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REBUMEN

El sindrome nefrético (SN)l se caracteriza por
proteinuria, hipoproteinemia, albuminuria, edema, ascitis e
hipercolesterolemia. Las alteraciones del metabolismo &seo
que se presentan en el SN y el impacto que estas tienen en
el esqueleto se han estudiado muy poco. Adem&s, el valor de
los marcadores bioquimicos [fosfatasa alcalina (FA),
hidroxiprolina (OHPr), hormona paratiroidea (PTH) vy
osteocalcina (0C)] en este modelo experimental de SN
inducido con aminonuclebsido de puromicina (ANP) se
desconoce.

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar los niveles de los narcadores bioquimicos del
remodelamiento 6seo y su impacto en el esqueleto en el SN
inducido con ANP.

El SN se indujo en ratas Wistar macho de 130 g de peso
con una inyeccién subcut&nea tinica de 15 mg/100 g de ANP,
Los animales control recibieron solucién salina. Las ratas
se colocaron en ja\_xlas metabblicas durante los 26 dias del
estudio para recolectar 1la orina. Los animales se
sacrificaron los dias 2, 6, 12 y 26 del estudio. En sangre
se determinaron calcio ionizado (cai), PTH, OC, 25-0OHD y
1,25(0H),D, FA y proteinas; mientras que en orina se
determinaron OHPr, AMPc y proteinas. Los fémures se
extirparon y se mantuvieron en formol previa cuantificacién
del contenido mineral (BMC) Yy 1la densidad 6sea (BMD).

Las ratas presentaron al dia 6: hipoproteinemia, edema,



disminucién de los metabolitos de la vitamina D y un
aumento significativo de la PTH (164 % 32.06 pg/mL) con
respecto a los controles (106.83 * 11.49 pg/mL). Sin
embargo, los valores de AMPc en orina disminuyeron
significativamente a pesar del aumento de PTH, lo que puede
sugerir que en este modelo la respuesta del complejo
hormona receptor (PTH-Adenilatociclasa) a nivel de 1la
membrana basal estd alterado. Por otro lado la excrecién
urinaria de OHPr aumenta los dias 6 y 12 con disminucién
franca de los niveles de FA (dfa 2) que no regresan a sus
niveles normales. El aumento de la concentracién de OC del
dia 6 (14.6 % 1.74 ng/mL) con respecto a los controles
(4.88 £ 0.47 ng/ml), la cual es un marcador especifico del
remodelamiento esquelético y de la actividad osteoblastica,
aunado a la pérdida por orina de OHPr permite pensar que en
el SN la actividad 6sea metabbdlica estad francamente
alterada, fenémeno influenciado por el aumento de PTH para
compensar la hipocalcemia caracteristica del SN. Estos
hallazgos y el efecto que tienen en el esqueleto se
confirma al determinar que el contenido mineral y 1la
densidad del hueso estdn significativamente bajas en ratas
con SN. Este aumento en la desmineralizacién (actividad
osteocléstica) no es compensado por el aumento de OC
(actividad osteoblastica} lo que origina un deterioro del
esqueleto y, por consiguiente, un desequilibrio del

metabolismo mineral en el SN.
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ABREVIATURAS EMPLEADAS
EN ESTE TRABAJO

. AMPc¢ Adenisin monofosfato ciclico
ANP Aminonucleésido de puromicina
BMC : Contenido mineral é&seo
BMD Densidad mineral &ésea
Bo Patrén cero
°c Grados centigrados
cai o ca*t calcio ionizado
cm Centimetro (s)
cpm Cuentas por minuto
cT Cuentas totales
DBP Protefna acopladora de vitamina D
DEXA Densitometria de doble foton y rayos X
dL Decilitro
D.O. Densidad éptica
dpn Decintegraciones por minuto
E4p5/min Extincién promedio por minuto
FA » Fosfatasa alcalina
Fig. Figura
g Gramos
GPT Gla&ndulas paratiroides
HCl Acido clorhidrico
125y Yodo 125 radiocactivo
Kg Kilogramo
M Molar (Molaridad)

Rg Microgramo (s)



mg Miligramo (s)

AL Microlitro (s)

mL Mililitro (s)

mM Milimolar

N Normal (Normalidad)

ng Nanogramo (s)

nm Nanometros

nmol Nanomol (Nanomolar)

NSB Unién inespecifica

oc Osteocalcina

25~0HD 25-~hidroxivitamina D o calcitriol
1,25(0H) 5D 1,25-dihidroxivitamina D o calcidiol
OHPY Hidroxiprolina

p.e. Por ejemplo

Py Picogramo (s)

prnol Picomol

PTH Hormona paratiroidea

PTH-MM Hormona paratiroidea molécula media
rpm Revoluciones por minuto

SN Sindrome nefrético

Tc Cuentas totales

u Unidades

v Luz ultravioleta

Vit D vitamina D

il
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I. INTRODUCCION
1. BINDROME NEFROTICO

El sindrome nefrético (SN) es un padeciniento que se
caracteriza por proteinuria, hipoproteinemia, albuminuria,
disminucién de la presién coloidosmética, ascitis, edema,
lipiduria, retencién de sodio, hipercolesterolemia e-
hiperlipoproteinemia. La prevalencia de sus causas esta
relacionado con la edad, en los nifios generalmente es
desconocida (idiop&tica) y en los adultos puede ser
secundaric a una glomerulonefritis o a una intoxicacién
(1-4) .

Todas las alteraciones metabdlicas del SN surgen como
resultado de un solo defecto que es el incremento en la
permeabilidad glomerular de proteinas plasmaticas (Fig. 1).

El mecanismo de hipoalbuminemia en el SN se ha estudiado
extensamente. Puede ser consecuencia de una reduccién en la
sintesis de albfimina, de un incremento en en el catabolismo
y/o cambios en la distribucién de albGmina. En el 5N,
algunos o todos estos factores pueden estar presentes.
Claramente, la pérdida de la albfimina en la orina es
importante.

Los efectos de la hipoalbuminemia son muchos. Varias
complicaciones del SN, incluyendo algunas de las m&s
serias, son debidas al efecto de la concentracién de
albimina en suero (1,2), entre ellas destacan:

a) Hiperlipidemia: La hipoalbuminemia juega un papel en
la patogénesis de la hiperlipidemia del SN, al disminuir 1la

presién oncética creando un estimulo para aumentar la



INCREMENTO EN LA PERMEABILIDAD
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Excrecién urinaria t e on d
de protelnas tracién de
acarreadoras | —— proteinas ————s Excrecién urinaria
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!
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Fig. 1 Fisiopatologia del sindrome nefrético.
(Kidney Int 1988;33:1184-1202)



produccién hepdtica de lipoprotefnas. Este aumento, junto
con una disminucién en el catabolismo de las lipoproteinas,
produce hiperlipoproteinemia.

b) Edema: En el SN, se produce una reduccién de 1la
presién oncética favoreciendo el paso de fluidos del
compartimiento vascular al intersticial, produciendo edema
y ascitis.

El aumento en la filtracién de las proteinas y su
pérdida por la orina, trae como consecuencia:

a) Alteracidén en el estado inmune: Los pacientes con SN
presentan niveles bajos de inmuncglobulinas séricas e IgG.
Tres mecanismos parecen estar involucrados, pérdida por
orina, un incremento en el catabolismo y una reduccién en
su sintesis. El factor B, o proactivador de €3, un
componente de 1la via del complemento, se encuentra
reducido, probablemente a causa de la pérdida por orina.

Al alterarse la inmunidad humoral, se modifica 1la
inmunidad celular debido a la interaccién de ambos
procesos lo cual lleva a un aumento en la susceptibiiidad a
infecciones por organismos oportunistas (p.e. neumococos)
que en un tiempo fueron causa principal de muerte en SN.

b) Altu'nciénl del metabolismo de calcio y hueso: Debido
a la pérdida por orina de metabolitos de la vitamina D, se
reduce la absorcién intestinal de calcio, lo cual provoca
un aumento de PTH en sangre. Esta anormalidad tiene un
impacto negativo sobre el esqueleto.

c) Alteracién en 1la coagulacidén: cCambios profundos

ocurren en SN en las proteinas concernientes con 1la



iniciacién de la coagulacién y. fibrinolisis. Estos
defectos surgen a causa de alteraciones generales en
sintesis, cambio y pérdida en la orina que afecta muchas
proteinas.

d) Deficiencia de elementos traza: Niveles bajos de
metales como cobre, hierro y zinc se presentan en SN,
debido en gran parte a la pérdida por orina de sus
proteinas acarreadoras (ceruloplasmina, transferrina y
albtimina).

Los modelos experimentales usados para estudiar el SN
son los producidos por la inyeccién de:

a) Suero antirrifién

b) Aminonuclefsido de puromicina (ANP)

¢) Adriamicina

d) Daunomicina

El modelo més comfinmente usado es el de ratas inducido
por la inyeccién de ANP. En este modelo experimental se ha
descrito ampliamente muchas alteraciones bioquimicas y
morfolégicas, incluyendo nicroscopia electrénica. Las
lesiones renales son muy similares a las descritas en
humanos.

Se han descrito dos variantes de la nefrosis inducida
por ANP: el modelo agudo y el modelo crénico (5).

El modelo agudo se induce por mGltiples inyecciones
subcuténeas o por una lnyeccién intravenosa de 50 a 150
ng/Kg de peso corporal total, y da como resultado una
proteinuria masiva y SN al término de 7 a 14 dias. Después

de 3 semanas la protelnuria disminuye y desaparece a las 5



6 6 semanas, por lo que es un modelo reversible. El modelo
crénico es inducido por inyecciones repetidas de dosis
bajas (5 mg/100 g de peso corporal) y se encuentra asociado
a proteinuria crénica y dafio irreversible.

El ANP, cuyo nombre genérico es el 6-dimetil-
aminopurina, 3-amino-d-ribosa, es un potente farmaco
nefrotéxice. Es producido por la hidrSlisis del residuo p-~
metoxitirosil que se encuentra unido al grupo amino del
residuo aminorribosa del antibiético puromicina y est4
relacionado estructuralmente a la adenosina (Fig. 2).
Cuando se acetila el grupo amino del residuo aminorribosa
pierde su nefrotoxicidad y se excreta sin cambio en 1la
orina. No se metaboliza in vivo ni in vitro. Aparentemente
es el grupo amino (NH,) libre del nucle6sido, el que le
confiere la potencia como agente nefrotéxico (6).

Hasta ahora, el. mecanismo por ei cual el ANP produce
dafio renal se desconoce, pero hay evidencia que el
metabolismo del ANP es indispensable para producir el dafio
renal. Existen varias hipétesis para explicar el mecanismo
de accién del ANP para producir proteinuria como 1la
presencia de r?dicales libres, tales como perdéxido de
hidrégeno, super6xido e hidroxilo, producidos durante el
metabolismo del ANP.

El ANP produce una reduccién en la densidad de carga de
las células epiteliales debido a que se pierden
slaloproteinas y heparan sulfato proteoglicanos que, como
se sabe, participan de manera importante en la funcién de

la filtracién de proteinas plasmidticas anidnicas (7).
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2. SIBTEMA DE LA VITAMINA D

La vitamina D es adquirida en el organismo por la dieta
en forma de 7-dihidrocolesterol que es transformado en pre-
vitamina D (pre-vitD) por efecto de la luz ultravioleta
(290-315 nm) en la piel, y posteriormente se lleva a cabo
un proceso de isomerizacidén convirtiéndose en vitamina D
(vit D) (Fig. 3). En el hombre, este proceso ocurre durante
los dos dias posteriores al proceso de jisomerizacidén una
vez que se adapta completamente a la temperatura del
cuerpo (8). La vit D asi formada, es transportada a la
circulacién a través de la proteina acopladora de vit D
(DBP) en las siguientes 3 & 4 horas, hasta llegar al
higado (9). Cada molécula de DBP tiene un sitio de unién
especifica para vit D y sus metabolitos (10). Sin embargo,
la DBP no parece ser la responsable de transportarla a los
érganos blancos, en donde puede ser metabelizados o
pueden ejercer su accién biolégica (11).

En el higado es hidroxilada en el carbén 25 para
producir 25-hidroxivitamina D (25-OHD). Se cree que esta
hidroxilacién ocurre tanto en la mitocondria como en 1la
fraccién microsomal, y requiere de NADPH, iones magnesio y
oxigeno molecular para llevarse a cabo.

La vida media de 25-OHD en la circulacién es de 2 a 3
semanas, con una actividad dos o tres veces mis potente que
su precursor, la vit D. 8in embargo, es inerte
biolégicamente y por ello necesita ser hidroxilada

nuevamente en el rifién.
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En el hombre como en los animales, el sitio principal
(si no el Gnico) del metabolismo de 25-OHD a 1,25(0H),D, es
el rifisn. La enzima responsable de esta Qdltima
hidroxilacién es la 1 alfa-25-hidroxilasa, que es una
citocromo oxidasa P-450 mitocondrial gque requiere NADPH vy
oxigeno molecular para ser activada (12).

La 1 alfa-25-hidroxilasa se localiza en el tadbulo
contorneado y en la parte recta del tdbulo proximal. La
enzima localizada en el tdbulo contorneado es
exclusivamente estimulada por la hormona paratiroidea
(PTH) , mientras que la presente en la parte recta responde
solamente a calcitonina (CT).

La 1,25(OH),D es aproximadamente 10 veces mids potente
gque la vit D en favorecer el trasporte intestinal de calcio
y su movilizacién del hueso. En la actualidad se considera
que 1,25(0H),D es la responsable de la accién biolégica de
vit D. La vida media de este metabolito en 1la circulacién

es de aproximadamente 6 horas.

2a.MECANISMO DE ACCION DE LA VITAMINA D: Efecto bioldgico
de 1,25(0E),D en intestino y hueso. La vitamina D es una
de las hormonas ‘que se encargan de regular la homeostasis
de calcio, asi como de mantener el recambio esquelético e
indirectamente favorecer 1la mineralizacién del osteoide.
Aunque 1,25(OH),D no parece tener una accién directa sobre
la calcificacién 6sea, favorece la movilizacién de calcio
del hueso, aumentando el nGmero de osteclastos y por

consiguiente 1la actividad osteocléstica (13,14). La



deficiencia de 1,25(0H),D aumenta el tejido osteoide
(matriz ésea no mineralizada), defectoe conocido como
raquitismo en los nifies y osteomalacia en el adulto. Es
evidente que hay receptores para 1,25(0H)2D presentes en
los osteoblastos, pero no asi en los ostecclastos, lo que
permite pensar que las células blanco para el metabolismo
activo de la vit D son los osteoblastos.

Por otro lado, los osteoclastos son células
multinucleadas con actividad 6sea resortiva, que se forman
a partir de la diferenciacién y fusién de los osteoclastos
progenitores mononucleares derivados a su vez de las
células hematopoyéticas. Cuando se administra 1,25(CH),D a
animales deficientes de vit D 1la resorcién 6&sea
osteocldstica aumenta, de igual manera el nfimero de
osteoclastos. Dos mecanismos diferentes inducen 1la
resorcién osteocl&stica: la activacidn de los osteoclastos
depositados y la formacién de nuevos osteoclastos. Este
proceso involucra liberacién de enzimas lisosomales, cambio
en el tamafio Yy el &4rea del nlGcleo y en la membrana
limitrofe; hay inhibicién de la colagena &sea y el efecto
es paralelo a la resorcién a nivel del periostio (15).

A nivel intestinal, el papel principal de 1,25(OH),D es
favoreéer la absorcién de calcio en el intestino delgado,
particularmente en el duodeno, suprimir la secrecién de PTH
posiblemente directa o indirectamente via el aumento de la
concentracién de calcio en la circulacién. De esa manera
provee de suficiente calcio a la matriz ésea de nueva

forma.

10



A nivel celular,la 1,25(0H),D tiene accién directa sobre
las concentraciones de calcio, facilitando el transporte y
1a absorcién de éste en la membrana basolateral renal.

Muchas otras proteinas parecen estar reguladas por 1la
presencia de 1,25(0H)2D en las células &seas. Tal es el
caso de la osteoccalcina, proteina producida por los
osteoblastos y que tiene un papel importante en el proceso
de mineralizacién (16). Esta proteina contiene tres
residuos de aminodcidos del 4dcido carboxiglutimico y
representa el 3 % del total de la proteina 6sea. Por otro
lado, la disminucién de uno o més de los metabolitos de la
vit D origina un defecto en la absorcién intestinal de
calcio y por lo tanto un aumento en la produccién de PTH,
cuyo resultado es favorecer la desmineralizacién 6sea para

compensar la pérdida de este ién (17).

2b. REGULACION Y METABOLISMO DE LA VITAMINA D: efecto de la
hormona paratiroidea (PTH). La PTH, la 1,25(CH),D y la
calcitonina se conocen como las hormonas reguladoras del
metabolismo del calcio y f£é6sforo. Sin embargo, la PTH est4
considerada como la mas importante de las tres.

La PTH es una hormona polipeptidica de 84 aminodcidos,
secretada por las glandulas paratiroides y que al entrar en
la circulacién se rompe en dos o mis fragmentos, de los
cuales, el amino terminal (NH,) correspondiente al
fragmento 1-34 es el Gnico con actividad biolégica. En el
rifibn, una de las principales funciones de PTH es aumentar

la. absorcién de calcio y favorecer la excrecidén de fosfato

11



(18) . Por otro lado estimula a la adenilato ciclasa,
enzima localizada en el tdbulo proximal, cuyo producto
final es el adenosin-monofosfato ciclico (AMPc), segundo
mensajero de accién de esta hormona. A su vez, la PTH
responde ante cualquier disminucién de calcio en 1la

circulacién, estimulando a la 1l-alfa-25-hidroxilasa renal
. aumentando la produccién de 1,25(OH),D para favorecer 1la
absorcién de calcio en el intestino (Fig. 4).

Asi mismo, un regulador importante de la 1-alfa-25-
hidroxilasa es el propio metabolito activo. En general,
cuando una enzima se suprime, la 24R-25-hidroxilasa renal
se estimula. De hecho, la concentracién de 1,25(0H),D en
sangre estimula a la 24R-25-hidroxilasa, aumentando la
producci6n de 24,25(0H),D. Sin embargo, los mecanismos
moleculares del estimulo y la regulacién de estas

hidroxilasas no estdn muy claras.
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GPT= glandulas paratiroides.

{Kidney int 1990;38:2-8)
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2. MARCADORES BIOQUIMICOS DEL METABOLISMO OSEQ

Tanto el crecimiento, el remodelamiento y la reparacién
se requieren para el desarrollo y mantenimiento del sistema
esquelético. El crecimiento involucra un incremento en la
masa, y el remodelamiento describe alteracién en la forma.

Los osteoblastos son las células responsables de 1la
formacién de hueso nuevo, y osteoclastos, las células
responsables de la resorcién. Los osteocitos se derivan de
los osteoblastos, pero su funcién no se ha establecido
aGn, probablemente involucra la homeostasis del calcio y
destruccién de células o6seas comparada a la
osteoclastosis, El término remodelamiento o renovacién se
refiere al proceso secuencial de resorcién y formacién que
mantiene la homeostasa mineral. En hombres normales este
ciclo de remodelamiento tarda aproximadamente 3 meses. Los
osteoclastos y osteoblastos, que son responsables del
remodelamiento, parecen estar anatémicamente acoplados en
equilibrio (19).

El hueso es un tejido complejo y estad constantemente en
proceso de remodelamiento, lo cual involucra a muchas
sustancias asi como a diferentes factores. En teoria, la
determinacién de la concentracién en sangre de estas
sustancias o marcadores bioquimicos permiten tener una
mejor idea del metabolismo éseo.

Actualmente se cuenta con una serie de marcadores de la
actividad ésea metabdlica divididos en dos grupos

principales: aquellos que permiten detectar la actividad



TABLA 1. MARCADORES BIOQUIMICOS DEL REMODELAMIENTO OSEQ

FORMACION RESORCION
SUERO O PLASMA PLASMA
Fosfatasa alcalina total y Fosfatasa 4cida tartrato-
6sea resistente
Osteocalcina o proteina GLA Ac. gamma-carboxiglutémi-
Péptidos de procoldgena I co libre
ORINA

Hidroxiprolina total
Glucésidos de Hidroxili-
sina

Enlaces de piridinolina

osteoblastica (formacién) y los que detectan la actividad
osteoclastica (resorci6n) (Tabla 1). Debe tenerse en cuenta

también, que en las enfermedades donde ambos procesos se

llevan a cabo, existe un balance que refleja el metabolismo

6seo. A su vez, estos marcadores se ven influenciados por

otros factores, tales como el remodelamiento esquelético y

la depuracién metabélica, los cuales deben compararse con

mediciones directas de la formacién y la resorcién 6sea

como por ejempla, la histomorfometria, el contenido mineral

y la densidad 6sea para tener validéz clinica.

La fosfatasa alcalina, 1la excrecién urinaria de
hidroxiprolina y la osteocalcina (proteina GLA) son los 3
marcadores del metabolismo 6seo mds cominmente usados, cuya
determinacién permite estimar la escala de mineralizacién y
resofcibn 6sea.

Debido a que el hueso es rico en fosfatasa alcalina (FA)

la cual se encuentra en los osteoblastos, su determinacién
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se ha utilizado «come marcador de la formacién
osteobldstica, aGn a pesar de considerarse el menos
sensible y especifico de los marcadores biogquimicos. En
varios estudios se ha demostrado un aumento de la actividad
de FA con la edad en mujeres postmenopiusicas, en pacientes
con osteoporosis, en la enfermedad de Piaget y post
tratamiento con calcitonina o difosfatos y en el caso de
recalidas (20).

Un aumento significative en los niveles de FA se
presenta en los pacientes con osteodistrofia renal,
hiperparatiroidismo primario y secundario, hipertiroidismo,
metdstasis Ssea, osteomalacia y durante el restablecimiento
de fracturas &6seas. A pesar de ello y debido a que en
algunos casos el aumento es ligero, el apoyo gue puede dar
a la interpretacién clinica es poco.

La hidroxiprolina (OHPr) total es un buen indicador de
la resorcién 6sea. Los niveles de OHPr en la orina
representan cerca del 90 % de la OHPr liberada a partir de
la degradacién de 1la coldgena de varios tejidos.
Principalmente durante el remodelamiento esquelético es
excretada a la circulacién en su forma libre, filtrada y
resorbida casi totalmente por el rifién. Cerca del 10 % de
la OHPr es liberada en forma de péptidos los cuales son
ricos en OHPr filtrados y excretados en 1la orina
finalmente. Parece ser que estos péptidos son derivados de
la sintesis de la coldgena de novo, por lo cual se les
considera no filtrables, marcadores de osteoformacién y no

de resorcién.
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En la mayoria de los estudios se ha determinado la OHPr
total, la cual refleja principalmente la resorcién 6sea.
Los niveles de OHPr en la orina reflejan el remodelamiento
del esqueleto pero también de las proteinas, siendo las
proteinas de tipo no coldgeno las que constituyen del 5 al
10 % de esta fase organica. En plasma, la OHPr circula en
varias formas: unida a proteinas, a péptidos y en forma
libre; sin embargo, sus niveles son muy bajos y a su vez no
resulta ser un indice lo suficientemente sensible del
metabolismo 6seo, quedando restringida su utilidad a 1la
determinacién de los niveles de OHPr excretada en la orina
(20).

Tebricamente la determinacién de osteocalcina es un arma
Gtil para evaluar la mineralizacién 6sea y parece no tener
las limitaciones que presenta la determinacidn de FA (21) o
la determinacién en orina de OHPr, paradmetros usados
cominmente como indices del recambio esquelético. En el
caso de FA sérica es una mezcla de las isoenzimas
provenientes de hueso, higado, gastrointestinal o de
pulmén. Mas aln, los diferentes factores gque afectan la
degradacién de FA no estan totalmente claros. En el caso de
OHPr, la deteminacién colorimétrica no es suficientemente
sensible para utilizarla como marcador de la resorcién
6sea. Refleja la ingesta en la dieta de gelatina y al mismo
tiempo el recambio de la coldgena y no de la matriz ésea.
Una porcién de la OHPr presente en la orina se deriva de

los péptidos relacionados con la sintesis de la coldgena
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6ésea Yy mucha de la OHPr gue contiene péptidos se libera
durante la degradacién de la colAgena, Y son metabolizados,
por ello no aparecen en la orina.

La osteocalcina (OC) o proteina GLA es un polipéptido de
cadena sencilla con un peso molecular de 58 Kdaltones en
donde los amino&cidos contienen tres residuos de 1la
vitamina K (el &cido alfa gammacarboxiglutimico} en las
posiciones 17, 21 y 24. Estos residuos impiden que 1la
proteina se una al calcio que es el principal constituyente
de la fase mineral del hueso. La OC resulta ser la proteina
més abundantes de tipo no colégena que se sintetiza en los
osteoblastos resultando ser un marcador especifico del
remodelamiento y formacién ésea.

Los niveles de OC se encuentran elevados en una variedad
de enfermedades metabblicas. En ia rata, los niveles de 0OC
se depuran principalmente por filtracién renal y se ha
visto que su aumento en la circulacién es hasta 8 veces
mas, después de 4 horas post nefrectomfa (22). Sin embargo,
esto no significa que en pacientes con funcién renal
baja, el aumento de OC pudiera reflejar un aumento de la
masa 6sea o una disminucién de 1l1la depuracién renal, o
ambos, La OC corrrelaciona muy bien con el crecimiento
longitudinal del hueso en el metacarpio y a nivel de la
meta&fisis, posiblemente porque refleja la actividad
osteoblastica, proceso dque ocurre durante la osificacién

endocondrial.
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4. DENSITOMETRIA OSEA (BMD) Y CONTENIDO MINERAL OSEO (BMC): -

El anilisis mineral 6seo juega un importante papel en la
deteccién y manejo de pacientes con enfermedades del
metabolismo 6seo. La medicién precisa, que puede detectar
cambios graduales de densidad 6sea en un tiempo corto, son
requeridos para determinar el tratamiento eficaz y
apropiado para el paciente (23).

La masa Ssea puede medirse de manera exacta, precisa y
sin riesgo mediante varios métodos (Tabla 2) (24,25).

Todos estos métodos calculan la masa 6sea con base en la
absorcién por fotones del tejido, utilizando radiontGclidos
o un tubo de rayos X.

Los métodos de energia de doble fotén se desarrollaron
hace pocos afios y se han empleado en la medicién de sities
axiales como la espina dorsal y la cadera, donde hay una
gran cantidad y variedad de tejidos 6seos. Hasta hace poco,
los radionficlidos fueron la fuente de fotones empleadas en
estos métodos, sin embargo, la utilizacién de los tubos de
rayos X los han sustituido debido al aumento en la
precisién y a 1la disminucién del tiempo de conteo. La
cuantificacién de la masa &sea se expresa en funcién del
contenido mineral (gramos) o en unidades de masa corregidas
por el Area cuantificada (gramos/cmz) .

La densitometria &sea resulta ser un arma ftil para
detectar e identificar aquellos pacientes gque cursan con

disminucién de la masa 6sea. En el hiperparatiroidismo
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TABLA 2. TECNICAS PARA MEDIR LA DENSIDAD DE LA MASA OSEA

Coetliciente de Variacién (%)

TECNICA PRECISION EXACTITUD
Densitometria de un s6lo fotén 2 -3 5
Densitometria de doble fotén 2 -4 4 - 10
Densitometria de doble fotén- 1 -2 3 -5
Rayos X
Tomograffa computarizada 2=~-5 5 - 20
secundario a enfermedad renal o a absorcidn

intestinal, resulta ser de gran utilidad la cuantificacién

de la masa 6sea (26).
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II. ANTECEDENTES

Se ha demostrado que los pacientes con SN presentan
hipocalcemia, hipocalciuria, disminucién de la absorcién
intestinal de calcio, aumento de PTH, osteomalacia y/o
hiperparatiroidismo (17,27). A pesar de que al principilo
la hipocalcemia se atribufia a la hipoalbuminemia, al
estudiar los niveles de calcio ionizado (27,28) se observé
que estaban disminuidos. De manera similar se encontré que
los metabolitos de la vitamina D en sangre estaban también
bajos (17,27,28,29). Al encontrarse en orina niveles
detectables de los metabolitos de la vitamina D, se pensd
que la disminucién en sangre se debia a su excrecién en
orina al ser acarreados por la proteina transportadora de
vitamina D (29). Posteriormente se encontré que el
metabolito biolégicamente activo de vitamina D, 1,25(OH),D
también estaba disminuido (30), aunque no en todos 1los
casos (31). -

Estos hallazgos han atraido 1la atencién de 1los
investigadores en relacién al metabolismo de calclo y la
vitamina D en el SN y su impacto sobre el esqgueleto
(31,32); sin embargo la informacién que se tiene es aln
controvertida.

Aunque la mayoria de los estudios muestran que los
niveles de 25-OHD est&n disminuidos, no es asi con respecto
a 1,25(0H),D. Algunos investigadores lo atribuyen a que
los métodos para medir 1,25(0OH),D detectan tanto la

fraccién libre como la unida y es por ello que resulta



dificil llegar a una conclusién m&s concreta, sobre todo si
son los niveles de 1,25(0H),D libre los que tienen
importancia fisiolégica (33). Una situaciédn similar se
presenta al relacionar los niveles de PTH y calcio ionizado
en estos pacientes (34).

Por consiguiente, el estudio del sistema de la vitamina
D y del metabolismo mineral, asi como el impacto que estas
alteraciones tienen en el esqueleto, resultan ser de gran
importancia para conocer mejor la fisiopatologia del SN.

En ratas con SN inducido con suero nefrotéxico hay
disminucién de los metabolitos de la vitamina D y aumento
en la excrecién urinaria de la DBP (35). Sin embargo, se
desconoce cuales son las alteraciones del sistema de la
vitamina D y del metabolismo mineral en el SN inducido con
ANP y, las consecuencias que esto pueda tener en el

esqueleto.
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IXIX. HIPOTEBIS

En el sindrome nefrético inducido con aminonucleosido de
puromicina se encuentran alterados los niveles de los
marcadores bioquimicos 6seos, la densidad 6sea y el
contenido mineral; estabilizandose a sus niveles normales

al final del estudio.
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IV. OBJETIVOS

1.~ Evaluar los niveles de los marcadores bioquimicos del
remodelamiento 6seo y su impacto en el esqueleto en ratas
con sindrome nefrético inducido con aminonucleosido de

puromicina, midiendo:
- Concentracién sérica de 25-OHD, 1,25(0H),D, calcio
ionizado, PTH, osteocalcina, fosfatasa alcalina y

proteinas.

- Concentracién urinaria de hidroxiprolina , proteinas

y AMPc.

- Contenido mineral y densidad 6sea total de los fémur.

2.- Evaluar si el dafio 6seo presente es reversible.
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V. MATERIALES Y METODOS

1.~ REACTIVOS

-~ 1a,25-dihidroxi[26,27metil-3Hjcolecalciferol y  25-
hidroxi—26(27)metil—3H)colecalciferol [Amersham, Co. U.K.].
- Est&ndar de hidroxi-L-prolina, Aminonucleésido de
puromicina y 37,5/-AMP ciclico (Sigma Chemical].

- Kit de PTH [INCSTAR U.S.].

- Kit de fosfatasa alcalina [Boehringer].

~Reactivos para RIA de osteocalcina en rata [Biomedical
Technologies Inc.].

- Est&ndar de 25-OHD (Upjhon de México S.A. de C.V.])

Estdndar de 1,25(OH),D [Hoffman-La Roche].

Receptor de pollo [Yamasa Shoyu Co. Choshi Japan].

-~ [1251-Met]AMPc [INNSZ depto. Nefrologia, México D.F.].
- El1 p-dimetilbenzaldehido, el tolueno, la cloramina-T, el
nitrégeno gaseoso, el carbén activado, el dextrdn y el
liquido de centelleo se compraron en casas comerciales y

fueron de alta pureza.

2.-EQUIPO DE LABORATORIO
- Bafio de agua y aceite
- Espectrofotémetro ZEISS PMQ II

- Pipetas automiticas "Gilson" de 200 y 1000 microlitros
con puntas desechables

~ Electrodo para calcio ionizado de Radiometer Lab.
- Centrifuga refrigerada bDamon IEC Divisién PR 6000

- Equipo de extraccién con vacio
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contador beta (Packard Instruments)
- Contador automitico gamma MAC II Micromedics Instruments.

- Densitémetro Hologic QDR-1000 & 1000/W

Jaulas metabblicas para ratas

3.- DISERO EXPERIMENTAL: En este trabajo se usaron 80 ratas
macho Wistar de 120 a 150 g ' de peso, 40 controles y 40
nefréticas. El SN se indujo con una inyeccién subcutdnea
Gnica de ANP (15 mg/100 g de peso) (3). El ANP se prepard
al 2 % en solucibén salina al 0.9 %. A las ratas control se
les inyectd el mismo volumen de solucién salina.

Las ratas se colocaron en jaulas metabdlicas y se
sacrificaron por decapitacién, recolectando la sangre y la
orina de 24 horas. Los dias de sacrificio fueron 2, 6, 12 y
26 posteriores a la inyeccién de ANP. La muestra de orina
se centrifugé a temperatura ambiente y se decanté en un
tubo cénico graduado en mL. Una vez medido el volumen, una
alicuota de orina se separdé y se congelé a -20°C. Los
fémures se disecaron y se colocaron en frasquitos con
formol y se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su
medicién.

Se determiné la concentracidén en suero de proteinas
totales y fosfatasa alcalina por colorimetria; calcio
ionizado por electrodo de ién selective; 0C y PTH por
radioinmunoandlisis; 25-OHD y 1,25(OH),D por acoplamiento a
la proteina acarreadora y al receptor, respectivamente. En
orina, se determiné por colorimetria, proteinas totales e

hidroxiprolina y AMPc por radioinmunoanélisis.
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En hueso se determiné por densitometria de dokie foton
el contenido mineral total (BMC-T) y la densidaa de .a masa
6sea total (MBD-T) mediante un densitémetro Hologic QDR-
1000.

4.~ DETERMINACION DE PROTEINAS IOTALES: Las proteinas se
midieron por el método colorimétrico de Lowry (36), en el
cual las proteinas y los péptidos, al contrario de otros
compuestos nitrogenados come la urea, la creatinina, el
&cido Grico, etc., forman en solucién alcalina un complejo
de color violeta con los iones cobre. La reaccién requiere
de dos enlaces peptidicos para llevarse a cabo. Se
prepararon las siguientes soluciones:

Solucién A. Carbonato de sodio al 2 %, hidréxido de
sodio al 0.4 % y tartrato de sodio y potasio al 0.02 §%.

Solucién B. Sulfato de cobre al 0.5 %.

Solucién C. 50 ml de solucién A mds 1 ml de solucién B
(se prepara al momento de usarse),

Solucién D. Reactivo de Folin & Ciocalteu 1N. Se prepara
a partir de la solucién concentrada 2 N.

Solucién E. AlbGmina sérica bovina (ASB) 0.5 mg/ mL. Se
prepara una curva patrén cox;n esta solucién de 5 a 50 ug.

La soluci6én de alblmina o la muestra se colocan en un
volumen final de 0.2 nL, a todés los tubos se les agrega 1
mlL de solucién €, se agitan y se dejan reposar 10 minutos,
después se les agrega 0.1 mL de solucién D mientras se
estan agitando vigorosamente, después de 30 minutos se lee

la densidad 6ptica a 660 nm.

27



Antes de cuantificar las proteinas urinarias, estas
recibieron el siguiente tratamiento: se precipitaron y se
lavaron con &cido tricloroacético (ATA) al 10 %, mezclando
0.1 mL de orina y 1.9 mL de ATA, se centrifugé a 2500 rpm
durante 15 minutos, se decanté y se volvié a repetir esta
misma operacién 2 6 3 veces, hasta que el sobrenadante
quede transparente, finalmente se decanté y el precipitado
ge resuspendié en 2 ml de NaOH 0.1 M.

A los sueros se les hizo una dilucién 1:400, de esta
dilucién se tomaron 0.2 ml para cuantificar proteinas. Los
resultados de proteinas en orina se expresan en mg/24 h y

en suero se expresan en mg/dL.

5.~ DETERMINACION DE HIDROXIPROLINA(OHPri(a7}: La OHPr,
amino&cido que se libera al degradarse la coligena Ssea, se
determina en orina, previa hidrélisis de la muestra. El
complejo formado es oxidado a pirrol por accién de la
cloramina T y posteriormente se une al p-dimetilamino-
benzaldehido. La interferencia por crom6foros se elimina
mediante una reaccién &cido-base. La OHPr se extrae con
tolueno y &cido clorhidrico.
Se preparan los siguientes reactivos:

a.- Reactivo de Ehrlich’s: p-dimetilaminobenzaldehido 12.5
g disuelto en 13.5 nL de HCl concentrado y 80 mL de 2-
propanol (esta solucidn se prepara el mismo dia).

b.- Amortiguador de Acetato-citrato (pH 6.0): acetato de
sodio; 3 H,0 (57 g), citrato trisédico; 2 H,0 (37.5 g) ¥y

&4cido citrico (5.5 g) se disuelve en agua a un volumen de 1
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litro.

c.- Cloramina T: 0.7 g de cloramina T en 10 mL de agua, Yy
se hacer una dilucién 1:5 en amortiguador acetato-citrato.
d.~- Hidroxi-L-prolina: Los est&ndares se preparan en un
rango de 6.25 - 100 mg/L con agua y se almacenan a ~5°C.

Se pipetean 0.2 mlL de orina con 1 mL de hidréxido de
bario sobresaturado en tubos de 13 X 100 con tapa de rosca,
se incuban en un bafio de aceite a 105°C por 16 horas para
realizar la hidrélisis.

La muestra hidrolizada se enfria a temperatura ambiente,
se adiciona 0.5 mL de HCl 1 M, 1 mL de amortiguador de
boratos (0.1 M, pH 9.1) y 0.25 mL de solucién de cloramina
T. La oxidacién toma 25 minutos a temperatura ambiente,
después se agregan 1 mL de reactivo de Ehrlich’s. Se mezcla
y se incuba a 60°C por 15 minutos, se enfria y se agrega
0.5 mL de NaOH 6 M y 3 mL de tolueno; se agitan y se
colocan en un rotor mezclador por 10 minutos (20-30
rev/min), se centrifuga a 1000 rpm por 5 minutes. Se
transfieren 2 mL de la fase orgdnica en otro tubo de 13 X
100 que contiene 2 mlL de HC1 0.003 M. Se mezcla por 1
segundo y se centrifuga a 1000 rpm por S5 minutos. La fase
de tolueno se elimina y la fase acuosa se lee en un
espectrofotémetro a 550 nm. La concentracién de OHPr se
obtiene de la curva estandar (6.25, 12.5, 25, 50 y 100
mg/L) que se corre simultineamente con las muestras. El
resultado final se expresa en mg de OHPr/mg de creatinina

excretada en la orina.
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6.— DETERMINACION DE FOSFATASA ALCALINA(FA)(38): Las
fosfatasas catalizan la hidrélisis de los é&steres del 4cido
fosférico. Para determinar la FA se utiliza como sustrato
el p-nitrofenilfosfato. La variacién observada en el valor
de extincién por unidad de tiempo es proporcional a 1la
velocidad de transformacién del sustrato y, por lo tanto a

la actividad enzimdtica.

p-nitrefenilfosfato + H,0 ------- > fosfato + p-nitrofenol
Reactivos:
Frasco 1: Amortiguador dietanolamina 1 M y MgCl, 0.5 mM,
pH 9.8.
Frasco 2: p-nitrofenilfosfato 10 mM.
Se disuelve una tableta del frasco 2 con 3 mL del frasco
1. Se lleva la solucién a temperatura de medicién antes del
uso. Se agregan 0.05 mL de muestra, se mezcla y se vierte
inmediatamente en la celda de 1 cm. Se toma la lectura
inicial a 405 nm y se dispara simulténeamente el
cronémetro. Se repiten las lecturas exactamente 1, 2 y 3
minutos después. Se determina el cambio de extincién
promedio por minuto (E;qz5/min) y se usa para el cdlculo.
Cédlculo: Los valores para la actividad de la fosfatasa
alcalina en el sueroc se toman de la tabla o se calculan

como sigue Eyg5 nm/min X 3300 = U/L.

7.~ DETERMINACION DE HORMONA PARATIROIDEA (PTH)(39): Se
determina por radioinmunoandlisis (RIA) PTH-MM (molécula
media) de INCSTAR, es un procedimiento de desequilibrio que

utiliza un anticuerpo de pollo contra PTH-MM y una hPTH[Tyr
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43)44-68 marcado con 1251 que entra en competencia con 1la
PTH~-MM del suero. lLas separaciones de fases se efectua en
15 minutos agregando en una sola etapa un complejo
precipitante de segundo anticuerpo, un portador y
polietilenglicol.
- Se reconstituyen los reactivos liofilizados con aqua
desionizada y se agitan suavemente.
‘- Se marcan tubos de 12 X 75 seg(n se indica en el protocolo
de la Tabla 3., Los reactivos se van agregando segin el
protocolo (todos 1los volGmenes estdn expresados en
microlitros) y con los tiempos respectivos.
~ Los tubos se cuentan en un contador de radiaciones gamma
Yy las concentraciones de las muestras problema se calculan
de la siguiente manera: sacando la media de todas las
cuentas por minuto (cpm) para cada patrén, control, NSB y
muestras problemas se usa la siguiente férmula para sacar
la relacién B/Bo (%):

cpn del estanddr o muestra - cpm del NSB

B/Bo (%)= -~ X 100
cpm del patrén 0 - cpm del NSB

- Se representa grificamente el porcentaje B/Bo de los
estidndares de PTH-MM de rata (eje vertical) contra la
concentracién (eje horizontal) en papel graficador de tres
ciclos semilogaritmico o papel log-logit.

-~ Se dibuja la linea gque mejor se ajusta a los puntos.

- Se interpolan los niveles de PTH-MM de las mnmuestras

problemas, estas se expresan en picogramos/mL.
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TABLA 3

DETERMINACGCION DE PTH

Suentat | o iriery|  Eatindares do PTH on pmolrL Nusairas
0 A B} C b E F 1 2 3
Namero de tubo 1-2 -4 6-0 |7-8 |o-10/11-122-14{18-18[17-18[10-20R1-22128-24
Estandar O 100 100
EstaAndar 100 1100|100 {100 | 100 | 100
Muestra 100 |100] 100
Anticuerpo 200uL
Vortex. Incubar 15 minutos de 20-26°C.

"**) PTH-MM 200pL

Vortex. Incubar 2 horas de 20-25°C.

Agente precipitante

500uL

Vortex. Incubar 15 minutos de 20-26°C

Centrifugar a 25600 rpm/20 minutos y
decantar el sobrenadante

Contar los tubos por 60 segundos

NOTA: Todos los volumenes estan expresados en microlitros.







. égiﬁ:acién.

Dia 2.- Adicionar 100 uL Qe [1251] Osteocalcina de rata
a cada tubo incluyendo a los CT. Agitar cada tubo e incubar
toda la noche a 4°C.

Dia 3.- Adicionar 1 nL del segundo anticuerpo a cada
tubo excepto a los CT agitar e incubar 2 horas a 4°C en
agitacién. Centrifugar a 2500 rpm a 4°C por 15 minutos. El
sobrenadante se desecha y se cuenta el precipitado en un
contador gamma por 2 minutos.

Los c8lculos son igual al de la PTH, solo que los

resultados se expresan en ng/mL.

9.- DETERMINACION DE 1.25(0H);_Q (41): En este método se usa

un receptor citosélico aislado del duodeno del pollo y
especifico para 1,25(0H),D; involucra una extraccién previa
y purificacién subsecuente del suero. La cuantificacién se
realiza usando un ensayo de desequilibrio competitivo. La
separacién de la hormona libre y unida se lleva a cabo con
carbén~-dextran.

A 1 mL de suero se le agrega 50 uL de 1,25(0H)2D
tritiada (~ 2,000 desintegraciones por minute {dpm}) y en
un frasquito de centelleo se agregan los mismos 50 ML del
trazador con 5 mL de lfquido de centelleo para el cédlculo
de recuperaci6n. Se adiciona 1 mL de acetonitrilo a cada
nuestra, se agita y se centrifuga a 2500 rpm por 10
minutos. Las muestra se pasa a través de un cartucho de
silica SEP-~PAK, lo filtrado se seca bajo atmésfera de

nitrégeno. La separacién final de este metabolito se
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efectua por cromatografia liquida de alta resolucién
empleando como fase lfquida una mezcla de Hexano-
Isopropanol (90:10) y con un flujo de 1 mL/min.

El metabolito ya separado se 1lleva a sequedad en
atmosfera de nitr6geno y se reconstituye en 200 AL de
etanol bidestilado, de donde se toman 50 pL para determinar
recuperacién y otros 50 pL para el ensayo.

El ensayo para determinar la 1,25(OH),D se realiza segGn
el protocolo de la Tabla 4. Los reactivos que se preparan
gon los siguientes:

Amortiguador I: Fosfato de potasio 0.05 M conteniendo KCl
0.3 M, pH 7.4.

Amortiguador II: Fosfato de sodio 0.05 M, pH 7.5.
1a,25-dihidroxi(23,24(n)-7H] colecalciferol (5000 cpm).
Receptor: A un frasco que contiene 25 mg de proteinas, se
le adicionan 50 ml de amortiguador I.

Carb6n-Dextrén: 1 g de carbén activado y 0.1 g de Dextran
T-150, se les adicionan 190 mL de amortiguador II. Se
sonica por 10 minutos y se afora a 200 mL; se almacena en
refrigeracién.

Los estandare‘s empleados son: 4, 8, 16, 32, 64 y 128 pg
de 1,25(0H),D/50ul, de etanol.

Se transfiere 1 mL del sobrenadante a un frasco de
centelleo, se le adiciona 5 mL de ligquido de centelleo y se
cuenta en un contador de radiaciones beta por un minuto.

Cdlculos: se leen los frascos para recuperacién y se les
resta a todos lo del blanco Yy se saca el % de

recuperacién con repecto a lo que marque las cuentas
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TABLA 4
DETERMINACION DE 1,25(0H)2D

Numero de tubo 1 3 5§ |7 ® t1 13 16 17 18|21 23 26
2 4 e |8 10 12 14 18 18 20|22 24 26
cuentas Union Estandares en pg/mL Muestras
Adicionar totales | inespecifical O [T 1 11 v Vv vI vii| 1 2 3
I’Hi25(0H) D 5oL
Etanol 99.5% 50pL e
Estandar o sout
muestra -
Receptor 1mL imL
Amortiguador | 1mL
Agitar, incubar a zs"c por 1 hora en agitacion
Carbén-
Dextran 250pL
Amortiguador Il | 2s0uL

Agitar e incubar por 30 minutos en hielo

Centrifugar a 2600 rpm/10 minutos a 4°C

Determinar 1a radiactividad de 1 mL del sobrenadante




totales.

Los frascos del ensayo se leen y se les saca el valor
medio a todos los tubos y se sustituye en la siquiente
férmula:

radiactivo unido (tubo 5 en adelante) - blanco

B/T(%)= X 100
cuentas totales (tubo 1~2) ~ blanco

Se representa gr&ficamente el B/T(%¥) de los esté&ndares
de 1,25(0OH),D (eje vertical) y la concentracién (eje
horizontal) en papel semilogaritmico o papel log-~logit. Se
dibuja la linea que mejor se ajuste a los puntos y se
interpolan los niveles de las muestras en la grafica. lLa
concentracién obtenida se corrige con el % de recuperacién

y se expresa en pg/mL.

10.~- DETERMINACION DE 25~0OHD: Se basa en un ensayo de
equilibrio competitivo sobre una proteina acarreadora de
suero humano especifica para 25-OHD y una separacién de las
fases con carb6n-dextrin.

A 0.25 mL de suero se le agregan 2000 cpm [3H]25-0HD en
50 ML de etanol, 2.75 mL de solucién salina 0.9% (dejando
reposar por 30 minutos a temperatura ambiente) y 3 mL de
acetonitrilo grado HPLC. Agitar por 30 segundos Yy
cetrifugar a 2500 rpm/15 minutos a 4°C.

Se aplica el sobrenadante al cartuche de silica C18
(previamente activado), se lava el tubo con 1 nL de
solucién salina y se eluye con: 3 mL de metanol:agua
(65:35) que se desechan y 3 mL de acetonitrilo grado HPLC

que se colectan en un tubo de 13 X 100 mm, el cual se lleva
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TABLA 5
DETERMINAGION DE 25-OHD

Namero de tubs

Adicionar

3-4 6-6i7-8 9-10 11-1213-14 15-18 17-18 19-20 | 21-22...

1-2
¢ tan Estandares en ng/mbt Muestras
uenta
totales |Blanco | O |0.26 0.50 1.00 200 400 600 1200 {1 2 3

Etanal 88.8%

5ot ————

Estandar
© muestra

50uL

3
['H]25-0HD

§0ul

Protelna
acarreadora

1mL

Incubar 60 minutos a 4°C en la oscurldad

Carbén-
Dextran

0.250 mL

Vortex. Incubar 16 minutos a 4°C en |a oscuridad

Centrifugar 10 minutos a 2500 rpm a 4°C

Tomar 1 mL del sobrenadante en un vial
5§ mL de liquido de centelleo




a sequedad con nitrégeno a 25°C. Se resuspende en 500 uL de
etanol bidestilade y se toman 250 pL para calcular el % de
recuperacién en un frasco de centelleo con 5 mL de liguide
de centelleo; y 100 uL para cuantificar (50 mL por
duplicado en tubos borosilicados).

Los tubos se marcan Yy los reactivos se agregan seg(n

se muestra en el protocolo de la Tabla 5.

11.~ DETERMINACION DE CALCIO IONIZADO: Los electrodos para
calcio estan basados en intercambiadores iénicos de tipo
fosfato o transportadores neutros. Con este método se mide
la fraccién ionizada, no fijada, no complejada del calcio.
Esta asociacién es dependientes del pH y la temperatura.

El calcio ionizado se mide en suero mediante un
electrodo de ion selectivo [Radiometer Lab., (Copenhague}].
La muestra se debe mantener en atmésfera de €O, para evitar
cambios en el pH. El equipo se calibra contra un esténdar
de calcio ionizado comercial con una concentracién de 5
mg/dL; la concentracién inicial de la muestra es corregida

por el pH. El resultado se expresa en mg/dL a pH 7.4.

12.- QEIERHIHAQIO& DE AMPc URINARIO ({42): Se basa en la
competencia en equilibrio entre AMPc marcado y AMPc de la
muestra con un anticuerpo de conejo especifica para AMPc; y
la separacién de la fase unida y libre mediante IgG y
sulfato de amonio.

Tubos de 12 X 75 mm se marcan y se agregan los reactivos
segln el protocolo de la Tabla 6. El amortiguador empleado

es el de Acetato de sodio 0.1 M a pH 6.2 y el sulfato de
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TABLA 6
DETERMINACION DE AMPc URINARIO

[Cuentas Unién Estindares en nmol/mL Muestras
totaes |inespecifical O |g 46 031 062 125 25 600 10.0).1 2 3
Nimero
de tubo 1-2 3-4 5-6|7-8 9-10 11-1213-1416-16 17-18 19-20 21-22.
Amorti-
quador 300uL 2000l 1604l
Estandar
o muestra 200uL s0pL
Anticuerpo 100uL
"*-AMpc | 200uL
Vortex. Incubar a 4°C por 22 horas en agitacién
1ga 100uL
Sulfato de
amonio 2.5 mt
O
Vortex. Centrifugar a 2600 rpm/20 minutos a 4 C
Decantar el sobrenadante y contar el precipitado
por 860 segundos




amonioc se prepara al 60 % de una solucién sobresaturada.
El precipitado gue gueda en los tubos se cuentan en un
contador gamma por 1 minuto y los c&lculos se realizan

igual gque en la PTH.

13.- DETERMINACION DE LA DENSITOMETRIA OSEA (43): Se basa
en la medicién de la absorcién relativa de dos diferentes
energias, emitiendo rayos-X que pasan a través de la
superficie corporal a estudiar. Los rayos-X son producidos
por tubos de baja corriente, con cambios acelerados de
voltage sincronizadamente con la mayor frecuencia.

Se empleé un densitémetro Hologic QDR-1000 y un
colimador de alta resolucién de 0.9 cm de didmetro
integrado a un programa gue calcula el contenido mineral
total (g) y la densidad de la masa 6sea (g/cmz)(Fig. 5).
Los fémures se disecaron y se colocaron en cajas Petri y se
cubrieron con agua destilada para su medicién a una linea

de espacio de 0.0254 cm y una resolucién de 0.0127 cm.

14.~ ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados estan expresados como el promedio
" desviacién estdndar del nfimero de sujetos.

Los datos se analizaron por la prueba de Bartlett.
Cuando las variancias fueron homegéneas, los datos de ambos
grupos de ratas se analizaron por la prueba de t de
Student no pareada; por el contrario si las variancias no
fueron homogéneas se utilizé la prueba de U de Mann-

Whitney.
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Fig. 5 Densitometria 6sea de doble fotén mediante
energia de rayos X (Hologic QDR-1000/W).
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Se acepté que los valores son diferentes cuando p < 0.05

en la curva de dos colas.

15.~PRUEBAS DE REPRODUCIBILIDAD

a) Interandlisis: se realizé la determinacién de una misma
mezcla de suero y orina de ratas normales en diferentes
ensayos y se calculé el coeficiente de variacién (cv).

b) Intraandlisis: Se realizé la determinacién de una misma
mezcla de suero y orina de ratas normales 10 veces dentro
de un mismo ensayo y se calculo el coeficiente de

variacién.
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VI. RESULTADOS

PROTEINAS: En las figuras 6 y 7 se muestran los
resultados obtenidos de la determinacién de proteinas en
orina y en suero respectivamente. Se presenté proteinuria e
hipoproteinemia en los dias 6 y 12, regresando a sus

niveles normales con respecto a los controles e) dia 26.

CALCIO IONIZADO: La figura 8 muestra una hipocalcemia
significativa (p< 0.005) en el dfa 12 (4.45 * 0.29 vs 5.06
+ 0.08 mg/dL del control).

PTH: En la figura 9 se muestra una elevacién
estadisticamente significativo de la PTH los dfas 6 (p<
0.001) y 12 (p< 0.05) con respecto al grupo control.

Para el dia 6 se observé 164 * 21.36 vs 106.83 % 10.5
pg/mL del contr?l y para el dia 12 de 148.14 1 34.0 vs
107.33 * 15.78 pg/mL del control. Regresando a sus niveles

normales con respecto a los controles el dia 26.
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PROTEINAS URINARIAS

mg/24 horas
140

1201

1004

{a) = p 0.001

80

a0

40

20

[]

26
TIEMPO (DIAS)
W coNTROLES NEFROTICAS
Flg. 8. Excreclén urinaria de protelnas totales en ratas
control y con SN durante los dias 2, 6, 12 y 26 del estudio.

PROTEINAS SERICAS

{a) » p* 0.006

28
TIEMPO (DIAS)

B CONTROLES NEFROTICAS
Flg. 7. Niveles séricos de proteinaa en ratas control
y con SN los dlas 2, 6, 12 y 26 del estudio.
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CALCIO IONIZADO

Lk (a) = p< 0.005

26
TIEMPO (DIAS)
MR CONTROLES NEFROTICAS
Fig. 8. Niveles de calcio lonizado en suero de ratas
control y con SN los dias 2, 6, 12 y 26 del astudio.

PTH

pp/mL
200 7

{8) = p< 0.001
(b) - pt 0.05

160+

100 -

50

26
TIEMPO (DIAS)

BB conTROLES  EXSY NEFROTICAS
Fig. 9. Niveles sdricos de hormona paratiroldea en ratas
controles y con SN los dlas 2, 6, 12 y 26 del estudio,
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AMP CICLICO URINARIO: En la figura 10 se observa que al
AMPc urinario disminuye significativamente (p< 0.0001) el
dia 6 (7.28 * 1.85 vs 39.65 %+ 7.95 nmol/ mg de Cr del
control), posteriormente aumenta gradualmente hasta llegar

a valores del control en el dia 26.

METABOLITOS DE LA VITAMINA D: En las figuras 11 y 12 se
muestran los resultados obtenidos al determinar los
metabolitos activos de la vitamina D  (25-OHD y 1,25(OH),D
respectivamente)

Desde el dia 6 estos metabolitos fueron indetectables,
posteriormente en los dfas 12 y 26 aumento progresivamente
pero con valores significativamente bajos con respecto a

los controles; sin llegar a normalizarce en el dia 26.

HIDROXIPROLINA: En la figura 13 los niveles urinarios
de hidroxiprolina aumentan desde el dia 6, peroc en el dfa
12 se obtuvo un pico méximo (122.6 * 74.5 vs 6.96 * 3.28
mg/g de Cr del control) para posteriormente disminuir en el
dia 26 (25.8 + 3.18 vs 3.1 * 2.2 mg/ g de Cr del control)

sin llegar a valores similares al grupo control.
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AMPc URINARIO

nmol/mg Cr
60 ~

{8} » p< 0.000%
40

30+
20 4

10J

28
TIEMPO (DIAS})

B CONTROLES NEFROTICAS
Fig. 10, Niveles de AMP ciclico urinario en ratas control
y con SN los dias 2, 6, 12 y 26 del estudlo.

25-0H-D

ng/mk
451 (8) = pe 0.001
40 (b) » pt 0.006

{c} « pc 0.05

28
(N.D)s No Detectatle TIEMPO (DIAS)
W CONTROLES NEFROTICAS

Fig. 11. Niveles séricos de 25-hidroxivitamina D en ratas
control Y con SN los dlas 2, 6, 12 y 26 del estudio,
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1,25-(OH)2-D

pg/mL
100 (a) » pe 0,001
1ok (b) » pt 0.08
120
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80
80
40
R
20 \\&N
° ,\\\\\ \- 3
2 [ 12 ‘26
{ND.}= No Datsctable TIEMPO (DIAS)

B convroLEs XTI NEFROTICAS
Fig. 12. Niveles de 1,25-dlhidroxIvitamina D en el susro de
ratas control ¥y con SN los dias 2, 6, 12 y 26 del estudio.

HIDROXIPROLINA

mg/g Cr
200
(a} » p¢ 0.001
160
100
60 \\ :
\\\\\N a
RIP===2 =
2 [ 2 6

TIEMPO (DIAS)
W CONTROLES NEFROTICAS
Fig. 13. Excreci6n urinarla de hidroxiprolina en ratas
control y con SN log dlas 2, 6, 12 y 26 del estudio.
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FOSFATASA ALCALINA: En la figura 14 se muestran
niveles bajos de fosfatasa alcalina a lo largo de todo el
“‘estudio, mostrandose valores bajos estadisticamente

significativos (p< 0.001) con respecto a los controles.

OSTEOCALCINA: En la figura 15 se muestra una gran
elevacién en el dfa 6 (14.6 + 1.74 vs 4.88 * 0.47 ng/ mL
del control) normalizandose a valores del grupo control en
el dia 12, pero en el dia 26 se observé una disminucién de

3.71 £ 0.47 vs 4.43 & 0.49 ny/nL del control.

DENSITOMETRIA OSFA: En las figuras 16 y 17 se muestran
los resultados obtenidos del contenido mineral &seo y de la
densidad mineral 6sea respectivamente.

El contenido mineral 6seo se mantuvo disminuido a todo
lo largo del estudio con una significancia estadistica de
p< 0.001 con respecto al control. La densidad mineral 6sea
se observé con valores significativamente bajos en el dia 2
Y 26 con una p< 0.001 y en el dia 6 con una p< 0.05; pero
en el dia 12 no se encontré cambio alguno con respecto al

control.
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FOSFATASA ALCALINA

800 - {a) = pe 0.001

u/L

400 -

300

200

100

26
TIEMPO (DIAS)
Ml CONTROLES NEFROTICAS

Fig. 14. Niveles sericos de fosfatasa alcaline en ratas
control y con SN los dias 2, 8, 12 y 26 del estudio.
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181 T - {a) » pe 0.001
144 N (b} » pe 0.06

26
TIEMPO (DIAS)
I CONTROLES NEFROTICAS

Flg. 16. Niveles séricos de osteocalcina en ratas control
y con SN los dlas 2, 6, 12 y 26 del estudio.
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BMC-T
CONTENIDO MINERAL OSEO TOTAL
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Fig. 16. Niveles del contenido mineral 4aeo en ratas
control y con SN los dias 2, 6, 12 y 28 del estudlo,
BMD-T
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26
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HE conTroLes KNS NEFROTICAS
Fig. 17. Niveles de la densidad mineral ésea en ratas
control y con SN los dias 2, 6, 12 y 26 del estudio.
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VII. DIBCUSION DE RESULTADOS

En el SN se ha propuesto que la pérdida por orina de
proteinas, en este casoc de la proteina transportadora de
vitamina D, da como resultado una disminucién en 1la
circulacién de los metabolitos de la vitamina D. Se ha
postulado que esta disminucibén se acompafia de una baja
ahsorcién intestinal de calcio y por consiguiente una
disminucién de los niveles de calcio ionizado en suerc, lo
que estimula la secrecién de PTH al torrente circulante y
la reabsorcidn de calcio por el rifién, lo que disminuye se
excrecién por la orina.

En algunos casos, estos cambios afectan la estructura
del hueso, especificamente aumentando 1la actividad
osteoclastica y favoreciendo la desmineralizacién 6sea. A
su vez, la normalizacién de la proteinuria y de la
concentracién en suero de los metabolitos de la vitamina D
favorecen el restablecimiento de las alteraciones del
metabolismo mineral que se presentan en el SN.

El hecho de que algunos autores reporten cambios en el
calcio, PTH y en los metabolitos de la vitamina D, y que
otros reporten t;ambios opuestos, nos lleva a pensar en la
posibilidad de que esto se deba a otros factores, como la
edad, la duracién de la enfermedad, el grado de disfuncién
renal, la proteinuria y la disminucién en suero de
albfimina. Se ha propuesto también que en padecimientos de
larga duracién hay una disminucién mds acentuada de los

niveles de alblGmina y 25-OHD y esto, sea la causa de los
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cambios observados en la homeostasis de calcio, vitamina D
Y a nivel 6seo. En nuestro modelo experimental de SN
inducido con ANP se presenté el cuadro clinico de las
alteraciones metabélicas de este padecimiento,
caracterizado por edema, aumento de volumen urinario (no
mostrado en grificas) y franca proteinuria (Fig. 6).

La proteinuria presenta su méxima excrecién el dia 12, a
pesar de que el aumento se viene dando desde el dfa 6, al
mismo tiempo que las proteinas en la sangre disminuyen
(Fig. 7). Una vez que la fase aguda se presenta, el
fenSmeno es reversible y para el dia 26, la concentracién
de proteinas en la orina y en el suero rxegresan a sus
valores normales.

En la circulacién, la homeostasis mineral se mantiene a
través de la relacién Ca/P (1:1)}, y son las hormonas
reguladoras del métabolismo de estos minerales, quienes
mantienen este equilibrio. La pérdida de calcio (total y
ionizado (Fig. 8]) estimula a PTH desencadenando un aumento
de los niveles circulantes de esta hormona en la sangre
durante los dfas 6 y 12 (Fig. 9), efecto que favorece la
desmineralizacién del esqueleto y restablece de esa manera
los niveles de calcio a la normalidad.

El segundo nensajero de la accién de PTH es el AMP
ciclico nefrogénico. En nuestro modelo experimental los
niveles de AMPc en la orina disminuyen el difa 6 (Fig. 10),
lo que sugiere que en este modelo la respuesta del complejo
hormona receptor (PTH-Adenilatociclasa) a nivel de la

nembrana basal esta alterado.
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Los metabolitos de la vitamina D, 25-OHD y 1,25(OH),D se
encuentran disminuidos significativamente a lo largo del
padecimiento. Los niveles de 25-OHD disminuyen a valores
indetectables el dia 6, detectables pero significativamente
diferentes con respecto al grupo control los dias 12 y 26
dgl sindrome (Fig. 11). Este metabolito es el precursor de
i;ZS(OH)ZD y al mismo tiempo, resulta ser el gque tiene
mayor afinidad por la proteina acopladora de vitamina D
(DBP), la cual al ser excretada por orina favorece la
excrecién urinaria de 25-OHD. En consecuencia, los niveles
de 1,25(0H),D son indetectables en el dia 6, asi como
significativamente diferentes los dfas 12 y 26 (Fig. 12).

Los resultados muestran que la maxima excrecién de OHPr,
aminodcido que se libera al degradarse la coligena &sea,
tuvo lugar el dia 12 (Fig. 13) y, regresa a los valores
basales el dia 26, de manera semejante a la proteinuria.

La fosfatasa alcalina, uno de los marcadores biogquimicos
de la actividad osteoblistica, se encuentra disminuida
desde el dia 2 y se mantiene igual durante el resto del

- padecimiento (Fig. 14). Aunado a lo anterior, los niveles
de osteocalcina ‘en sangre no se modifican a excepcién del
dfa 6, cuando aumenta significativamente con respecto al
grupo contrel (Fig. 15}, lo cual puede deberse a la
disminucién de la depuracidn de esta protefna por el rifién.

Hasta ahora, no se habia estudiado en este medelo
experimental el contenido mineral del hueso. Por ello, los

fémures de las ratas control y con SN se disecaron y se les
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nidié el contenido mineral 6seo total (BMC-T) y la densidad
de la masa O6sea total (BMD-T). El1 BMC-T se encontré
francamente disminufido a lo largo de los 26 dias del
sindrome (Fig. 16) mientras que la BMD-T, solo mostrd
diferencia significativa los dfas 2, 6 y 26 (Fig. 17).
Resulta interesante comentar el gue no se encontré
diferencia entre ambos grupos el dia 12 en lo que respecta
a BMD-T, lo que puede sugerir gque el aumento de
osteocalcina en sangre el dia 6 pudiese compensar la
desmineralizacién 6sea que tiene lugar el dfa 12 del
sindrome. De ser asi, este efecto representaria entonces un
aumento de la actividad osteoblédstica y no una disminucién
de la depuracién renal de esta proteina.

Resulta interesante postular que en el SN son varios los
mecanismos que se encuentran alterados en el sistema de la
vitamina D y del metabolismo mineral. Por otro lado, el
aumento de la permeabilidad de la barrera de filtracién
glomerular a las proteinas, minerales, hormonas, vitaminas,
lipidos y protefnas transportadoras de hormonas, por citar
algunos, es mis complejo de lo que parece y requiere de
estudios mas profundos para poder evaluarlos.

Aunado a ello, los hallazgos encontrados en nuestro
modelo experimental de SN en ratas inducido con ANP, nos
permiti6é valorar el grado de desmineralizacién del
osteoide a través de los estudios de densitometria. Por
otra parte, la determinacién en sangre y orina de los
marcadores bioquimicos del remodelamiento esquelético

(formacién y resorcién) serviran de apoyo a la
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investigacién clinica en la identificacién temprana de las
alteracioneé 6seas que se presentan en este sindrome en el

humano.
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VIII. CONCLUSIONES

1.- El desequilibrio homeost&tico y hormonal que se
p.r:esenta en el SN inducido con ANP desencadens un deterioro
irreversible de la masa 6sea Y tiene un efecto sobre 1la
estructura del esgueleto, considerado como la Gnica via de

obtencién de estos minerales.

2.~ Los marcadores bioquimicos del remodelamiento &6seo,
especificamente la concentracién en sangre de osteocalcina,
indicador de la actividad osteoblastica, determinados por
primera vez en este modelo experimental, permitié valorar
la actividad 6sea metabdlica y su efecto sobre el

esqueleto.
3.~ Gracias a la utilizacién de la densitometria &sea de

doble fotén (DEXA) se pudo estimar el grado de deterioro

esquelético.
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