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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue comparar las fases de la hemostasia, en ratas de laboratorio de las lineas BIOU: Wistar
y BIOU: Sprague-Dawley. Metodologia: se utilizaron 10 ratas de cada una de las lineas, producidas por el Bioterio de la
Universidad de Los Andes, con peso corporal comprendido entre 370 y 400 g, se determiné: tiempo de sangria, contaje
plaquetario, tiempo de protrombina (TP), tiempo parcial de tromboplastina activado (TPTa), tiempo de coagulacion y
fibrindgeno. 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 plaquetario, TPTa, tiempo
de coagulacion 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 funcion plaquetaria o en la expresion y/o actividad de los factores de coagulacion, proteinas anticoagulantes

y componentes del sistema fibrinolitico.
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ABSTRACT

The objective of the research was to compare the hemostasis phases in laboratory rats of the BIOU lines:
Wistar and BIOU: Sprague-Dawley. Methodology: 10 rats from each of the lines were used, produced by the
Bioterio of the University of Los Andes, with body weight between 370 and 400 g, it was determined: bleeding
time, platelet count, prothrombin time (PT), partial time of activated thromboplastin (aPTT), clotting time and
fibrinogen. Results: bleeding time and PT were significantly lower in BIOU: Sprague-Dawley rats (p = 0.002
and p = 0.011 respectively). There was no significant difference in platelet count, aPTT, clotting time and
fibrinogen between both lines of rats (p> 0.05). Conclusion: differences were observed between the BIOU:
Sprague-Dawley and BIOU: Wistar laboratory rats, both in the primary hemostasis as in secondary hemostasis;
specifically, bleeding time and PT were significantly lower in BIOU: Sprague-Dawley rats. The differences
found could be explained by variations in the genetic bases of each line of rats, which influence platelet
function or the expression and / or activity of coagulation factors, anticoagulant proteins and components of
the fibrinolytic system.

Keywords: hemostasis, blood coagulation, hemostasis test, Wistar rats, Sprague-Dawley rats.
INTRODUCCION

El organismo esta regulado por diversos procesos fisiologicos, uno de ellos es la hemostasia; este es considerado
un mecanismo de defensa que protege de las pérdidas sanguineas que se producen tras una lesion vascular. En
la hemostasia interactian sistemas fisioldgicos complejos y precisos que regulan la fluidez de la sangre para

mantener un equilibrio entre coagulacion y anticoagulacion (Sedano y Flores, 2014).

Cléasicamente 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 tapén 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 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 y hoy dia son objeto de

multiples investigaciones (Shankar et al., 2021).

La fisiologia y fisiopatologia de la hemostasia son ampliamente estudiadas, tanto en humanos como en
animales de laboratorio. Los modelos animales representan una herramienta invaluable para investigar la

patogenia de la formacion de trombos y evaluar nuevos tratamientos, con este proposito diversos animales
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de laboratorio son utilizados en la investigacion bésica y farmacéutica para valorar los efectos que producen
sobre la hemostasia numerosos medicamentos, alimentos, fitofarmacos y compuestos quimicos con potencial

farmacologico (Tarandovskiy et al., 2020).

El uso de animales en la investigacion es antiguo, sin embargo, en los siglos XVIII y XIX es cuando comenzo
a tomar mayor importancia la utilizaciéon 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, 2006).

Las ratas se han utilizado en muchos estudios experimentales que han generado importantes avances en las
ciencias biomédicas. Estos animales de laboratorio poseen caracteristicas valiosas para la investigacion, ya
que son mas tranquilas que los ratones, pueden tolerar el hacinamiento, y sus 6rganos son de tamano adecuado
para la experimentacion. Adicionalmente su anatomia y fisiologia es similar a la del humano, lo que permite
la extrapolacion de los resultados de diferentes estudios (Krinke, 2000). No obstante, la extrapolacion de los
resultados de los experimentos realizados en roedores hacia el ser humano y otras especies animales, exige la
definicion detallada de las caracteristicas genéticas, sanitarias, anatdmicas y fisiologicas del animal (Morales,
2015), asi como el conocimiento de las diferencias inter e intraespecies, y su importancia para la seleccion del

animal apropiado a los objetivos de cada investigacion.

Trabajos previos han reportado que existen diferencias tanto entre lineas de ratones, como de ratas de
laboratorio en algunos parametros hematologicos y hemostaticos. Sudo et al. (2006) observaron diferencias
marcadas en la agregacion plaquetaria inducida por coldgeno 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, y
la cepa de ratones diabéticos C57BL/KsJ db/db. Posteriormente, Barrios et al. (2009) hallaron diferencias
en el recuento plaquetario, los niveles de plasminogeno y el factor XIII, al comparar ratones de las cepas
BALB/c, C57BL/6 y C3H/He. Asimismo, en la investigacion publicada por White et al. (2010) se encontraron
diferencias en el nimero de plaquetas y el tiempo de sangria de ratones 129S1/SvimJ, BalbC y C57BL/6J,
aunque no hubo diferencia significativa en el tiempo de protrombina (TP) y tiempo parcial de tromboplastina

activado (TPTa), entre las tres cepas.

Con relacion a las diferencias que existen en la hemostasia entre lineas de ratas de laboratorio, es escasa la
informacion cientifica disponible, destaca el trabajo publicado por Sudo et al. (2007) quienes demostraron
que, en respuesta a la accion de inductores, las ratas Sprague-Dawley y Brown Noruega presentan mayor
agregacion plaquetaria y formacion de trombos que las ratas ACI, Donryu, Fischer 344 (F344), ASE, Wistar
y WKAH.

Por otra parte, se han publicado estudios relacionados con diferencias metabdlicas entre diversas lineas
de animales utilizados en investigacion, incluyendo ratas de las lineas Wistar y Sprague-Dawley. En este

sentido, Miranda et al. (2018) compararon el metabolismo lipidico de ratas Wistar y Sprague-Dawley con
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obesidad inducida por la dieta, y hallaron que las ratas Wistar son mas propensas a acumular tejido adiposo.

Recientemente, Kisui et al. (2020) reportaron variaciones en la actividad de las hidrolasas (principales enzimas
para el metabolismo de farmacos) entre ratas de las lineas Fischer 344, Sprague-Dawley y Wistar, y ratones
Balb/c, C3H/He y C57BL/6]J.

Las diferencias en la respuesta de ratas Wistar y Sprague-Dawley a la administracion de farmacos y toxicos
también ha sido demostrada por autores como Hayakawa et al. (2013) quienes evaluaron la toxicidad
cronica de cuatro productos farmacéuticos y adicionalmente determinaron el efecto de restriccion de la dieta,
evidenciando menor peso corporal y consumo de alimentos en las ratas Wistar Hannover que en las Sprague-
Dawley. Asimismo, en las ratas Wistar Hannover el recuento de eritrocitos, neutrdfilos, linfocitos, monocitos,

eosinofilos y plaquetas fue menor.

Aun cuando en la investigacion sobre la hemostasia se utilizan diferentes especies de animales de
experimentacion, las ratas de las lineas Wistar y Sprague-Dawley son muy empleadas, ya que reproducen con
alta fidelidad los eventos celulares y moleculares de este proceso fisiologico (Brooks et al., 2011). Sin embargo,
debido a que la seleccion del ejemplar bioldgico es relevante para la interpretacion y posible extrapolacion
de resultados, y se han demostrado diferencias fisiologicas entre lineas y sublineas de estos animales, en la
presente investigacion se planted como objetivo comparar las fases de la hemostasia entre ratas de laboratorio
BIOU: Wistar y BIOU: Sprague-Dawley, ambas lineas producidas por el Bioterio de la Universidad de Los
Andes.

METODOLOGIA

Planteamiento de la investigacion: enfoque cuantitativo, tipo comparativo, disefio experimental de

laboratorio.

Unidad de investigacion: la unidad de investigacion est4 representada por ratas de laboratorio de las lineas

BIOU: Wistar y BIOU: Sprague-Dawley.

Seleccion del tamaifio de la muestra: con el proposito de obtener resultados estadisticamente confiables y
asegurar la validez de la investigacion, se aplico el método basado en la experiencia de investigaciones previas
para establecer el numero de animales utilizados en el estudio. En este sentido, el numero de ejemplares
biologicos 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: la variable independiente fue las lineas de ratas de experimentacion de sus dos
categorias linea BIOU: Wistar y linea BIOU: Sprague-Dawley, y las variables dependientes fueron tiempo
de coagulacion, tiempo de sangria, tiempo de protrombina (TP), tiempo parcial de tromboplastina activado

(TPTa), contaje plaquetario y fibrindgeno.

\74
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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.

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), Mérida, Venezuela. Ambas
lineas estan clasificadas microbiologicamente como animales convencionales limpios y genéticamente como
animales albinos no consanguineos. El experimento y procesamiento de las muestras se realizé en el BIOULA
y en el Laboratorio de Bioquimica Clinica de la Facultad de Medicina, Universidad de Los Andes, Mérida,

Venezuela. Para proceder a realizar las pruebas de la hemostasia se sigui6 el siguiente procedimiento:

1. Induccion de la anestesia: los animales fueron anestesiados administrando una dosis de 80 mg/kg de

ketamina + xilacina 5 mg/kg por via intraperitoneal.
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. El mismo consistid en realizar un corte en la porcion distal (a medio centimetro del
extremo) de la cola de la rata con un bisturi de hoja N° 11. Luego se secd el sitio de la incision cada 30
segundos, con papel filtro, hasta que la hemorragia se detuvo. El tiempo transcurrido desde el momento del

corte hasta el cese del sangramiento se consideré como el tiempo de sangria.

2.2 Contaje plaquetario: la muestra sanguinea fue obtenida del seno retro-orbital, mediante la técnica que
a continuacién 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 un tubo capilar para hematocrito en el angulo
externo del ojo (2 mm aprox) y se giré suavemente hasta que la sangre fluyd por el mismo. Se recogié la
muestra (2 ml aprox.) en tubos de ensayo y se retir6 el capilar. Se oprimi6 ligeramente la zona de puncioén con

una gasa para detener el sangrado.

En un tubo de 75x13 se colocaron 20 pl de anticoagulante (EDTA) mas 980 ul de sangre completa, se mezclo
la sangre por 1 minuto y se aspird con la pipeta de Sahil hasta la marca, se limpié muy bien el exterior de la
pipeta y se diluy6 esta sangre con oxalato de amonio 1% mas 10 pl de sangre con EDTA, de esta manera,
se hizo una dilucién de la sangre 1:100; se mezclo el contenido del tubo por 2 minutos y utilizando la misma
pipeta, se cargaron en la cAimara de Neubauer del hematimetro, el cual se mantuvo en reposo durante
7 minutos dentro de una camara hliimeda. Una vez transcurrido el tiempo se montd el hematimetro en el
microscopio, se enfocd con el objetivo de 10x en el cuadrado central, luego se pasé al objetivo de 40x y se

contaron todas las plaquetas que se observaron en los 25 cuadros.
Calculos: # de plaquetas/mm’ = n° de plaquetas contadas x FD x FV

FD: factor dilucion 2/0,02 = 100
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FV: Factor volumen 1/0,1 = 10

2.3 Tiempo de protrombina (Método de Quick): en un tubo de eppendorf de 1.5ml para la determinacion del
tiempo de protrombina, se afadio 100 pl de citrato de sodio y 900 pl de sangre, se mezcld y se centrifugd 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.

Se coloco el plasma en bafio de agua a 37° C, durante 2 a 3 minutos. En un tubo limpio y seco, se colocaron 100
ul del reactivo y se pre incubaron a 37° C durante 2 a 3 minutos. Se pipetearon 50 pl del plasma pre incubado
y se agregaron rapidamente al tubo que contenia los 100 ul de reactivo de tromboplastina calcica, activando
simultaneamente el cronometro. El tubo se mantuvo dentro del bafio de agua y cerca de una fuente de luz, por
5 a 6 segundos, se saco e inclind suavemente, y se detuvo el crondmetro en el momento de aparicion de la

malla de fibrina. El tiempo transcurrido fue considerado como 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 vy la tromboplastina, durante 3 minutos. Se colocd en un tubo de ensayo 100 pl de la tromboplastina
parcial previamente incubada y se dejé incubar durante 2 minutos. Transcurrido ese tiempo, se agregd 100 pl
del cloruro de calcio 0,02M y se mezcl6 con el plasma, activando simultaneamente el crondmetro. Al observar

la malla de fibrina se detuvo el crondmetro y se anoto el tiempo, en segundos, en que esto ocurrio.

2.5 Tiempo de coagulacion: se aplico el método de Burker modificado, descrito en el Manual de Trabajos
Précticos del Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina, Universidad de Los
Andes, siguiendo el subsecuente procedimiento: se dejo caer una gota de sangre sobre una lamina de vidrio
y se anoto la hora. Inmediatamente se coloco la lamina a la altura de la vista y con un alfiler limpio se tocé la
gota cada 30 segundos realizando un movimiento circular. Se tomo6 como tiempo de coagulacion el momento

en que al tocar la gota se formo un hilo de fibrina.

2.6 Fibrindgeno: se coloco en un tubo 100 pl de oxalato de sodio 0,1 M y 900 ul de sangre. Se invirtio 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 colocod 1ml del reactivo de fibrindgeno y 100 pl del plasma. Se dejo en reposo
durante 4 minutos y se leyd inmediatamente a 510nm usando como blanco solucién salina fisiologica con

100uL de plasma oxalatado, en el espectrofotometro de luz visible Stat Fax.

Aspectos bioéticos: durante el desarrollo de esta investigacion se siguieron los fundamentos establecidos por El
Codigo de Etica para la Vida del Ministerio del Poder Popular para la Ciencia, Tecnologia e Industrias intermedias
de la Republica Bolivariana de Venezuela (2011). En este sentido, se aplicaron los siguientes principios éticos:
a) fue utilizada la cantidad minima de animales necesarios para obtener resultados estadisticamente validos;
b) fueron empleadas las técnicas y herramientas experimentales necesarias para minimizar el sufrimiento de
los animales; c) se seleccionaron las lineas de animales apropiadas a los objetivos de la investigacion; d)
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
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incomodidad, sufrimiento y dolor; f) los autores de la investigacién poseian la preparacion pertinente para el

manejo de animales de laboratorio.

Analisis de datos: inicialmente se calculd la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, para las
variables de estudio: tiempo de coagulacion, tiempo de sangria, tiempo de protrombina (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 hipdtesis, empleando la prueba paramétrica t de Student de muestras independientes; mientras
que a las variables TP y TPTa se le aplicd la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Se consider6

estadisticamente significativo un valor p < 0,05.
RESULTADOS
Tiempo de sangria

En la Tabla 1 se presentan los valores correspondientes a la media aritmética, desviacion y error estandar del

tiempo de sangria de los dos grupos de estudio.

Tabla 1. 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
duraciéon 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.
Contaje plaquetario

Los valores correspondientes a la media aritmética, desviacion estandar y error estandar del niimero de
plaquetas obtenido en cada grupo de estudio se muestran en la Tabla 2, obteniendo que 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).

Tabla 2. 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

Tiempo de protrombina
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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 3, la
prueba de hipdtesis para los rangos promedios de los tiempos de protrombina mediante la prueba estadistica
U de Mann-Whitney determiné diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos de estudio a un

nivel de confianza del 95%, con un valor p=0, O11.

Tabla 3. Tiempo de protrombina (segundos) en ratas BIOU: Wistar y BIOU: Sprague-Dawley.

Grupos de investigacion N Rango Suma de Media Desviacion ~ Error
Promedio rangos estandar estandar

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

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

Tiempo parcial de tromboplastina activado

En la Tabla 4 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, debido a
que la media aritmética y rango promedio del TPTa 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).

Tabla 4. Tiempo parcial de tromboplastina activado (segundos) en ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague-
Dawley .

Grupos de investigacion N Rango Suma de Media  Desviacion  Error
Promedio  rangos estandar estandar

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

BIOU:Sprague-Dawley 10 8,15 81,50 35,40 2914 ,921

Tiempo de coagulacion

Los valores correspondientes a la media aritmética, desviacion estdndar y error estindar del tiempo de
coagulacion obtenido en cada grupo de estudio se presentan en la Tabla 5, como se observa, los tiempos de
coagulacion de ambos grupos son similares, sin hallar diferencia estadisticamente significativa al realizar el

contraste de hipotesis mediante la prueba estadistica t de Student a un nivel de confianza del 95% (p= 0,893).

Tabla 5. 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
Fibrinogeno

En la Tabla 6 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. La comparacion de las medias aritméticas
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del valor porcentual del fibrindgeno hallado en ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague-Dawley muestra
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).

Tabla 6. Fibrin6geno (%) en ratas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague-Dawley.

Grupos de investigacion N Media Desviacion Error
estandar estandar
BIOU: Wistar 10 500,10 187,874 59,411
BIOU: Sprague-Dawley 10 538,90 184,250 58,265
DISCUSION

La hemostasia es el proceso fisioldgico 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 tapén hemostatico plaquetario, y la hemostasia secundaria,
que corresponde a la formacion del coagulo de fibrina durante el proceso de coagulacion sanguinea (Paramo
et al., 2009).

Lasratas de laboratorio de 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 fisiologicos entre estos animales, es pertinente comparar su perfil hemostatico a fin de seleccionar la
mas adecuada a los objetivos de una determinada investigacion. Con este proposito se compararon las fases de

la hemostasia en ratas de laboratorio BIOU: Wistar y BIOU: Sprague-Dawley.

Para evaluar la hemostasia primaria se determin6 en animales de ambas lineas el tiempo de sangria y el
recuento plaquetario. El 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
investigacion coincide con los reportes de otros autores, quienes también encontraron variacion al comparar

distintas lineas de ratas y ratones de laboratorio.

En relacién 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 formaciéon 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.
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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 oclusion 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 / 6] 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 formaciéon
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 contraste, Hayakawa et al. (2013) reportaron en ratas
Sprague-Dawley un recuento plaquetario 20% mayor que en las Wistar Han. La semejanza hallada en el
recuento plaquetario en la presente investigacion sugiere que la diferencia obtenida en el tiempo de sangria no
estd 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 funcidn vascular y/o en la adhesion, la activacion y la agregacion de las plaquetas.

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 agregacion plaquetaria; adicionalmente, estos
investigadores asociaron la alta agregacion plaquetaria de las ratas Sprague-Dawley con la formacion 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.

Si bien es cierto que la agregacion plaquetaria estd mediada fundamentalmente por la interaccion plaqueta-
plaqueta, también depende de las interacciones plaqueta-leucocito y plaqueta-eritrocito, asi como de los
mediadores quimicos liberados por estas células (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, neutréfilos, linfocitos, monocitos y eosinofilos en
ratas Sprague-Dawley que en ratas Wistar Han; con base en esta informacion podria plantearse que en las
ratas BIOU:Sprague-Dawley el tiempo de sangria fue menor debido a una mayor agregacion plaquetaria y
participacion 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 fibrindgeno. En concordancia con el resultado obtenido para el tiempo de sangria, el TP fue
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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 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/cJ (BalbC)
C57BL/6J (C57) y 129S1/Svim] (129S), aunque en la cepa Balb/cJ se registraron mads trombos. Asimismo,
Ohkura et al. (2007) investigaron variaciones circadianas en la coagulacion y fibrindlisis 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 Clq. Sin embargo, Kopic”
et al. (2019) analizaron parametros de la coagulacion en nueve subcepas de ratones transgénicos de las cepas
129S1/Sv, BALB/c y C57BL/6, y hallaron mayor TP en la subcepas AnCrl, J y OlaHsd de ratones BALB/c.

El TP evalua la via extrinseca de la coagulacion sanguinea y permite valorar en forma global los factores I1, V,
VII, X y 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: Wistar
y BIOU:Sprague-Dawley sugiere que existe variacion en la actividad de uno o varios de estos factores, entre
estas dos lineas de animales. Por tanto, la medicion, 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 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
demostré diferencia significativa en el TPTa (Ohkura et al., 2007). Igualmente, las cepas de ratones Balb/
cJ (BalbC) C57BL/6J (C57) y 129S1/SvIimJ (129S) presentaron un TPTa similar (White et al., 2010). Por
el contrario, entre las cepas de ratones transgénicos WT y Clq si hubo variacion significativa en el TPTa,

indicando un incremento de la coagulacion en la cepa Clq (Donat et al., 2020).

El TPTa evalta la via intrinseca de la coagulacion, y conjuntamente con el TP también valora la via comun
(Lopez-Santiago, 2016). Es una prueba de deteccion global para los factores XII, XI, IX, VIIL, X, V, Il y
el fibrindgeno de la via comun (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 encontrd diferencia significativa entre los tiempos de coagulacion de las ratas BIOU:Wistar y
BIOU:Sprague-Dawley. Los resultados obtenidos con ambas pruebas en la presente investigacion sugieren

que entre las lineas BIOU:Wistar y BIOU:Sprague-Dawley no existen diferencias en las vias intrinseca y
>
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comun 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 fibrin6geno 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, 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.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio evidencian diferencias entre las ratas de laboratorio BIOU:Wistar y
BIOU:Sprague-Dawley, 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 expresion

y/o actividad de los factores de coagulacion, proteinas anticoagulantes y componentes del sistema fibrinolitico.

Esas diferencias pueden interferir con la interpretacion de los resultados de investigaciones que incluyan
animales de estas lineas, por lo que la seleccion apropiada de una linea u otra podria ofrecer ventajas, para
analizar la fisiologia de la hemostasia y los efectos de farmacos que actiian sobre este proceso, segun los

objetivos planteados en cada estudio.

RECOMENDACIONES

e 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.

e 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.

e 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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