de investigacion tiene relacion con el donde y como se recopila la
informacion necesaria y la amplitud de la misma, con el fin de responder la interrogante
planteada. Al respecto, esta investigacion tiene un disefio de campo y de laboratorio, ya que la
muestra se recolectd en la realidad y de laboratorio porque fueron procesadas en un escenario

creado (Hurtado, 2010).
Poblacion y muestra
Unidad de investigacion

La unidad de investigacion de este estudio esta representada por ratas de laboratorio de

las lineas BIOU: Wistar (Figura 8) y BIOU: Sprague Dawley (Figura 9).

Figura 8. Rata BIOU: Wistar. Figura 9. Rata BIOU: Sprague Dawley.
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Seleccion del tamarfio de la muestra

Con el propoésito de obtener resultados estadisticamente confiables y asegurar la
validez de la investigacion, se aplicd el método basado en la experiencia de investigaciones
previas para establecer el nimero de animales utilizados en el estudio. En este sentido, el
namero de ejemplares bioldgicos incluido (20 ratas, 10 de cada una de las lineas objeto de
estudio) es similar al reportado en estudios realizados en animales de las mismas lineas, en los
que se han investigado aspectos relacionados con la hemostasia (Gonzalez y Parra, 2011,

Ramirez y Ramnarine, 2012, Sudo et al., 2007).

Sistema de variables

Las variables de una investigacion son las caracteristicas presentes en la unidad de
investigacion 'y que se pueden medir; especificamente, se consideran tres categorias:
dependiente, independiente e intervinientes.

En esta investigacion se consider6 como variable independiente a las lineas de ratas de
experimentacion de sus dos categorias linea BIOU: Wistar y linea BIOU: Sprague Dawley, y

la variable dependiente estuvo representada por las pruebas de laboratorio.

Instrumento de recoleccion de datos

Los instrumentos que se utilizaron para la recoleccion de datos fueron tablas donde se

registraron los resultados de esta investigacion.
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Procedimiento de la investigacion

Se utilizaron 20 ratas, 10 ratas de la linea BIOU:Wistar y 10 ratas de la linea
BIOU:Sprague Dawley, de 4 meses de edad, con peso corporal comprendido entre 370 y 400
g, suministradas por el Bioterio de la Universidad de Los Andes (BIOULA), Meérida

Venezuela.

Ambas lineas estan clasificadas microbiolégicamente como animales convencionales

limpios y genéticamente como animales no consanguineos.

El experimento y procesamiento de las muestras se realizd en el BIOULA y en el
Laboratorio de Bioquimica Clinica de la Facultad de Medicina, Universidad de Los Andes,

Meérida, Venezuela.

Para proceder a realizar las pruebas de la hemostasia se siguid el siguiente

procedimiento:

1. Induccién de la anestesia

Los animales fueron sedados con halotano al 100 % (Figura 10), para luego

anestesiarlos administrando una dosis de 50 mg/kg de ketamina mas xilacina 5 mg/kg por via

intraperitoneal (Figura 11).

51



Figura 10. Sedacion con Halotano al 100%

Figura 11. Anestesia con ketamina mas xilacina

2. Pruebas de hemostasia

2.1. Tiempo de sangria
El tiempo de sangria se determind por medio del Método de Duke o método de

transeccion de la cola. EI mismo consistio en realizar un corte en la porcion distal (a medio
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centimetro del extremo) de la cola de la rata con un bisturi de hoja N° 11 (Figura 12). Luego se
secd el sitio de la incision cada 30 segundos, con papel filtro, hasta que la hemorragia se
detuvo (Figura 13). El tiempo transcurrido desde el momento del corte hasta el cese del

sangramiento se consideré como el tiempo de sangria.

La incisién de la cola de todos los animales del estudio fue realizada por un solo
operador previamente calibrado, para asegurar la homogeneidad en la técnica, puesto que
diferentes cortes podian alterar los resultados del tiempo de sangria. Asimismo, las pruebas
con el papel filtro fueron realizadas por la autora y tutora del estudio, también previamente

calibradas.

Figura 12. Corte en la porcion distal de la cola de las ratas del estudio.
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Figura 13. Secado de la cola con papel filtro.

2.2 Contaje plaquetario
Para obtener las muestras de sangre se comprobd que el animal se encontrara

anestesiado aplicando un estimulo de dolor (pinchazo en las extremidades posteriores).

La muestra sanguinea fue obtenida del seno retro-orbital, mediante la técnica que a
continuacion se describe: Una vez anestesiada, la rata fue sujetada estirando la piel del cuello
hacia atras asegurandose de no dificultar la respiracion. Luego se insertd el capilar en el
angulo externo del ojo (2 mm aprox) y se gir6 suavemente hasta que la sangre fluy6 por el
mismo. Se recogid la muestra (2 ml aprox.) en tubos de ensayo y se retird el capilar. Se

oprimio ligeramente la zona de puncidn con una gasa para detener el sangrado

En un tubo de 75x13 se colocaron 20 ul de anticoagulante de (EDTA) mas 980 ul de
sangre completa, se mezcl6 la sangre por 1 minuto y se aspir6 con la pipeta de Sahil hasta la
marca, se limpi6 muy bien el exterior de la pipeta y se diluyé esta sangre con Oxalato de

Amonio 1% mas 10 ul de sangre con EDTA, de esta manera se hizo una dilucion de la sangre

54



1:100; se mezcld el contenido del tubo por 2 minutos y utilizando la misma pipeta, se cargaron
las dos cadmaras del hematimetro (Figura 14), el cual se mantuvo en reposo durante 20
minutos dentro de una camara humeda. Una vez transcurrido el tiempo se monto el
hematimetro en el microscopio se enfoco con el objetivo de 10x en el cuadrado central y luego
se pasé al objetivo de 40x y se contaron todas las plaguetas que se observaron en los 25
cuadros (Figura 15).

Célculos: # de plaquetas/mm?® = n° de plaquetas contadas x FD x FV

FD: factor diluciéon 2/0,02 = 100

FV: Factor volumen 1/0,1 = 10

Figura 14. Muestra en camara de Neubauer. Figura 15. Contaje de plaquetas.
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2.3 Tiempo de protrombina (Método de Quick)

En un tubo de ensayo especial de 13 x 100 mm, para la determinacion del tiempo de
protrombina, se afiadi6 100 ul de citrato de sodio y 900 ul de sangre, se mezclo y se

centrifugo a 2.500 r.p.m durante 10 minutos.

El plasma sobrenadante fue trasvasado a otro tubo de ensayo de 13 x 100 mm

utilizando una micro pipeta (Figura 16).

Se colocd el plasma en bafio de maria seco 37° C, durante 2 a 3 minutos (Figura 17). En un
tubo limpio y seco, se colocaron 100 pul del reactivo y se pre incubaron a 37° C durante 2 a 3
minutos. Se pipetearon 50 ul del plasma pre incubado y se agregaron rapidamente al tubo que
contenia los 100 ul de reactivo de tromboplastina célcica, disparando simultaneamente el

cronémetro.

El tubo se mantuvo dentro del bafio de maria y cerca de una fuente de luz, por 5 a 6 segundos,
se sacd e inclind suavemente, y se detuvo el cronémetro en el momento de apariciéon del

coagulo (Figura 18). El tiempo transcurrido fue considerado como tiempo de protrombina.
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Figura 16. Muestra de suero de los 10 animales.

Figura 17. Bafio de Maria seco a 37°C.
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Figura 18. Formacion del coagulo. Tiempo de Protrombina.

2.4 Tiempo parcial de tromboplastina activado

En tubos de ensayo, se incub6 a 37 °C el Cloruro de Calcio 0.02M y la tromboplastina,
durante 3 minutos. Se coloco en un tubo de ensayo 100 ul de la tromboplastina parcial
previamente incubada y se dejé incubar durante 2 minutos. Transcurrido ese tiempo, se agrego
100 pl del Cloruro de Calcio 0,02M y se mezclé con el plasma echando a andar el cronometro.
En la Figura 19 se muestran los reactivos utilizados para determinar el tiempo parcial de
tromboplastina activado. Al observar el coédgulo, se detuvo el cronometro y se anoté el

tiempo, en segundos, en que esto ocurrié (Figura 20).
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Figura 19. Reactivos de Tiempo parcial de tromboplastina activado.

Figura 20. Formacion del coagulo.
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2.5 Tiempo de coagulacion

Se aplico el método de Burker modificado, descrito en el Manual de Trabajos Practicos
del Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina, Universidad de
Los Andes, siguiendo el siguiente procedimiento: Se dejo caer una gota de sangre sobre una
lamina de vidrio y se anot6 la hora. Inmediatamente se coloco la lamina a la altura de la vista
y con un alfiler limpio se toco la gota cada 30 segundos realizando un movimiento circular
(Figura 21). Se tomd como tiempo de coagulacién el momento en que al tocar la gota se

form6 un hilo de fibrina.

Figura 21. Determinacion del tiempo de coagulacion.
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2.6 Fibrindgeno

Se recolectd la muestra de sangre de la misma manera que se realizé el procedimiento
para determinar el tiempo de protrombina. Se coloc6 en un tubo 100 pl de oxalato de sodio

0,1 M y 900 pl de sangre. Se invirtid el tubo suavemente utilizando papel sellador.

Posteriormente se centrifugd la sangre oxalatada, por 10 minutos a 2.500 r.p.m. En un
tubo se colocd 1ml del reactivo de fibrindgeno y 100 ul del plasma (Figura 22). Se dej6 en
reposo durante 4 minutos y se leyd inmediatamente a 510nm en el equipo. Los valores de

referencia oscilan entre 200 y 400 mg%.

Figura 22. Técnica de determinacion del fibrindgeno.
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Aspectos bioéticos

Durante el desarrollo de esta investigacion se siguieron los fundamentos eéticos

establecidos por El Codigo de Etica para la Vida, publicado en el afio 2011 por el Ministerio

del Poder Popular para la Ciencia, Tecnologia e Industrias intermedias de la Republica

Bolivariana de Venezuela (Méndez, 2011); en este sentido se aplicaron los siguientes

principios éticos:

1

Fue utilizada la cantidad minima de animales necesarios para obtener resultados
estadisticamente validos.
Fueron empleadas las técnicas y herramientas experimentales necesarias para

minimizar el sufrimiento de los animales.
Se seleccionaron las lineas de animales apropiadas a los objetivos de la investigacion.

Los animales utilizados en este experimento no fueron utilizados en nuevas

investigaciones.

Los animales fueron tratados como organismos vivos sensibles, durante todo el

experimento, evitando o minimizando su incomodidad, sufrimiento y dolor.

Los autores de la investigacion poseian la preparacion pertinente para el manejo de

animales de laboratorio.

Disefio de analisis

Los datos recolectados durante un proceso de investigacion pueden ser
analizados a través de dos enfoques: cualitativo y cuantitativo (Hurtado, 2010). En esta
investigacion los datos se analizaron a través de un enfoque cuantitativo, ya que se
registraron numéricamente y fueron analizados a través de estadisticos descriptivos e

inferenciales.
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Inicialmente se calcul6 la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, para
las variables de estudio: tiempo de coagulacion (TC), tiempo de sangria (TS), tiempo
de protombina (TP), tiempo parcial de tromboplastina activado (TPTa), contaje
plaquetario y fibrindgeno, obteniéndose distribuciones normales para las variables TC,
TS, plaquetas y fibrindgeno, por ende, en las variables antes sefialadas se determinaron
pruebas de hipotesis, empleando la prueba paramétrica t de Student de muestras
independientes; mientras que a las variables TP y TPT se le aplico la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney. Se considerd estadisticamente significativo un valor

p <0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en funcién de los objetivos
especificos planteados en la investigacion, con este propdsito se muestran los valores de las
pruebas de hemostasia realizadas, siguiendo el orden descrito en el marco metodologico.

La muestra estuvo conformada por veinte ratas de laboratorio (n=20), divididas en dos (2)
grupos de investigacion el primero corresponde a la linea BIOU: Wistar y el segundo a la linea

BIOU: Sprague Dawley.

Tiempo de sangria

En la Tabla 6 se presentan los valores correspondientes a la media aritmética, desviacién

y error estandar del tiempo de sangria de los dos grupos de estudio.
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Tabla 6. Tiempo de sangria (minutos) en ratas BIOU: Wistar y BIOU: Sprague Dawley.

Grupos de investigacion N Media Desviacion Error
estandar estandar

BIOU: Wistar 10 12,80 2,098 ,663

BIOU: Sprague Dawley 10 8,30 3,335 1,055

Como se evidencia en la tabla anterior, en el grupo de ratas BIOU:Wistar el tiempo de sangria
presenté mayor duracion que en las ratas BIOU: Sprague Dawley, con diferencia entre ambos
promedios de 4,5 minutos, la cual fue estadisticamente significativa al aplicar la prueba t de
student para muestras independientes, a un nivel de confianza del 95%, obteniendo el valor p
=0,002.

En el Gréfico 1 se presentan las medias y errores estandar del tiempo de sangria obtenido en

cada grupo de estudio.
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Gréfico 1. Tiempo de sangria (minutos) en ratas BIOU: Wistar y BIOU: Sprague Dawley.
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Contaje plaquetario
Los valores correspondientes a la media aritmética, desviacion estandar y error

estandar del numero de plaquetas obtenido en cada grupo de estudio se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Numero de plaquetas en ratas BIOU: Wistar y BIOU: Sprague Dawley.

Grupos de investigacion N Media Desviacion Error
estandar estandar

BIOU: Wistar 10 329500,00 99.483,388  31459,409

BIOU: Sprague Dawley 10 322000,00 71.460,945  22597,935

Como se observa Gréfico 2, los promedios del contaje plaquetario de ambas lineas de ratas
incluidas en este estudio son semejantes, sin hallar diferencia estadisticamente significativa al

aplicar la prueba estadistica t de student para muestras independientes (p = 0,849).

400000 -

350000 -

300000 -

250000 -

200000 -

150000 -

Numero de plaquetas
(Media * error estandar)

100000 -

50000 -

0 -

BIOU: Wistar BIOU:Sprague Dawley

Gréfico 2. Contaje plaquetario en ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague Dawley.
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Tiempo de protrombina

La media, desviacion estandar y error estdndar correspondiente al tiempo de
protrombina (segundos) obtenido en los grupos de ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague

Dawley se presentan a continuacion en la Tabla 8.

Tabla 8. Tiempo de protrombina (segundos) en ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague Dawley.

Grupos de N Rango Suma de Media  Desviacion Error

investigacion promedio rangos estandar  estandar

BIOU: Wistar 10 13,75 137,50 13,50 0,850 0,269

BIOU: Sprague 10 7,25 72,50 12,30 0,823 0,260
Dawley

La prueba de hipotesis para los rangos promedios de los tiempos de protrombina mediante la
prueba estadistica U de Mann-Whitney determind diferencia estadisticamente significativa

entre ambos grupos de estudio a un nivel de confianza del 95%, con un valor p=0, 011.

67



[uny
[e)]
)

[y
o
1

[EEY
N
I

[uny
o
I

p=0,011

Tiempo de protrombina en segundos
(Rango promedio)
o]

BIOU: Wistar BIOU:Sprague Dawley

Gréfico 3. Tiempo de protrombina en ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague Dawley .

Tiempo parcial de tromboplastina activado

En la Tabla 9 se presentan los rangos promedio, suma de rangos, media aritmética,
desviacion y error estandar correspondientes al tiempo parcial de tromboplastina activado

hallado en ambos grupos de estudio.

Tabla 9. Tiempo parcial de tromboplastina activado (segundos) en ratas BIOU:Wistar y

BIOU:Sprague Dawley .

Grupos de N Rango Suma de Media  Desviacion  Error

investigacién promedio rangos estdndar  estandar

BIOU: Wistar 10 12,85 128,50 45,30 11,963 3,783

BIOU: Sprague 10 8,15 81,50 35,40 2,914 ,921
Dawley
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Como se observa en la tabla anterior y en el Grafico 4, la media aritmética y rango promedio
del tiempo parcial de tromboplastina activado del grupo de ratas BIOU:Wistar son mayores
que los del grupo de ratas BIOU:Sprague Dawley. Sin embargo, al aplicar la prueba estadistica
U de Mann-Whitney, la diferencia entre los rangos no es estadisticamente significativa a un

nivel de confianza del 95% (p = 0,075).
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Grafico 4. Tiempo parcial de tromboplastina activado en ratas BIOU:Wistar y BIOU: Sprague Dawley

Tiempo de coagulacion
Los valores correspondientes a la media aritmética, desviacion estandar y error
estandar del tiempo de coagulacion obtenido en cada grupo de estudio se presentan la Tabla

10.
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Tabla 10. Tiempo de coagulacion en ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague Dawley.

Grupos de investigacion N Media Desviacion Error
estandar estandar

BIOU: Wistar 10 2,3000 0,97753 0,30912

BIOU: Sprague Dawley 10 2,3750 1,43976 0,45529

En el Gréafico 5 se muestran las medias aritméticas y errores estandar del tiempo de
coagulacion correspondientes a los grupos de ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague Dawley
incluidos en este estudio. Como se observa, los tiempos de coagulacion de ambos grupos son
similares, sin hallar diferencia estadisticamente significativa al realizar el contraste de
hipo6tesis mediante la prueba estadistica t de student a un nivel de confianza del 95% (p=

0,893).
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Gréafico 5. Tiempo de coagulacion en ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague Dawley.

Fibrindgeno

En la Tabla 11 se indican los datos correspondientes a la media aritmética, desviacion

estandar y error estandar del tiempo de coagulacion obtenido en los dos grupos de estudio.

Tabla 11. Fibrindgeno (%) en ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague Dawley.

Grupos de investigacion N Media Desviacién Error
estdndar estdndar

BIOU: Wistar 10 500,10 187,874 59,411

BIOU: Sprague Dawley 10 538,90 184,250 58,265
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La comparacion de las medias aritméticas del valor porcentual del fibrindgeno hallado en ratas
BIOU:Wistar y BIOU:Sprague Dawley se representa en el Grafico 6. Como se observa, existe
semejanza en los resultados obtenidos en ambos grupos de ratas, por lo que al aplicar la
prueba estadistica t de student para muestras independientes a un nivel de confianza del 95%

la diferencia entre las medias no fue estadisticamente significativa (p=0,647).
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Gréfico 6. Fibrindgeno (%) en ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague Dawley.
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DISCUSION

La hemostasia es el proceso fisiologico que detiene el sangrado ante una lesion
vascular y clasicamente se ha dividido en dos fases, la hemostasia primaria en la que
participan los vasos sanguineos para contraerse y fundamentalmente las plaquetas para formar
el tapon hemostatico plaquetario y la hemostasia secundaria, que corresponde a la formacién

del coagulo de fibrina durante el proceso de coagulacion sanguinea (Paramo et al., 2009).

Las ratas de laboratorio, incluyendo las lineas Wistar y Sprague Dawley, son
ampliamente usadas como modelos animales para estudiar las fases de la hemostasia; sin
embargo, debido a que se han demostrado diferencias en algunos procesos fisioldgicos entre
lineas y sublineas de estos animales, es necesario conocer su perfil hemostatico a fin de
seleccionar la mas adecuada a los objetivos de una determinada investigacion. Con este
proposito en el presente estudio se compararon las fases de la hemostasia en ratas de
laboratorio BIOU: Wistar y BIOU: Sprague Dawley, ambas lineas producidas por el Bioterio

de la Universidad de Los Andes.

Para evaluar la hemostasia primaria se determind en animales de ambas lineas el
tiempo de sangria y el recuento plaguetario. EI tiempo de sangria es una prueba ampliamente
usada en la investigacion de la hemostasia en ratas y ratones (Kopi¢ et al., 2019) sencilla, de
bajo costo y con poco impacto en la salud del animal (Mohammed et al. 2020). Los resultados
demostraron que el tiempo de sangria fue significativamente menor en las ratas BIOU:Sprague

Dawley (p=0,002). La diferencia hallada en los tiempos de sangria en esta investigacién
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coincide con los reportes de otros autores, quienes encontraron variacion en el tiempo de

sangria al comparar distintas lineas de ratas y ratones de laboratorio.

En relacion con los estudios en ratas, Sudo et al. (2007) evaluaron diferencias en la
formacion de trombos inducidos con cloruro férrico y en el tiempo de sangria de ocho lineas
de ratas que incluian Wistar y Sprague Dawley, y hallaron mayor formacion de trombos, asi
como menor tiempo de sangria en las ratas Sprague Dawley que en las ratas Wistar, ACI,
Brown Noruega (BN), Donryu, Fischer 344 (F344), ASE y WKAH. En estudio realizado en
otras lineas de ratas, Cooley et al. (2005) demostraron mayor formacién de trombos arteriales
y venosos inducidos por anastomosis en ratas Copenhagen que en la linea Lewis, y menor
tiempo de sangria, aunque para esta Ultima variable la diferencia no fue estadisticamente

significativa.

Asimismo, se han evidenciado diferencias en el tiempo de sangria entre distintas lineas
de ratones de laboratorio. Por ejemplo, Hoover-Plow et al. (2006) compararon el tiempo de
oclusién arterial, el tiempo de sangrado y el tiempo de resangrado en el modelo de trombosis
inducida en la arteria cardtida con cloruro férrico y reportaron mayor tiempo de oclusion del
trombo y menor tiempo de resangrado en ratones C57BL / 6J que en ratones A/J, aunque el
tiempo de sangrado fue similar en las dos cepas. Posteriormente, White et al. (2010)
utilizando este mismo modelo de trombosis arterial obtuvieron menor tiempo de sangria y
mayor tendencia a la formacion de trombos arteriales en la cepa de ratones Balb/cJ (BalbC),

al compararla con las cepas C57BL/6J (C57) y 129S1/SvimJ (129S).

Aun cuando el tiempo de sangria fue significativamente menor en la linea

BIOU:Sprague Dawley, el recuento plaquetario de ambas lineas de estudio fue similar. En
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contraste, Hayakawa et al. (2013) reportaron en ratas Sprague Dawley un recuento plaquetario
20% mayor que en las Wistar Han. Asimismo, en ratones de laboratorio Barrios et al. (2009)
demostraron diferencias significativas en el recuento plaquetario entre ratones de las cepas
C57BL / 6, BALB/c y C3H/HeN, los ratones C57BL / 6 mostraron los valores mas altos y la

cepa BALB/c los més bajos.

La semejanza hallada en el recuento plaquetario en la presente investigacion sugiere
que la diferencia obtenida en el tiempo de sangria no esta relacionada con variacion en el
nimero de plaquetas de las ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague Dawley. Puesto que el
tiempo de sangria es fundamentalmente una medida de la integridad de los componentes
vascular y plaquetario de la hemostasia primaria (Martinuzzo, 2017), es posible que existan
diferencias entre estas lineas de ratas en la funcion vascular y/o en la adhesién, agregacion y

activacion de las plaquetas o funcién plaquetaria.

Autores como Sudo et al. (2007) demostraron diferencias en la agregacion plaquetaria
inducida por colageno, ADP vy el péptido activador del receptor de trombina (TRAP) entre las
ocho cepas de ratas incluidas en su estudio, de éstas las ratas Sprague Dawley y las BN
presentaron alta agregacion plaquetaria, mientras que las cepas F344 y ACI tuvieron baja
respuesta a los inductores de la agregacién plaquetaria; adicionalmente, estos investigadores
asociaron la alta agregacion plaquetaria de las ratas Sprague Dawley con la formacién de
trombos y el menor tiempo de sangria registrado en esta linea, por lo que sugieren que
diferencias entre lineas de ratas de laboratorio en la agregacion plaquetaria, tienen efecto en la

formacion de trombos y el tiempo de sangria.
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Aun cuando la agregacion plaquetaria estd mediada fundamentalmente por la
interaccion plaqueta-plaqueta, también las interacciones plaqueta-leucocito y plaqueta-
eritrocito, asi como los mediadores quimicos liberados por estas células, intervienen en la
agregacion plaquetaria (Sudo et al., 2006). En consecuencia, es posible que diferencias en la
cantidad de eritrocitos y/o leucocitos entre lineas de ratas de laboratorio puedan contribuir a
variaciones en la agregacion plaquetaria y por consiguiente en el tiempo de sangria. Como
dato interesante, Hayakawa et al. (2013) reportaron mayor recuento de eritrocitos, neutrofilos,
linfocitos, monocitos y eosinofilos en ratas Sprague Dawley que en ratas Wistar Han; con base
en esta informacién podria plantearse que en las ratas BIOU:Sprague Dawley el tiempo de
sangria fue menor debido a una mayor agregacion plaquetaria y participacién de los eritrocitos
y leucocitos; sin embargo, estos elementos celulares no fueron determinados en la presente

investigacion, por lo que para confirmar esta teoria se requieren estudios adicionales.

La evaluacion de la hemostasia secundaria estuvo representada por la determinacion
del TP, TPTa, tiempo de coagulacion y del fibrinbgeno. En concordancia con el resultado
obtenido para el tiempo de sangria, el TP fue significativamente menor en el grupo de ratas de
la linea BIOU: Sprague Dawley (p=0,011). Este resultado es opuesto al reportado por
Urushidani et al. (1978), quienes hallaron mayor TP en ratas Sprague Dawley que en ratas
Wistar. Sin embargo, en ese estudio las ratas fueron tratadas con aspirina para inducir Ulceras
gastricas, la diferencia entre las cepas fue atribuida a mayor sensibilidad de las ratas Sprague
Dawley al efecto de farmacos que actuan sobre la hemostasia. Por el contrario, Cooley et al.

(2005) no hallaron diferencia en el TP entre ratas Copenhagen y ratas Lewis PT, aunque en las
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ratas Copenhagen hubo mayor formacion de trombos, por lo que los autores atribuyeron el

estado protrombotico de esta linea a la hiperreactividad plaquetaria.

Resultados contradictorios también han sido publicados en estudios comparativos entre
cepas de ratones de laboratorio. En este sentido, White et al. (2010) no hallaron diferencia en
el TP entre ratones Balb/c) (BalbC) C57BL/6J (C57) y 129S1/SvimJ (129S), aunque en la
cepa Balb/c) se registraron mas trombos. Asimismo, Ohkura et al. (2007) investigaron
variaciones circadianas en la coagulacion y fibrinolisis en ratones de las cepas Jcl:ICR,
C3H/HeN, BALB/cA, y C57BL/6J sin hallar diferencias entre las cepas con relacion al TP;
resultados similares publicaron Donat et al. (2020) en ratones transgénicos WT y C1g. Sin
embargo, Kopic” et al. (2019) analizaron parametros de la coagulacién en nueve subcepas de
ratones transgénicos de las cepas 129S1/Sv, BALB/c y C57BL/6, y hallaron mayor TP en la

subcepas AnCrl, Jy OlaHsd de ratones BALB/c.

El TP evalla la via extrinseca de la coagulacion sanguinea y permite valorar en forma
global los factores Il, V, VII, Xy el fibrindgeno o factor I (Pichler, 2008), es un indicador de
la activacion del factor VII por el factor tisular (Hoover-Plow et al., 2006). En consecuencia la
diferencia observada en el TP entre ratas BIOU:Sprague Dawley y BIOU:Wistar sugiere que
existe variacion en la actividad de uno o varios de estos factores, entre estas dos lineas de
animales. Por tanto, la medicidn, en futuras investigaciones, de la concentracion y actividad de

los factores que participan en esta via podria contribuir a explicar el resultado obtenido.

Aun cuando en la presente investigacion el TPTa fue menor en el grupo de ratas de la
linea BIOU:Sprague Dawley, estadisticamente la diferencia entre los promedios de ambos

grupos de estudio no fue significativa (p = 0,075). Cooley et al. (2005) tampoco hallaron
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diferencia en el TPTa entre ratas Copenhagen y ratas Lewis. Asimismo, entre las cepas de
ratones de laboratorio Jcl:ICR, C3H/HeN, BALB/cA, y C57BL/6J no se demostrd diferencia
significativa en el TPTa (Ohkura et al., 2007). Igualmente las cepas de ratones Balb/cJ
(BalbC) C57BL/6J (C57) y 129S1/SvimJ (129S) presentaron un TPTa similar (White et al.,
2010). Por el contrario, entre las cepas de ratones transgénicos WT y C1q si hubo variacion
significativa en el TPTa, indicando un incremento de la coagulacion en la cepa C1q (Donat et

al., 2020).

El TPTa evalua la via intrinseca de la coagulacion, y conjuntamente con el TP también
valora la via comun (LoOpez-Santiago, 2016). Es una prueba de deteccion global para los
factores XII, X1, IX, VIII, X, V, 1l y el fibrindgeno de la via comudn (Pichler, 2008). Debido a
su mayor confiabilidad el TPTa ha reemplazado al tiempo de coagulacion de sangre completa
(Ruiz-Bedolla et al., 2007). En concordancia, en este estudio tampoco se encontr6 diferencia
significativa entre los tiempos de coagulacién de las ratas BIOU:Sprague Dawley y
BIOU:Wistar. Los resultados obtenidos con ambas pruebas en la presente investigacion
sugieren que entre las lineas BIOU:Sprague Dawley y BIOU:Wistar no existe diferencia en la

via intrinseca y en la via comdn de la coagulacion.

En relacion con el fibrindgeno, las dos lineas de ratas objeto de estudio de esta
investigacion presentaron valores similares; la discusion del resultado obtenido para esta
variable con lo reportado en estudios previos estd limitada, puesto que en la literatura
consultada no se hallaron trabajos en los que se halla comparado el nivel de fibrindgeno entre
lineas de ratas de laboratorio. No obstante, en ratones Barrios et al. (2009), tampoco

encontraron diferencias significativas en los niveles de fibrindgeno de las cepas C57BL / 6,
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BALB/c y C3H/HeN; mientras que Hoover-Plow et al. (2006) demostraron que ratones de la

cepa A/J poseen mayor cantidad de fibrindgeno que los ratones C57BL / 6J.

Los resultados de este estudio evidencian diferencias entre las ratas de laboratorio
BIOU:Sprague Dawley y BIOU:Wistar, tanto en la hemostasia primaria como en la
hemostasia secundaria; especificamente el tiempo de sangria y el TP fueron significativamente
menores en las ratas BIOU:Sprage Dawley. Las bases genéticas de cada linea de ratas
pudieran ser la causa de diferencias en la funcion plaquetaria o en la expresién y/o actividad
de los factores de coagulacion, proteinas anticoagulantes y componentes del sistema

fibrinolitico.

Estas diferencias pueden interferir con la interpretacion de los resultados de
investigaciones que incluyan animales de estas lineas, por lo que la seleccién apropiada de una
linea u otra podria ofrecer ventajas, segun los objetivos planteados en cada estudio, para

analizar la fisiologia de la hemostasia y los efectos de farmacos que actan sobre este proceso.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Los resultados de la presente investigacion permiten concluir que:

El tiempo de sangria fue significativamente menor en las ratas BIOU:Sprague Dawley.
El recuento plaquetario en las lineas BIOU: Wistar y BIOU: Sprague Dawley fueron
similares.

El tiempo de protrombina fue significativamente menor en el grupo de ratas de la linea
BIOU: Sprague Dawley.

No hubo diferencia significativa en el TPTa, el tiempo de coagulacion vy el fibrindgeno

de las ratas BIOU:Wistar y las ratas BIOU:Sprague Dawley.
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Recomendaciones

En relacion con los resultados obtenidos se recomienda:

Investigar la actividad plaquetaria, asi como el nimero de eritrocitos y leucocitos de
las ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague Dawley, con el fin de estudiar la causa de la

diferencia encontrada en el tiempo de sangria de estas lineas de animales.

Asociar la diferencia obtenida entre el TP de las ratas BIOU:Wistar y las ratas
BIOU:Sprague Dawley con la concentracion y actividad de los factores que participan

en la via extrinseca de la cascada de la coagulacion.

Realizar investigaciones farmacoldgicas con el fin de evidenciar diferencias en la
respuesta de las ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague Dawley a la administracion de

farmacos antiplaquetarios y anticoagulantes.
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