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RESUME!l 

se ha informado que en el sindrome nefrotico (SN) 

experimental lo& niveles hepaticos del ARNm de algunas proteinas 

plasmaticas estan alterados. sin embargo, no hay informes acerca 

de los cambios secuenciales en los niveles de ARNms especificas 

durante el desarrollo y remision espontanea del SN, ni de la 

correlaci6n de estos niveles con las p:rincipales alteraciones del 

SN. Por otra parte, las ratas cor SN axperimental disminuyen la 

ingesta de alimento de manera importante y se sabe que diferentes 

dietas y cambios en la ingesta de alimente también alteran los 

niveles hepaticos de los ARNms de algunas protelnas plasmaticas. 

Por lo tanto, los objetivos de la presente tesis fueron: 

investigar los cambios en los niveles he!pAticos de ARNms 

especificas en diferente~ etapa'-' del SN, sc; r~lacion con las 

pcincipale" alteraciones del sindrl-1.1e y la influencia de los 

cambios en la ingesta de alimento scbre las alteraciones en los 

niveles hepAticos de los ARNms. Con este fin se determinaron los 

niveles hepaticos del ARllm de las siguiflntes pro te inas 

plasmAticas usando las tecnicas de 11 Northern b.lot 11 y 11 r.ot blot11 : 

alb~mina, transferrina, fibr in6geno, glucoprotelna l·.cida alfa-l 

(GPA) y apoliprotein>s (apo) A-I y E, en ratas con SN inducido 

con aminonucleosido de puromicina (ANP) , en ratas alimentadas a 

la par (AP) (a las cuales se les dio la cantidad de alimento 

consumida por las ratas con SN) y en ratas control (C) 

alimentadas !!!l libitum. Estas detec'Ininaciones se hicieron en 

clifere1,tes etapas después de la inyeccion del ANP: a) pre­

nefrotica (dia 2), b) nefrotica (dia 6), e) de remision (dla ll) 



y d) post-nefr6tica (d!a JJ) y en los mismos dias después de la 

inyecci6n de veh!culo a las ratas C y AP. 

El perfil de peso corporal fu~ similar en las ratas con SN y 

AP y significativamente menor que el perfil de las ratas c. Las 

ratas con SN presentaron proteinuria importante del d!a 4 al dia 

25, mientras gue la excreci6n de proteinas en las ratas AP y e se 

mantuvo dentro de llmites normilles. Las ratas con SN mostraron 

proteinuria, albuminuria, hipertrigliceridemia e 

hipercolesterolemia los d!as 6 y 11, e hipoproteinemia e 

hipoalbuminemia el d!a 6, En las ratas con SN los niveles 

hepAticos de ARNm de apo E aument6 el d!a 2, los de traneferrina 

y fibrin6geno en el dia 6 y los de alb~mina y apo A-I en los dias 

6 y 11, en cambio, el ARNm de GPA no cambi6. El hecho de que las 

alteraciones en los niveles hepAticos de los ARNms especificas 

estudiados en este trabajo se presenten en diferentes etapas 

después de la inyecci6n del ANP, y que ademAs sean de magnitud 

variable, sugiere que no existe una respuesta simultAnea de todas 

las prote!nas plasmAticas y que la sintesis de cada una se 

regula independientemente. En las ratas AP el ARNm de 

transferrina se elev6 'en el d!a 2, el de apo E en los di as 6 y 

11, los de fibrin6geno y GPA en el d!a 6 y el de alb~mina en el 

dla 11; sin embargo, el ARNm de apo A-I no cambi6 

significativamente. Los aumentos en el ARNm de fibrin6geno en el 

d!a G y de alb~mina en el dla 11 fueron significativamente 

mayores en las ratas con SN que en las ratas AP. Estos datos 

demuestran que los perfiles de los AR!lm en los grupos Sil y AP 

estAn claramente disociados y sugieren que las alteraciones en 



los ni veles de los ARllms en las ratas con Stl no son consecuencia 

de los cambios en la ingesta de alimento. AdemAs, no hubo 

correlaci6n entre los niveles de los ARNms con los cambios en la 

ingesta de alimento en el grupo con SN. Los niveles hepAticos 

del ARtlm de albllmina correlacionaron positivamente con la 

proteinuria, pero no presentaron ninguna correlaci6n ni can las 

prote!nas totales ni con la albllmina en suero. Esto se debe a que 

hay un mayor aumento de los niveles hepAticos del ARNm de 

albllmina cuando los niveles circulantes de albllmina y prote!nas 

totales ya estAn casi normales (d!a 11). Esto sugiere que, en.el 

d!a 11 los niveles del ARtlm de albllmina no parecen estar 

regulados por los niveles circulantes de esta prote!na ni de 

prote!nas totales, pero si por la proteinuria. Sin enibargo, en el 

d!a 6 no se puede descartar un papel regulatorio de la albllmina 

circulante, lo cual indicarla que hay diferentes estimules 

regula torios en las diferentes etapas del Stl. Los niveles del 

ARtlm de apo A-I correlacionaron positivamente con la proteinuria, 

con la trigliceridemia y con la colesterolemia, y negativamente 

con los niveles circulantes de prote!nas totales y de albllmina 

por lo que podr!an estar regulados por estas variables. A su vez, 

los niveles de los ARtlms de las apos A-I y E presentaron una 

correlaci6n negativa por lo que estos niveles parecen estar 

regulados inversamente en el Stl. 

lii 



ABREVIATURAS EMPLEADAS Ell ESTE TRABA.JO 

o 
A ••..•..•..•......•....•..• Angstrom 

aa ......................... AminoAcido(s) 

ac. sp .•..•..•.......•..•.. Actividad especifica 

ADll Acido desoxirribonucleico 

AD!lc • . . . . • • • . . . • . • • • . . . . . • . ADN complementario 

AllDEVA ........•.•..•.•..••• AnAlisis de varianza 

AllP .•.•...•...•.••...•..... Aminonucle6sido de puromicina 

AP ...•.•.••...•....•....••. Grupo alimentado a la par 

apo(s) ...•....•.••...••.... Apolipoprotelna(s) 

ARll ....•............•..•••. Acido ribonucleico 

ARllm(s) .....•.•.......•.... ARll(s) mensajero(s) 

ARllr ARll r ibos6mico 

ARllt ARN de transferencia 

e . . . . • . . . • . . . . . • . . • . . . . . . . . Grupo cont:rol 

d ...........•...•...•...... Daltones 

DE ...•.•.........••..•••... oesviaci6n estAndar 
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HDL 
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LDL 

Glucoprotelna Acida alfa-1 

Lipoprotelnas de alta densidad 

Lipoprotelnas de densidad intermedia 

Lipoprotelnas de baja densidad 

n •.........•.....•..••..... Ntlmero de determinaciones o animales 

SN .•.....•.....•...•....... Slndrome nefr6tico (grupo con) 

pb . . . . • . . • . . • • . . . . . • . . . . . . . Pares de bases 

VLDL .....•.•.•...•.•..•.... Lipoproteinas de muy baja densidad 
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I ll T R o D u e e r o ll 

1. Sl!IDROME !IEFROTICO 

La fisiopatologia del sindrome nefr6tico (Sii) primario no 

estA dilucidada totalmente. El Sil se caracteriza por un aumento 

en la filtraci6n glomerular de proteinas plasmAticas, edema, 

ascitis, retenci6n de sodio, albuminuria, hipoalbuminernia, 

hiperlipoproteinemia, desnutrici6n, alteraciones en los factores 

de la coagulaci6n, tromboembolismo, disminuci6n de la inmunidad 

humoral y celular y alteraciones en la concentraci6n (aumento o 

disminución) de casi todas las protelnas plasmaticas (l-4). Se 

piensa que todas las alteraciones sistémicas en el SN son 

secundarias a la pérdida de proteinas plasmAticas por la orina 

debida a alteraciones en la barrera de filtración glomerular. En 

la Fig. l se ilustran las relaciones entre las principales 

alteraciones sistémicas del Sii (J). 

En la rata se han diseñado varios modelos experimentales del 

Sfl de los humanos (5-7). De los mAs usados es el producido por el 

aminonucleósido de puromicina (ANP) (6,8-13). Este modelo es muy 

parecido al SN primario de los humanos ya que produce la lesión 

renal caracteristica que es la fusión de los procesos podociticos 

de las células epiteliales (podocítos), además de que el edema, 

la retención de sodio, la hiperlipemia, y la proteinuria .remiten 

espontaneamente (8,9,14). 

l. l MECANISMOS DE PROTEHIURIA 

La barrera de filtración esta constituida por la pared 

capilar glomerular que consta de tres componentes: l) las células 

l 



AUMENlO DE LA 
PERMEABILIDAD GLOMERULAR 

PERDIDA l.Rll<ARIA DE ¡ ALlERACION EN EL 
PROlEIHAS ACARREADOOAS - AUMENlO DE LA FILlRACION - R!:CAMBIO DE 1 

l 

lRO 1 ·-~~~:::H . ··~m·~ ~~'ª' ]::·,~ -~O. 
MOOEMBOLISMO-íAClORES DE LA COAGULACION ---- INMUNIDAD CELULAR ---~ INFECCIONES 

AUMENlO DE LA REABSORCION 
OAí«J TUBULAR -- TUBULAR DE LAS PROTE\NAS --- .\LBUMIHURIA 1 DESM.fTRIC!ON 1 

1 FILlR¡ ADAS l 
ALlERACION 

EN LA FUNCION CAlABOLISMO lUBULAR -1HIPOALBUt.llNEMIA1- AUMENlODE LA SINTESIS --1HIPERLIPOPflOTEINEMIA1 
lUBIJLAR DE ALBUMINA HEPATICA DE LIPOPROlEINAS 

1 
~-------~ jEOEMAj jur1DUJt1AI 

Figura l. Fisiopatologia del sindrome nefr6tico. Se propone que 
todas las alteraciones sistémicas son consecuencia del aumento 
en la permeabilidad glomerular a las proteinas plasmaticas y que 
la hipoalbuminemia inicia las principales manifestaciones (Ref 
3). 



endoteliales cuyo citoplasma esta tenestrado, 2) la membrana 

basal glornerular compuesta por tres capa!': !Amina rara interna, 

lamina densa y lamina rara externa, y 3) los procesos podoclticos 

de las c1Hulas epiteliales (15). Las fenestraciones de las 

células endoteliales de un diarnetro promedio de 70 nm (50-100 nm) 

permiten que todos los elementos solubles del plasma puedan estar 

en contacto intimo con la membrana basal glomerular. La siguiente 

capa, la membrana basal glomerular, esta compuesta principalmente 

de una malla de fibras de colagena y tiene un espesor de 300-350 

nm en el humano, pero que puede variar de 150 a 350 nm en 

diferentes especies. La lamina densa constituye una barrera 

significativa a la filtración de las prote!nas plasmAticas 

neutras debido a la red de fibras de col;!.gena tipo IV. se piensa 

que los espacios entre estas fibras representan los •poros• 

fisicos a través de los cuales las moléculas neutras son 

tamizadas en base a sus dimensión molecular. La parte m;!.s externa 

de la pared glomerular, que se interpone entre la membrana basal 

glomerular y el espacio de Bowman, est;!. compuesta de procesos 

podoc!ticos de las células epiteliales. Estos procesos 

epiteliales estAn parcialmente embebidos en la lAmina rara 

externa. Entre los procesos podoc!ticos adyacentes hay espacios 

de un tamaño de 20 a JO nm que estAn cubiertos por una membrana 

fina conocida como diafragma de hendidura. Este diafragma 

contiene espacios rectangulares de un tamaño aproximado de 4 X 14 

nm (16,17) a través del cual pasan las moléculas pequeñas y, 

probablemente, restringen el paso de albdmina y de mol~culas mAs 

grandes. 

AdemAs de la barrera determinada por el tamaño de los poros, 



existe una barrera electrostAtica a base de polianiones, 

sialoproteinas y heparAn sulfato-proteoglucanos, que restringen 

selectivamente el paso de mol~culas con carga negativa. El 

plasmalema de las fenestraciones endoteliales tiene una cubierta 

rica en Acido siAlico que se tiñe con oro coloidal y que contiene 

heparAn sulfato-proteoglucanos (lB). Los heparAn sulfato­

proteoglucanos estAn distribuidos principalmente dentro de la 

lAmina rara interna y externa de la membrana basal glomerular 

(19), y los procesos podociticos estAn cubiertos por un 

glucocAlix rico en Acido siAlico (20). De acuerdo con esto, los 

factores que determinan el paso de las mol~culas por la barrera 

de f 11 traci6n son: el tamaño, la deformabilidad, la carga 

el~ctrica y la configuraci6n moleculares, asi como la 

hemodinAmica glomerular. En el SN ocurre un transtorno en la 

permeabilidad del capilar glomerular que permite el paso de 

macromol~culas cuyo mecanismo no estA dilucidado. En la nefrosis 

por ANP, la depuraci6n fracciona! de macromol~culas ani6nicas y 

sin carga es muy elevada, lo que indica que la selectividad, 

tanto de tamaño como de carga, estA alterada (21). La lesi6n 

renal caracteristica del SN idiopAtico es la fusi6n de los 

procesos podoc!ticos, esta fusi6n parece deberse a la p~rdida de 

la carga negativa de su superficie; esta conclusi6n se apoya en 

el hecho de que la administraci6n de policationes al riñ6n 

produce proteinuria y fusi6n de podocitos (22). Charest y Roth 

(23) observaron una disminuci6n del contenido de Acido siAlico en 

las membranas de los podocitos en la nefrosis por ANP; Kerjaschki 

y cols. (24) observaron una disminuci6n en el contenido de 



&cido siálico de la podocalixina (la sialoprotelna mAs abundante 

de las células epiteliales) en ratas nefr6ticas, lo que sugiere 

que la disminución de ácido siAlico juega un papel muy importante 

en el mecanismo de proteinuria en la nefrosis humana y 

experimental. No estA claro si los heparán sulfato-proteoglucanos 

de la barrera glomerular disminuyen en la nefrosis por ANP (25); 

sin embargo, en los pacientes con Sii congénito (26), los sitios 

ani6nicos ricos en heparAn ~ulfato, están prácticamente ausentes. 

l.2 HIPOALBUMINEMIA 

La hipoalburninemia en SN puede ser secundaria a una 

disminución en la slntesis de alb~mina, a un aumento en su 

catabolismo, a cambios en su distribuci6n, a una disminución en 

la ingesta de protelnas o a la pérdida de alb~mina del cuerpo 

( J), En el SN parece que varios de éstas factores están 

involucrados. La pérdida de alb>lrnina en la orina es muy 

importante. Sin embargo, la pérdida de proteinas por si sola no 

explica la hipaalbuminemia en la mayaria de los pacientes con SN, 

debido a que la velocidad de sintesis hepática de alb>lmina puede 

aumentar por lo menas tres VPces y debe ser capaz de compensar 

fácilmente las pérdidaG por orina (27), Los estudios en humanos y 

l'.!n modelos animales de SN demuestran que la velocidad de sintesis 

de albümlna está aumentada si la ingesta de proteinas es adecuada 

(28,29). En pacientes can dieta baja en proteinas la sint~sis de 

albümina puede estar disminuida (29). Hay una buena correlación 

entre el grado de prateinuria y el grado de hipoalbuminemia 

aunque existen muchas excepciones (30). La relación albümina 

intravascular/alb~mina extravascular aumenta de o.a a l.l en 

5 



pacientes con Sil (1,30). Esto es, la concentraci6n de albl!lmina 

intersticial disminuye mAs que la concentraci6n de albl!lmina en 

plasma. Al darles una dieta alta en proteinas los pacientes 

presentan una mayor proteinuria y ningón cambio en la 

concentraci6n de albómina en plasma, en cambio, una dieta baja en 

proteinas disminuye la proteinuria aunque no produce cambios en 

los niveles plasmAticos de proteinas (31, 32). 

El aumento en la slntesis de albl!lmina en el Sil se ha 

demostrado con t~cnicas de recambio (33), m~todos de perfusi6n de 

higado (34), preparaciones microsomales aisladas (35), y 

mediciones del ARllm de albl!lmina (36,37). La infusi6n de 

dcxtranos hiperonc6ticos disminuye la velocidad de degradaci6n y 

la slntesis de albómina, lo que sugiere que la presi6n 

coloidosm6tica puede ser un regulador importante de la slntesis 

de albl!lmina (32,38,39). 

Por otra parte, se ha encontrado que el catabolismo 

fraccional de la albómina ( fracci6n de la reserva de albl!lmina 

intravascular que se cataboliza por unidad de tiempo) estA 

aumentado en el Sil (3) • En una persona normal, se cataboliza 

diariamente del 5-12\ de la reserva intravascular de albl!lmina, 

mientras que en los pacientes con Sil esta fracci6n aumenta a 16-

50\ (3). El sitio mts importante del aumento en el catabolismo 

de albl!lmina es el riñ6n. Este aumento parece ser ~ecundario a la 

captaci6n tubular y a la dcstrucci6n de la albómina filtrada. 

varios estudios en animales y e~ humanos demuestran que la 

velocidad catab6lica de la albl!lmina aumenta cuando aumenta la 

proteinuria (12,28). si las ratas con Sil se nefrectomizan, el 
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catabolismo de albllmina disminuye un 50\ (J3). En células del 

tllbulo proximal y distal de ratas con SN se han demostrado gotas 

de proteinas con albllmina y globulinas (40), ademas, la actividad 

de las enzimas lisosomales catepsina B y L aumenta en las ce1ulas 

tubulares en respuesta a la proteinuria glomerular (41). 

En resumen, el concepto actual es que la hipoalbuminemia en 

el Sii no se debe a una disminuci6n en la s1ntesis de albllmina, 

sino a la albuminuria y al aumento en el catabolismo renal de 

esta prote1na (1,4). La s1ntesis de albllmina no disminuye, sino 

que aumenta en pacientes y en animales con SN, pero este aumento 

no es suficiente para compensar la hipoalbuminemia. 

l. J ALTERACIONES Etl LA COllCENTRACION DE OTRAS PROTEINAS 
PLJ,SMATICAS 

El anAlisis electroforetico de prote1nas séricas de 

pacientes o animales con SN muestra que la albllmina y las 

globulinas gama estan disminuidas, y que las globulinas alfa-2 y 

beta estan aumentadas. El patr6n electroforetico de la orina de 

pacientes con ~;¡ es similar al del suero normal pero con 

grandes diferencias cuantitativas (42). 

Estas alteraciones en el patr6n electroferético general de 

las protelnas plasmAticas son consecuencia de les ca~ibios en la 

concentraci6n individual de muchas protelnas. La disminuci6n 

en la concentraciOn tic una proteina ':"irculante puede ser 

conseCuencia de una reducción en su sintesis, un incremento en su 

catabül ismo o en su excreción urinarii', o a una combinaci6n de 

estos factores. Por el contrario, la elevación en la 

concentraci6n de una prote1na circulante en el SN puede ser 

consecuencia de un aumento en la slntesis y/o una disminuci6n en 
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su catabolismo. Sin embargo, se han realizado muy pocos estudios 

do recambio para dilucidar el mecanismo exacto de las 

alteraciones da las protalnas plasmAticas individualmente en el 

Stl. 

A continuación se describen las alteraciones especificas de 

algunas proteinas plasmaticas en el SN. 

Los niveles s~ricos de las proteínas transportadoras de cu 

(ceruloplasmina) y Fe (transferrina) estAn disminuidos (43-46). 

La excreción urinaria de transferrina esta aumentada, y se ha 

propuesto que la de ceruloplasmina tambien se eleva en pacientes 

con SN (47-49). La deficiencia de ceruloplasmina puede conducir 

a hipocupremia (47). Las alteraciones en el recambio de 

tr11nsferrina en pacientes con SN son muy similares a las de 

albt'lmina (46). Hay un aumento del 160% en el catabolismo y 

sintesis de transferrina. La deficiencia de transferrina y 

hierro pueden llevar a los pacientes con SN a desarrollar anemia 

microcitica hipocr6mica resistente a la terapia con hierro (44). 

Otras proteinas de transporte cuya concentraci6n esta disminuida 

y/o se pierden en la orina de los pacientes con SN son: 

transcortina, protelna que una zinc, globulina que une tiroxina y 

protaina que une vitamina D (50). 

Otra proteina que esta disminuida en el SN es la 

glucoproteina Acida alfa-1 (GPA) (50,51). La disminuci6n de esta 

prot.-lna puede deteriorar la activar.i6n de la lipasa de 

lipoprotoinas ya que contiene un cofactor para la reacci6n de 

asta enzima (52-54), y ésto, junto con la pérdida urinaria de 

lacitln colesterol acil transferasa, puede contribuir a las 



alteraciones en el metabolismo de las lipoprotelnas en el SN. 

Los niveles sericos de IgG estAn disminuidos en los 

pacientes con SN (55) y esto se debe a que la IgG se pierde por 

orina en grandes cantidades (56) y a que aumenta su catabolismo 

(28,57). La deficiencia de IgG, junto con la reducci6n en la 

inmunid~.d celular en estos pacientes, trae como consecuencia un 

un aumento en la incidencia de infecciones. Los niveles de IgM y 

de IgE estan elevados y los de IgA estan reducidos (58). cuando 

los pacientes entran en la etapa de remisi6n, los niveles de IgG 

tienden a regresar a valores normales, mientras que los de IgM se 

mantienen elevados durante varios años después (58). También se 

ha encontrado una disminuci6n en los niveles séricos del factor 

B, un componente de la via alterna de activaci6n del complemento, 

conocido también como proactivador CJ o beta glucoproteina rica 

en glicina ( 59) . Se ha propuesto que esta reducci6n puede 

deberse a su pérdida por orina y que puede, junto con la 

disminuci6n en la inmunidad humoral y celular, contribuir al 

aumento en la incidencia de infecciones en estos pacientes. Los 

niveles de C4 estAn normales durante la recaida y aumentan 

durante la remisi6n (50). 

Las proteinas involucradas en la cascada de la coagulaci6n 

también presentan alteraciones muy importantes lo que trae como 

consecuencia trastornos en la coagulaci6n y fibrlnolisis en el 

SN (3, 60). Estas perturbaciones se deben a cambios en la 

s lntesis y el recambio de estas protelnas asl como a las 

pérdidas urinarias (61). Las anormalidades de la coagulaci6n mAs 

caracterlsticas del estado nefr6tico son: aumento de los factores 

V, VIII y del fibrin6geno: disminuci6n de antitrombina III, 
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trombocitosis y aumento en la agregaci6n plaqueta ria (60). 

También se ha observado un aumento en la sintesis y en el 

catabolismo del fibrin6geno (50). 

i::n la tabla 1 se resumen las principales alteraciones y 

caracter!sticas de algunas proteinas plasmaticas en el SN. 

1.4 METABOLISMO DE LIPIDOS 

i::n pacientes con SN se elevan pr6cticamente todas las 

fracciones de lipidos y lipoprote!nas sérlcas, esta alteraci6n 

incluye el colesterol y todas sus fracciones (total, libre y 

esterificado), as! como los fosfol!pidos, en tanto que los 

triglicéridos no siempre aumentan (46,62,63). En cambio, en el 

modelo experimental todos los llpidos aumentan consistentemente 

incluyendo los triglicéridos (9, ll, 64). Los Acidos grasos estAn 

normales, aunque la fracci6n unida a alb~mina se reduce (62). En 

el humano, las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), las de 

densidad intermedia (IDL), y las de baja densidad (LDL) aumentan 

(46,62-67), mientras que las lipoprotelnas de alta densidad (HDL) 

pueden encontrarse normales o incluso bajas (68), sin embargo, 

en ratas con SN se observa un aumento de 4 a s veces en todas las 

fracciones de lipoproteinas (69). También la composición 

molecular de las lipoproteinas se altera, ya que la proporci6n de 

colesterol y triglicéridos es mayor que lo normal (70). En ratas 

con Sil las fracciones VLDL, IDL y LDL presentan menos 

triglicéridos y m<l.s fosfolipid·Js y colesterol, mientras que la 

composicion lipidica de HDL no esta alterada (69). Ademas, 

existen alteraciones en la composici6n y cantidad de las 
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TABLA l. ALTERACIONES Y CARACTERISTICAS DE ALGUNAS PROTEINAS 
PLASMATICAS EN EL SI!lDROME llEFROTICO Ell PACIENTES V/O Ell RATAS. 

COllCEllTRACIOll 
PROTEINA SUERO ORINA SINT 

ALBUMillA* (-) 

TRAllS­
FERRillA* 

CERULO­
Pl..ASXIllA 

GPA* 

FIBRillO­
GEllO* 

(-) 

(-) 

(-) 

(+) 

AllTITROM- (-) 
BlllA III 

FACTOR 
VIII 

FACTOR 
V 

IgG 

IgM 

lgE 

FACTOR 
13 

APO AI* 

APO E* 

(+) 

(+) 

(-) 

(+) 

(+) 

(-) 

(+) 

(+) 

(+) (+) 

(+) (+) 

(+) 

NO (+) 

(+) 

NO 

NO 

(+) (-) 

(+) 

(+) (+) 

(+) 

CAT 

(+) 

(+) 

(+) 

(+) 

MOV 

Alb 

Beta-1 

Alfa-2 

Alfa-1 

Beta-2 

Alfa-2 

Beta 

Beta 

Gama-1 
Gama-2 

Gama-1 

Gama 

Beta-2 

Alfa-1 

PM 

66 

REF 

1-4,9,27, 
33-37 

76.5 43-49 

132 

40 

340 

43 

so, 51 

3,43,60 
61 

62.3 J,60 

1000 

JJO 

150 

850 

180 

94 

28 

36 

J,60 

3,60 

28, 
55-57 

58 

58 

30 

64 '67' 71, 
72,81 

71,81 

SINT Slntesis, CAT Catabolismo, MOV Movilidad 
electroforética, PM = Peso molecular (kDa), REF = Referencias, 
GPA Glucoprotelna Acida alfa l. (-) Disminuci6n, 
(+) = Aumento, 110 = No excretada. • Proteinas estudiadas en este 
trabajo. Los cuadros vaclos indican que no hay datos al respecto. 
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apoproteinas (67). En ratas con SN la composición de apoproteinas 

de VLDL e lDL no esta alterada, pero LDL contiene apo Al y 

presenta menos apo E, la composición de HDL esta muy alterada ya 

que practicamente no presenta apo A-IV ni apo E, Apo A-I esta 

muy aumentada y apo e esta disminuida (64, 69, 72). Finalmente, 

los niveles plasmaticos de ciertas apolipoproteinas se alteran 

(72-74). J,os niveles de apo By apo e estan aumentados mientras 

que los de apo Al y apo All estan normales en la fase aguda pero 

se elevan durante la remisión (67, 72). En ratas con SN la apo Al 

se incrementa aproximadamente 6 veces en estrecha correlaci6n con 

la hipoalbuminemia (64) y la apo E también aumenta pero en menor 

proporción (71). Estos trastornos desaparecen con rapidez al 

remitir el SN. 

Los lipidos plasmáticos y las lipoprote!nas pueden elevarse 

debido a un aumento en la velocidad de sintesis, una disminución 

del catabolismo, un incremento en la movilización de los 

depósitos de grasas, o una combinación de estos factores (1,3). 

La causa principal de la hiperlipoproteinemia en el SN parece ser 

un aumento en la s!ntesis hepatica de proteinas (10,75-77) entre 

las que destacan las lipoproteinas. Se ha postulado que este 

incremento ocurre en respuesta a una disminución de la presión 

coloidosmótica secundaria a la hipoalbuminemia (78-80). La 

necreción hepatica de apo Al esta marcadamente elevada, la de apo 

Il y apo E también aumenta aunque en menor proporción, mientras 

que la secreción de apo e no se eleva (71,81). 

En ratas con SN se pierden por orina 

fosfolipidos, acidos grasos, triglicéridos, 
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colesterol, apo AI, VLDL, LDL y HDL ( 64) . En humanos con SN se 

ha encontrado en orina VLDL, IDL, LDL y llDL siendo mAs abundante 

HDL. Shorc y cols. (B2) encontraron que apo B es el principal 

componente de la LDL urinaria y apo AI es la que se presenta en 

menor cantidad, y que apo B es la principal protelna de las IDL y 

VLDL urinarias. De la llDL urinaria se aislaron apo AI, CI, CIII y 

IV. 

No solo el aumento en la slntesis de las lipoprotelnas es el 

responsable de la hiperlipoproteinemia en el SN, sino que tambi~n 

hay una reduccibn en la degradacibn de las mismas (8J-BS). Esto 

parece deberse a una reducción de la actividad de la lipasa de 

lipoproteinas (86-88) y de la lccitln colesterol acil transferasa 

en el Sll (89-91). La inhibición de la lipasa de lipoprote1nas se 

ha atribuido a la acumulaci6n de Acidos grasos libres por 

hipoalbuminemia, a la presencia de inhibidores plasmAticos y a la 

deficiencia de apoprotcdna en o de otros activadores como el 

heparAn sulfato o la GPA (52-54) que se pierden en orina (88). 

La reducción en la actividad de la lecitin colesterol acil 

transferasa puede deberse simplemente a su perdida urinaria o a 

la acumulación de lisolecitina, que retarda la reacción 

enzimAtica. Estas alteraciones disminuyen la producción de HDL y 

explica, en parte, el por qué se reduce esta lipoprote!.na en 

humanos (89); otro factor contribuyente es la perdida de HDL por 

orina, ya que su dimensión molecular (70 A) es semejante a la 

de la alb~mina (81,82). Por el contrario, en pacientes con SN de 

cambios minimos hay aumento en la ~oncentraci6n plasm~tica de llDL 

porque su eliminación urinaria es pobre, en tanto que en 

pacientes con SN por otras causas las llDL disminuyen en plasma y 
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aumentan en orina (92). 

La hipercalesteralemia del Sil también resulta de un aumento 

en la sintesis de colesterol inducida par la elevaci6n del Acido 

mcval6nico que se encuentra al to por la disminuci6n de su 

catabolismo renal (93). 

En la fig. 2 se muestra un esquema donde se resumen las 

principales alteraciones del metabolismo de 11pidos en el SN. 

Z. ALBUMillA 

2.1 CARACTERISTICAS DE Ll\ ALBUMINA 

La albllmina es la mAs abundante y la mAs estudiada de las 

proteinas plasmaticas. Es la protelna que el hlgada sintetiza en 

mayor cantidad, representa aproximadamente el 50% de la 

producci6n de protelnas en c~&lquier momento (94). Durante mucho 

tiempo ne pens6 que se sintetizaba solo en higado, ahora se sabe 

que se sintetiza en pequeñas cantidades en otras tejidos tales 

como riñ6n, intestino, pulm6n, coraz6n y pAncreas (95-97). 

2.1.1 Oistribuci6n 

Solo del 30 al 40% de la reserva total intercambiable de 

albllmina en el cuerpo humano se localiza en el compartimiento 

intravascular (27), el resto es extravascular y se encuentra 

dentro del espacio intersticial. La mayor1a de esta albdmina 

intersticial en el hombre se encuentra en los mósculos y en la 

piel. El hlgado, pulmones, coraz6n, riñones y bazo solo contienen 

pequeñas cantidades. Aunque constituye solo el 6% del peso total 

del cuerpo, la piel contiene del 30-40% de la alb~mina 
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c>:t«ovascular (98). La linfa contiene solo del 2-3% del total de 

lu albómina ínrtorsticial y su concentraci6n en diferentes sitios 

en variable (99, 100). La albllmina se encuentra en pequeñas 

cantidades en varios líquidos corporales, tales como sudor, 

!MJrimas, jugo g,\strico y bíl is (101). Una rata normal contiene 

<.le 500-úOO mg de albúmina por cada 100 g de peso. De esta 

cantidad, 20 a 25% est~ en circulación, 20-25\ est~ en la piel, 

101 en el intestino y 35-40% en el resto del cuerpo 

(principalmente en mllsculo) (102). 

2.1.2. Funciones 

A la albumina se le han atribuido dos funciones principales: 

el mantenimiento de la presión coloidosmótica y el transporte de 

diferentes sustancias, tales como Acido~ grasos de cadena larga, 

bilirrubina, calcio, drogas, vitaminas, cte.; tambi~n se ha 

propuesto que podria servir d<! ful!ntl! interna de amino~cidos (aa) 

para la slntesis d<i otras proteinas. Aunque solo del 50 al 60% 

de l~G protc!nas plasmAticas es albómina, esta contribuye con el 

aoi tic la presión coloidosm6tica debido a su pequeño peso 

Molecular (103). Juega un papel muy importante en la regulaci6n 

del tumaño cxtravascular. La albllmina en el Ouido intersticial 

compite con la alb~mina intravascular en la retención del agua 

c¡ue ze ha filtrado al arca extravascular. Esta protelna tiene una 

gran arlnidatl por sustancias de importancia biológica 

considerable para la homeostasis del individuo (101,104,105). 

Esta a f iniciad es la base para llevar a cabo su función de 

trilnsporte. 
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2.1.~ Estructura 

La albómina esta formada por una sola cadena polipeptidica 

de 585 residuos de aa en el humano (106) y 584 en la rata (107); 

tiene una forma elipsoidal con un diametro de 38 A y una longitud 
o 

de 150 A (101). La secuencia de la albómina humana y d~ rata se 

obtuvieron a partir de la secuencia de bases del ADNc especifico 

clonado de ambas especies en 1982 y en 1981 respectivamente 

(lOG,107). El peso molecular de la albómina humana es de 

66,288 d (106) y el de la rata de 65,863 d (107). 

En la albómina se presentan 17 puentes disulfuro los cuales 

inducen un patron de asas que se repite tres veces y que definen 

los tres dominios estructurales de la albómina sérica, los cuales 

exhiben una homologia de aa significativa. 

La contraparte fetal de la albómina es la alfa-fetoproteina 

que presenta una estructura muy similar (108,109). 

2.1. 4 Sintcsis 

Las protelnas intracelulares se sintetizan en polirribosomas 

libres, mientras que las protelnas de secreci6n se sintetizan en 

los polirribosomas unidos a la membrana, lo que caracteriza al 

retlculo endoplasmico rugoso (110-112). El ARNm de albómina se 

localiza especlficamente en c5te compartimiento subcelular de los 

hepatocitos en condiciones normales (113-117) 

Utilizando técnicas de hibridacion se ha calculado que, en 

condiciones normales, el 97% del ARNm de albómina en el higado de 

una rata normal se encuentra en polisomas unidos a la membrana 

del reticulo endoplasmico, 2% en polisomas libres y 1% en el 

sobrenadante postribosomal (118,119). 
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En diferentes patologias y estados fisiológicos existen 

alteraciones en la distribución del ARNm y en la sintesis de 

alb6mina como en el ayuno de 24 h (119), en la insuficiencia 

renal crónica (120) y en la cirrosis hepatica por tetracloruro de 

carbono (121). 

La alb6mina se sintetiza en forma de un precursor conocido 

como preproalbumina (122). La longitud de este segmento prepro es 

de 24 aa y se lor.aliza en el extremo amino de la proteina. 

Dieciocho de estos residuos corresponden al fragmento pre el cual 

se conoce como péptido señal, y 6 al fragmento pro. De acuerdo a 

la hipotcsis del péptido señal (123), el fragmento pre es muy 

importante para que la proteina atraviese la membrana del 

reticulo endoplasmico y se transporte a su interior ( 124, 125). 

Antes de que termine de sintetizarse la proteína y ya dentro del 

retlculo endoplasmico, el fragmento pre se libera al ser cortado 

por una enzima especifica y la protelna queda como proalb6mina. 

Esta pasa entonces al interior del reticulo endoplasmico, de aqui 

al aparato de Golgi, y finalmente a las vesiculas de secrecion. 

El corte del fragmento pro parece tener lugar en el complejo de 

Golgi distal incluyendo a las vesiculas secretoras (126). Se 

piensa que la formación de los puentes disulfuro se lleva a cabo 

inmediatamente después de su slntesis o después de que se haya 

sintetizado cada dominio (127). 

2.2 ESTRUCTURA DEL GEll DE ALBUMINA Y REGULACION DE SU SINTESIS 

El gen de albumina es uno de los genes eucariontes mAs 

c:;tudiados por lo que se conocen muchas de sus caracteristicas. 
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En la Fiq. (126, 129) se representa esquematicamente la 

estructura de este gen. En la rata esta fonnaclo por 14, 900 

nucle6ticlos con 15 exones y 14 intrones (128,130). Presenta una 

secuencia intensificadora ("enhancer") a 10 Y..b hacia el extremo 

5' del promotor (131). Posteriormente estA la regi6n promotora 

entre los nucle6tidos -150 6 -170 y -JO, donde se encuentran 

algunas secuencias especificas (elementos cis) a las cuales se 

unen los factores de transcripci6n (elementos ~), y las 

secuencias CCAAT ( "CAAT-box"), en la posici6n -120, y TATATT 

("TATA bax") en la pasici6n -65 (128), a 90 y 30 pares de bases 

(pb) respectivamente hacia la 20 regi6n 5 • de los sitios de 

casquete ("cap") probables (132). Posteriormente se encuentra el 

sitio de iniciaci6n de la traclucci6n (ATG) seguida por el gen 

estructural compuesto por 15 exones y 14 intrones anterioremente 

mencionados. Al exón del extremo 5 1 se le conoce como exón llder 

o ex6n Z y en estel se encuentra codificada la región 5' terminal 

del mensajero, los péptidos prepro y los primeros 2 1/3 aa de la 

proteina que se secreta (130). Los doce exones siguier.tes o 

intermedios (A-L) son los que contienen la informacion para la 

slntesis de la proteina que se secreta. Dentro de estos doce 

axones hay tres zonas con una gran similitud tanto de secuencia 

como de tamaño, cada una formada por 4 exones en los cuales se 

encuentran codificados los aa que forman las asas estructurales 

de la proteina ( 106, 107, 133). Sstas tres zonas parecen haber 

surgido por duplicaciones internas, es decir, originalmente, en 

el gen ancestral, existlan 4 exones, los cuales sufrieron dos 

duplicaciones internas que dieron lugar a los doce axones (lJO). 
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Figura 3. l\) Estructura del gen de alMm!llil. '"'" bnrrnu noqrou 
indican la posici6n y longitud proporcional do lon oxonon. 1~00 
espacios vaclos entre lns barrao indic11n lou 1ntronon. f,.rn lolrno 
indican el nombre que corresponde a cada o><óllo ll) H11¡rn do lon 
cxoncs del ARUm de albómina de ratn. 1.on m~murou rrnhru loa oxonaa 
indican la posición del primer nuclc6t;ldu du cacln n-,:ón on 
relaci6n al codl>n de iniclaci6n do ln troducdón, !la ln•llc.i ln 
rcgi6n que abarca el i\OUc utilizado an ol pt'üuonlo tt·nhnju (p/\lb 
87) y los nucle6tidos donde inicia y t<Jt·ml1111 (lll'J y llH, 
respectivamente). l\daptndo de las rofercnclnu 120 y 129, 
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Estas caracteristicas las presenta también el gen de alfa-

fetoprotelna por lo que se cree que ambos genes surgieron por la 

duplicaci6n de un gen ancestral (108,134,135). Ahora se ha 

encontrado un tercer gen que forma parte de esta familia génica y 

es el de la protelna que une vitamina O ya que comparte muchas 

caracteristicas (97). Después de los doce exones intermedios se 

encuentran los exones M y ll en el extremo J' del gen. Estos dos 

exones tienen secuencias presentes en el ARNm maduro pero que no 

se traducen. Su funci6n se desconoce a pesar de que incluyen el 

cod6n de terminación de la traducción (ex6n M) y los sitios de 

poliadenilaci6n (ex6n ll). En el humano hay dos sitios de 

poliadenilaci6n, uno a 164 nucle6tidos del inicio del exón N y 

otro a 325 nucle6tidos, siendo m~s utilizado el primero. Sin 

embargo, en la rata solo se ha encontrado un sito de 

poliadenilaci6n a 143 nucle6tidos del inicio de este ex6n (132). 

Se han analizado las secuencias de la unión intrón-exón de 

un gran ndmero de genes. La secuencia concenso para los extremos 

5' y J' de los intrones son (A/G)AG-GTAAGT y TY-TYYYTCAG-G 

respectivamente (donde Y= T ó C), de tal forma que casi siempre 

es posible definir el sitio do rompimiento y union {"splicing") 

de un intr6n, siendo los primeros dos nucle6tidos GT y los dos 

últimos AG. En el cano del r¡cn do albúmina se cumple con esta 

regla concida como la regla GT-AG ( lJO). 

Los sitios de unl6n de factores de la transcripción de los 

cuales se habló anter iormonte y que se encuentran dentro de la 

región promotora del gen est~n entre las bases -170 y -30 ("TATA 

box"). En esta regi6n hay al menos 6 sitios de enlace para 

protelnas especificas que se unen al ADN (136,137': 
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Sitios de uni6n 
en el l\DN 
(elementos J<..i!¡) 

31 

5' 

}\ 

B 
e 
D 
E 
F 

Proteinas 
especificas 
(elementos trans) 

C/EBP 
HNFl 
NF-'l 
C/EBP,DBP 
NFl- NFl 
C/EBP 

Estos factores estAn presentes en tejidos diferentes al 

higado, como en bazo y cerebro, pero en muy baja concentraci6n. 

El factor nuclear de hepatoci to l (HllFl) es el factor que juega 

el papel dominante en la determinaci6n de la transcripci6n 

especifica del tipo celular in vitre del gen de alb\lmina. La 

adic16n de este factor purificado a extractos nucleares de bazo, 

los cuales carecen de este factor, estimula fuertemente la 

ac< iv idad del promotor de alb\lmina. Este es el \lnico factor 

altamente glucosilado. l\demAs de estimular la transcripci6n 

directamente unil!!ndose a su elemento ili (B), el factor nuclear 

de hepatocito l puede intensificar la actividad del promotor de 

alb\lmina interactuando cooperativamente con otros factores ~ 

( 137). 

Se han identificado elementos similares en los flancos 5' de 

muchos otros genes hepAticos ( 136-140) y parece ser que estos 

elementos unen este factor nuclear de hepatocito l (141). 

/,dcini\u, ne ha vis to que el elemento B donde se une el factor 

nuclear do hopatocito l es la \.~mica secuencia bien conservada de 

Ion promotoroa dol gen de alb\lmina de Xenopus, pollo, rat6n, rata 

y huml\110, 

Otro do los elementos mAs fuertes para activar la 
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transcripci6n de una manera especlCica del tejido es el sitio de 

uni6n A donde se une el factor C/EBP. El sitio de uni6n e, donde 

se une el factor ~F-Y, tiene un potencial de activaci6n menor y 

os menos especifico, es igual de eficiente en extractos 

nucleares de hlgado que en los de bazo. El resto de los elementos 

son sitios activadores relativamente d~biles (142). 

Asimismo, Frain y cols. (143) definieron dos regiones 

funcionales diferentes para la transcripci6n eficiente del gen de 

albümina de humano, ademas de la regi6n promotora: un elemento 

negativo localizado entre las bases -673 y -486, y un 

intensif icador escencial para la transcripción eficiente de 

alb~mina localizado entre las bases -486 y -221. Los estudios de 

uni6n de proteinas han demostrado que un factor trans del hlgado 

que interactüa con la regi6n del intensificador es el bien 

caracterizado factor de transcripci6n LF-Bl, el cual se une a los 

promotores de varios genes especificas del hlgado. El hecho de 

que el mismo sitio de uni6n funcione tanto en un intensificador 

como en un promotor sugiere que estos dos elementos influyen en 

la iniciaci6n de la transcripci6n a través de mecanismos 

similares. 

Schreiber y cols. (144) han sugerido que el fragmento pro 

liberado durante el procesamiento de la proalbümina puede tener 

un efecto de retroalimentacion positiva aumentando la slntesis de 

albümina. Sin embargo, Weigand y cols. (145,146) sintetizaron el 

fragmento pro de la albó.mina, pero no pudieron demostrar la 

acción de este en la slntesis de alb~mina ni de proteinas totales 

en hepatocitos, incluso encontraron una ligera disminución (del 

23 



12\) en la sintosis de albl'lmina y una clara disminución en un 

sistema acelular de s!ntesis de protelnas (147). Estos 

experimentos están en contra de la hipótesis de Schreiber y cols. 

(144). Por otra parte, no analizaron el efecto que pudiera tener 

el fragmento pro en la transcripción. 

Ademlts de los elementos cis y .tl:.filll¡, se ha visto que el 

proceso de transcripción del gen de albl'lmina, y de muchos otros 

genes, puede estar reguládo por cambios globales o locales en la 

conformación de la cromatina (sitios hipersensibles a la ADNasa), 

as! como por el nivel de metilación de ciertas citocinas 

especificas, es decir, el nümero de metilaciones en los genes 

inactivos es mayor que en los activos y se ha sugerido que 

cuando disminuye el n\lmero de metilaciones se induce la 

transcripción del gen (148). 

Hay muchos factores que parecen influir en la sintesis y 

degradación de alb\lmina in yivo. Entre estos se encuentran la 

nutrición, el estrés, la presión onc6tica, las hormonas y varias 

enfermedades (149). Aunque es muy dificil asegurar la influencia 

especlf ica de cada uno de estos factores en presencia de muchos 

mecanismos regulatorios, parece claro que uno de los mAs 

importantes es la nutrición adecuada. El efecto de la alteración 

en la ingesta de proteinas en la slntesis de alb~mina es mucho 

mAs marcada que en la producción total de protelnas hepltticas 

(149). 

Las hormonas tiroideas y la cortisona aumentan la slntesis 

de albllmina. La sintesis del ARtlm y el ARN ribosomal estlt 

reducida en animales tiroidectomizados. La cortisona estimula la 

sintesis de llRN hepatico total y hay evidencias de que la 
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cortisona estimula la producci6n de albl!imina sérica (149). El 

tratamiento de células Hep-G2 con triyodotironina aumenta la 

secreción de albúmina lo cual puede explicarse por el aumento en 

su ARNm (150) y esto tambien se ha observado en ~ ~ 

(151). sin embargo, otros autores han observado que la 

triyodotironina no tiene efecto sobre la transcripci6n del gen de 

albl!imina en cultivos de hapatocitos de rata (152) lo cual indica 

que el aumento en la sintesis de albúmina y de su AR!lm por la 

triyodotironina se debe a procesos post-transcripcionales. 

Se ha sostenido que la insulina es necesaria para una 

producción maxima de albúmina en higado perfundido aislado y se 

han demostrado alteraciones en la estabilidad de polisomas y del 

reticulo endoplasmico en la diabetes experimental (149), Por otra 

parte, se ha visto que hay un aumento en el ARNm de albúmina en 

ratas diabéticas tratadas con insulina y que este aumento se 

debe a un mecanismo post-transcripcional ya que la insulina no 

altera la velocidad de transcripci6n del gen (15J), lo cual 

también se ha observado en cultivos de hepatocitos de rata (152). 

También hay una clara disminuci6n en la concentraci6n de 

albúmina en animales hipofisectomizados y esto se puede corregir 

si los animales reciben inyecciones apropiadas de hormona de 

crecimiento (149). 

Otros tres factores que disminuyen la sintesis de albllmina 

son el factor de necrosis tumoral alfa y la vasopresina, a nivel 

de ARNm (154,155), y el anestésico halotano (156). 

La transcripci6n del gen de albl!imina disminuye dramaticamente 

si no se adiciona suero y hormonas al medio de cultivo de 
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hcpatocitos, y esta disminución se previene por la adición de 

dexamctasona, la cual restablece la transcripci6n (152). AdemAs, 

en ratas adrenalectomizadas la transcripci6n del gen de alb~mina 

disminuye pero se restablece con la administraci6n de 

hidrocortisona. Todo esto esta apoyado por la identificaci6n de 

una secuencia regulatoria que responde a glucocorticoides entre 

las bases -150 y -62 entre el "TATA box" y el "CMT box" en el 

flanco 5' del gen de alb~mina. La cicloheximida inhibe la 

inducci6n de la transcripci6n de este gen por dexametasona, lo 

cual sugiere que una proteina mediadora rApidamente inducida, que 

también es regulada por glucocorticoides, esta involucrada en la 

inducci6n de la expresi6n del gen de alb~mina por estas hormonas. 

El gen de alb~mina también se regula por otras hormonas ademas de 

los glucocorticoides. El glucagon potencia la inducci6n de la 

transcripción por dexametasona, aunque el glucagon solo no tiene 

efecto sobre la transcripci6n (152), pero si sobre la slntesis de 

proteinas (149). Por el contrario, la epinefrina suprime la 

estimulación de la expresión del gen de alb~mina por dexametasona 

(152). 

-~· Por otra parte, parece que las propiedades osm6ticas de la 

alb~mina juegan un papel importante en la regulaci6n de la 

producci6n de alb~mina tanto in vivo como in vitre (32,37-39, 

149' 157. 158). 

En algunas enfermedades se han descrito alteraciones en el 

nivel de alb~mina, y en algunas de ellas la determinación de esta 

proteina se ha usado como harramienta de pron6stico. Algunas de 

estas enfermedades donde se desarrolla hipoalbuminemia son la 

cirrosis hcpAtica, infección cr6nica, tumores con metAstasis, 
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desnutrici6n asociada a trauma o procedimientos quirurgicos, 

lesiones masivas de la piel y recuperación de traumas: tambi~n se 

ha encontrado hipoalbuminemia en lesiones especificas que 

involucran al tracto gastrointestinal, en la analbuminemia, la 

nefros is y el alcoholismo. El estrés, les iones, cirug !as y 

enfermedades de la piel son otros s!ndromes asociados 

frecuentemente con alteraciones en la producci6n de albumina 

(149, 159, 160). 

Durante la inflamaci6n disminuye la s!ntesis de albumina y 

los niveles hepAticos de su ARNm (161). Se ha postulado que los 

productos monoc!ticos, especialmente la interleucina 1, juegan un 

papel importante en esta reducci6n (162). 

En la regeneraci6n hepAtica inducida con cc1 4 la 

transcripci6n del gen de albumina disminuye un 85% mientras que 

la transcripci6n del gen de alfa-fetoproteina aumenta de niveles 

no detectados a un 50% de la observada en albumina (163). Los 

cambios en los niveles del ARNm de albumina y de alfa­

fetoproteina correlacionan con los cambios en la transcripci6n, 

lo cual indica que los niveles del ARNm de albumina, asi como los 

de alfa-fetoprote!na, estan regulados a nivel transcripcional en 

la regeneraci6n hepAtica (163). 

Por otra parte, en la fibrosis hepAtica inducida por cc1 4, 

Panduro y cols, ( 164) encontraron que durante la fase inicial 

hay una disminuci6n en la transcripci6n del gen de albumina 

asociada con un aumento en la transcripcion del gen de alfa­

fetoprote!na. Posteriormente, ya durante el desarrollo de la 

fibrosis, mientras la transcripci6n del gen de albumina se 
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mantiene normal o incluso aumenta, la transcripci6n del gen de 

al fa-fetoprateina dismilluye ( 164). 

Al analizar la velocidad de transcripci6n y las niveles de 

ARNm de algunos genes especificas o preferenciales del higado 

durante el desarrollo normal de la rata, Panduro y cols. (165) 

encontraron ejemplos de control transcripcional como albómina, 

alfa-fetoproteina y transferrina, y de control pos­

transcripcional como GPA y apos A-I y E, asi como de 

regulaci6n mixta. Tambil!n observaron que en algunos genes el 

modo predomlnantc de regulaci6n de su expresi6n puede cambiar de 

transcripcíonal a post-transcripcional en diferentes etapas del 

desarrollo del higado y que algunos miembros de familias 

multigénicas (como las apos) pueden mostrar modas de regulaci6n 

independientes y algunas veces contrastantes (165). 

En ratas quemadas, la velocidad de transcripci6n del gen de 

GPA se mantiene constitutiva, los genes de alfa y gama 

fibrin6geno se activan, mientras que la transcripci6n del gen de 

albOmina disminuye. La concentraci6n de ARNm de GPA y de 

fibrin6geno aumenta, mientras que la del ARNm de albllmina 

disminuye (166). Comparando los cambios en las velocidades de 

transcripci6n con los niveles de ARNm se concluy6 que las 

concentraciones del ARllm de GPA se regulan predominantemente por 

un mecanismo postranscripcional, las del AR!lm de albómina por un 

mncanismo transcripcional y los del ARNm de fibrin6geno por una 

combinaci6n de ambos (166). 

Entonces, en general y hasta la fecha se ha aceptado que la 

sintesis de albómina esta regulada a nivel transcripcional, 

excepto en el caso de los cambios por triyodotironina o por 

28 



insulina. 

J. TRANSFERRillA 

J.l CARACTERISTICAS DE LA TRANSFERRINA 

La transferrina es una globulina Bl también conocida como 

siderofilina o globulina Bl que une metal (167). Esta formada por 

una sola cadena polipcptldica, contiene 6\ de carbohidratos (en 

humano) y tiene un peso molecular de 79, 600 d en el humano y 

76,500 den la rata (167-169). Presenta muchos puentes disulfuro 

intracatenarios por lo que tiene una estructura compleja (169). 

su concentraci6n en plasma es de 200-400 mg/dL (168). Es la 

proteina responsable del transporte de hierro desde las 

superficies de absorci6n hasta la médula 6sea donde se incorpora 

al grupo heme de la molécula de hemoglobina (167). Cada molécula 

une especificamente dos atemos de hierro libre (170). Parece gue 

no solo se produce en el higado sino también en bazo, médula 6sea 

y n6dulos linfAticos (169). Tambi<!on transporta hierro en 

cantidades pequeñas al higado y otros tejidos para la 

incorporaci6n a sistemas enzimaticos que contienen hierro (por 

ejemplo, los citocromos) (170). La transferrina se une a los 

receptores de superficie de los reticulocitos, entra a la c~lula 

y libera el hierro, después regresa a la sangre como 

apotransferrina libre de hierro (171). 
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3. 2 ESTRUCTURA DEL GEN DE TRAllSFERRINA Y REGULACION DE SU 
SINTESIS 

El gen de transferrina pertenece a una familia génica 

compuesta por el gen de melanotransferrina (una proteina de 

membrana que une hierro), el geP de lactotransferrina (una 

proteina que se presenta en la leche y otro fluidos), un 

pseudogen de transferrina y el gen del receptor de transferrina 

(172). Esta familia génica se encuentra en el brazo q oel 

cromosoma 3 humano ( l 72). Hay una sola copia del gen de 

transfcrrina en el genoma humano y de pollo (173). La secuencia 

de bases de este gen ya se conoce. Tiene un tamaño total de 

aproximadamente 33.5 kb y estA organizado en 17 exones (numerados 

del l al 17) separados por 16 intrones (A-P). La longitud de los 

exones varia desd~ 33 nucle6tidos (ex6n ll) hasta 206 nucle6tidos 

(ex6n 17) teniendo longitudes en promedio de 150 nucle6tidos. La 

•longitud de los intrones varia de aproximadamente 675 nucle6tidos 

(intr6n F) hasta 5300 nucle6tidos (intr6n ll), la longitud de los 

intrones es mucho mAs heterogénea que la de los exones (172). La 

longitud del AR!lm de transferrina de humano es de 2315 pb (174). 

Este gen cumple con la regla GT-AG para la uni6n intr6n-ex6n 

(172). El sitio de iniciaci6n de la transcripción se localiza 50 

pb hacia el extremo 5 1 del cod6n de iniciüci6n de la traducci6n. 

Dentro de la regi6n 5 1 del gen de transfcrrina se encuentra un 

"TATA box" y dos "CAAT box" (l 72). 

Se cree que el gen actual de transferrina surgi6 de un gen 

ancestral que sufri6 una duplicaci6n intragénica ya que las 

mitades amino y carboxilo terminales de la proteina presentan una 

gran homologla, y de esta manera la proteina gano dos sitios de 
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uni6n para el hierro que transporta (173). 

La longitud total del ARNm de transferrina es de 2315 pb. 

Analizando 620 pb de la regi6n 5' del gen de transferrina humano 

se encontraron varias regiones reguladoras 9..i.:a: m1Htiples 

elementos reguladores unidores de metales, dos secuencias de 

uni6n del factor de transcripci6n Spl, un elemento del receptor a 

progesterona, una secuencia regulatoria que une glucocorticoides, 

un dominio regulatorio de AMPc y varios intesificadores ~ 

(174). Asimismo, otros autores, analizando también la secuencia 

nucleotidica de la porci6n 5' del gen de transferrina, 

encontraron secuencias cortas que se asemejan mucho a elementos 

regulatorios que responden al receptor de metales pesados y una 

probable señal de reacci6n de fase aguda (175). 

El flanco 5' del gen de transferrina también contiene una 

secuencia de 14 pb que se asemeja a secuencias presentes en los 

genes de interleucina 2 {IL-2) e interfer6n gama que estAn 

altamente conservadas en las regiones promotoras de estos genes y 

que se ha sugerido que funcionan como elementos regulatorios ill· 

Esta secuencia podria estar involucrada en la activaci6n 

transcripcional coordinada de estas proteinas antes de la 

proliferaci6n de linfocitos (175). 

El gen de transferrina contiene un elemento ru especifico 

del hlgado {PRI) en los nucle6tidos -76 a -51 cuya secuencia de 

ADN es hom6loga a una secuencia presente en la regi6n 5 1 

escencial para la transcripci6n del gen de antitrombina Ill de 

humano y a otra secuencia especifica de higado del promotor del 

gen de alfa-1 antitripsina {dominio A) (176). El factor~ Tf-
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Lfl que se une al elemento ill PRI interact~a con la regi6n 

hom6loga de antitrombina III, pero es diferente del factor LF-Al 

que interactña con el dominio A del promotor del gen de alfa-1 

antitripsína. El centro de este elemento PRI presenta la misma 

secuencia de 10 nucle6tidos que el elemento DRI, el cual es un 

elemento regulatorio positivo distal del mismo promotor 

localizado en los nucle6tidos -480 a -454; y el factor trans que 

se une a este elemento, Tf-LF2, es diferente del factor que se 

une al elemento PRI y del factor LF-AI que se une al promotor de 

la alfa-1 antitripsina (176). 

En las lineas celulares de hepatoma humano (Hep-G2 y Hep-JB) 

y de carcinoma epitelial (HeLa) se han identificado cuatro 

regiones diferentes funcionalmente: a) un promotor para la 

expresi6n especifica de hlgado entre las posiciones -125 y -45; 

b) una regi6n del promotor distal de -620 a -125 pb conteniendo 

elementos ili positivos y negativos los cuales regulan la 

actividad del promotor; c) una regi6n con acci6n negativa a -1.0 

y -o.6 kb del promotor; y d) un intensificador localizado entre 

-4.0 y -3.3 kb que es mas activo en células de hepatoma que en 

células HeLa (177). 

Aunque el higado es el principal sitio de slntesis de 

transferriM, este gen se expresa en menor proporci6n en otros 

tejidos como linfocitcs T, mñsculo fetal, y olígodendrocitos 

del cerebro (177, 178). La concentraci6n mas alta del ARNrn de 

transferrina en rata estA en el higado y en el plexo coroíde de 

los vcntrlculos lateral y tercero. Se han encontrado bajas 

concentraciones en m6dula y tAlarno, plexo coroide del 4o. 

ventriculo, corteza cerebral, hipotalarno, cerebelo, pituitaria, 
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testiculos, placenta, est6mago, bazo, riñ6n, ml'Jsculo y coraz6n 

(179). 

La sintesis de transferrina se estimula por hormonas 

esteroides y por la deficiencia de hierro nutricional tanto en 

hlgado de rata como de pollo (177). Por otra parte, el AMPc 

disminuy<. la sintesis y secreci6n de transferrina en células 

epiteliales del plexo coroide de rata (180) lo cual debe estar 

mediado por el dominio regulatorio de AMPc del gen de 

transferrina antes mencionado (174), mientras que la serotonina 

aumenta los niveles de transferrina e induce un cambio 

concomitante en las concentraciones de su ARNm (180). AdemAs, la 

hidrocortisona reduce marcadamente los niveles del ARNm de 

transferrina (181). 

Hay evidencias de que la vitamina A (182), los estr6genos 

(183) y la dexametasona (184) estimulan la transcripción del gen 

de transferrina. 

Por l'Jltirno, hay evidencias experimentales de que la 

bioslntesis y secreci6n hepAtica de transferrina, y probablemente 

de otras proteinas séricas, se inhibe por la estirnulaci6n del 

nervio simpAtico y aumenta por la estimulaci6n del nervio 

parasimpAtico (185). 

4. FIBRINOGEllO 

4.l CARACTERISTICAS DEL FIBRINOGENO 

El f ibr in6geno, también conocido corno factor I de la 

coagulación, es una glucoproteina con un peso molecular de 
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aproximadamente 340,000 d (167), contiene un 3% de carbohidratos 

( 16B), su concentraci6n normal en plasma es de 200-455 mg/dL 

( 169) y se sintetiza en el higado ( 167). Esta proteina est.! 

compuesta por tres pares de cadenas polipeptidicas unidas por 

puentes disulfuro para formar una mol~cula compuesta por dos 

partes simétricas. Estas cadenas se conocen comunmente como A-

alfa, B-beta y gama, sus pesos moleculares son 63,500, 56,000 y 

47,000 d, respectivamente y contienen 610, 461 y 411 residuos de 

aa, respectivamente. El peso molecular calculado de estas cadenas 

es de 333,000 d para el dimero. Para determinar el peso molecular 

total hay que sumarle las dos cadenas de carbohidratos, cada una 

de 2,500 d, en las cadenas B-beta (unida al residuo 364) y a las 

cadenas gama (unida al residuo 52). La cadena A-alfa es la que 

produce todos los tipos de fibrinopéptido A cuando es atacada por 

la trombina, la cadena B-beta es la que produce el fibrinopéptido 

B y la cadena gama es la que no es atacada por la trombina 

(186). Ya se ha establecido la estructura primaria de las tres 

cadenas (186). El fibrin6geno es la proteina central involucrada 

en la coagulaci6n sangulnea ya que es el precursor del co.!gulo de 

fibrina. Es una de las protelnas de fase aguda ya que sus niveles 

aumentan de 3 a 4 veces durante las primeras 24 horas de una 

reacci6n inflamatoria aguda por lo que se ha usado como un 

indicador sensible de inflamaci6n (187). 

4.2 ESTRUCTURA DEL GEN DE FIBRINOGENO Y REGULACION DE SU 
SltlTESIS 

En realidad la sintesis de f ibrin6geno depende de una familia 
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de 3 genes localizados en una pequeña regi6n de 50 kb del brazo 

largo {q) del cromosoma 4 del humano (188). En el genoma humano 

existe solo una copia de cada gen, el gen que de la cadena alfa 

esta enmedio con el gen de la cadena gama a 10 kb de distancia de 

un lado y el gen de la cadena beta a 13 kb del otro lado (188). 

Los genes de las cadenas alfa y gama se transcriben hacia el gen 

de la cadena beta. En cambio, este t'.lltimo se transcribe en 

direcci6n opuesta y en la hebra complementaria de ADN (188). 

Las cadenas alfa, beta y gama del fibrin6geno estlm 

codificadas por ARU:ns de 2300, 2050 y 1950 nucle6tidos 

respectivamente en la rat.a (189). 

La longitud estimada del gen de la cadena alfa en el humano 

es de aproximadamente 9150 pb, la del gen de la cadena beta es de 

7430 pb y la del gen de la cadena gama es de 9430 pb. El gen de 

la cadena alfa presenta exones y 4 intrones y el de la cadena 

beta, al igual que el de la cadena gama, presenta 8 exones y 7 

intrones (188). 

Se han encontrado varias regiones altamente conservadas 

comparando las secuencias traducidas y no traducidas del extremo 

3' del gen de la cadena beta de humano, rata, bovino y lamprea. 

Estas regiones parecen representar diferentes dominios 

funcionales de la proteina corno por ejemplo, sitios de enlace 

disulfuro, sitios de glucosilaci6n, sitios de uni6n de calcio y 

sitios que pueden unir el extremo amino de otras cadenas beta 

durante la polimerizaci6n de la fibrina (190). 

Debido a la similitud de secuencias de aa y de nucle6tidos 

entre los tres genes, asi como por similitudes de los dominios 

intr6n-ex6n en los extremos 5 1 de estos genes, se cree que los 
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genes de las diferentes cadenas del fibrin6geno surgieron, al 

igual que los de otras familias génicas de eucariontes, por 

duplicaci6n y divergencia de un gen ancestral. Se piensa que un 

gen ancestral se duplic6 para formar el gen de la cadena alfa y 

el gen pre beta-gama, posteriormente el gen pre beta-gama se 

duplic6 para dar lugar a los genes individuales beta y gama 

(188). Existen algunas teor!as para explicar el inesperado 

·arreglo actual de estos tres genes (188). 

Al analizar el ensamble de las cadenas de fibrin6geno en 

células Hep-G2 se encontr6 que las c~lulas contienen pozas 

intracelulares de las cadenas A-alfa y gama que participan en el 

ensamble del fibrin6geno. Este comienza mientras las cadenas B-

beta nacientes incompletas estAn unidas a los polisomas. Las 

cadenas A-alfa y gama tomadas de la poza intracelular se combinan 

independientemente con las cadenas B-beta crecientes. cuando se 

terminan de sintetizar las cadenas B-beta, los complejos recién 

formados B-beta-A-alfa y B-beta-gama se liberan de los polisomas 

y entran al espacio luminal del ret!culo endoplAsmico. MAs tarde 

otras cadenas A-alfa y gama se adicionan por la formaci6n 

ordenada de puentes disulfuro, dirigiendo la formaci6n eventual 

del tibrin6geno dimérico (191). Estas observaciones sugieren que 

la s!ntesis de la cadena B-beta puede ser el factor limitante en 

el ensamblaje del fibrin6geno y que la producci6n de esta 

prote!na puede ser fAcilmente regulada modificando la velocidad 

de sintcsis de la cadena B-beta (191). Sin embargo, crabtree y 

Kant (192) han demostrado que en la estimulaci6n de s!ntesis de 

fibrin6geno en h!gado de rata por la desfibrinaci6n hay una 
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acumulaci6n virtualmente idt!tntica del AR!lm de las tres cadenas 

y, aunque estos autores no sab!an si los cambios en los niveles 

de los ARNm estaban en funci6n de su transcripción o de su 

estabilidad, las cinéticas similares de la acumulación sugerian 

que un mecanismo com~n era el responsable de coordinar los 

niveles de cada uno de los ARNm del fibrin6geno (192). Por otra 

parte, durante la reacci6n de fase aguda también se ha observado 

este aumento simultáneo de los ARNm de las cadenas alfa, beta y 

gama del fibrin6gcno. Esto sugiere fuertemente que la 

transcripci6n de los tres genes está regulada coordinamante. 

AdemAs, al comparar las secuencias de las regiones que rodean los 

puntos de iniciación de la transcripci6n de los genes de 

fibrin6geno de la rata, se encontraron dos regiones hom6logas. 

una regi6n consiste de 15 nucle6tidos que tiene una parte central 

com~n de 6 nucle6tidos y esta entre las bases -116 y -160; la 

otra es de aproximadamente 100 nucle6tidos de longitud y está en 

la regi6n -165 a -472. Se cree que estas áreas de secuencias 

conservadas juegan un papel en la regulaci6n de la transcripci6n 

de fibrin6geno (192). Ademas, el gen de beta-fibrin6geno tiene 

una secuencia de 22 nucle6tidos en la posici6n -480 que es 

hom6loga a secuencias que se presentan en genes regulados por 

glucocorticoides en una posici6n similar (193). 

Por otra parte, Courtois y cols. (194) encontraron que el 

factor nuclear de hepatocito l, la proteina nuclear que se une al 

elemento B del promotor del gen de albómina (140,141), también se 

une a una secuencia que se requiere para la transcripci6n 

especifica de hepatocito de los genes de las cadenas alfa y beta 

del fibrin6geno. El elemento ill que une al factor nuclear de 
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hepatocito l se encuentra en la posición -102 a -75 del promotor 

del gen de la cadena beta del fibrinógeno (194). La restringida 

e><presi6n del factor nuclear de hepatocito l y su interaccion 

selectiva con regiones de control de varios genes especlfícos del 

h!gado como el de la alfa-l antítripsina, adernAs de los que ya se 

han mencionado, indican que esta proteina estA involucrada en la 

expresión genica regulada por el desarrollo en el higado. 

Por otra parte, Margan y cols. (195) encontraron que las 

secuc.ncias entre sa y 4) pb hacia el extremo 5' del sitio de 

inicíaci6n de la transcripción del gen de la cadena gama del 

fíbrinógeno, funcionan como elementos ti§. para dirigir la 

sintesis de su ARNm en hepatocitos transfectados. Estos autores 

damostraron que dos factores transcripcionales conocidos y uno 

probable, interactüan con esta secuencia de 47 pb: el factor de 

transcripción 51 interact~a con las secuencias entre -51 y -46, 

adyacente a este sitio, entre los nucleótidos -66 y -SJ, hay una 

secuencia que une un factor que se une al 11 CMT boxº y, por 

óltimo, en el lado S' de este sitio, esta el sitio de unión del 

factor transcripcional de adenovirus {MLTF) (195). 

Una consecuencia de la interacción de estas proteinas es que 

se dcfiarrolla una curvatura en el ADN en o cerca de sus sitios de 

interacción, lo cual apoya la teoria de que los cambios en 

la conformación del ADN puede regular la expresión génica. 

Los glucocorticoides y el facto~ estimulador de hepatocitos 

{HSF), un polip6ptido derivado de monocitos/macrófagos, son 

potentes rnguladores de la bioslntesis del fibrionógeno. Se ha 

visto quo, en cultivos primarios de hepatocitos y en una linea 
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celular de hepatoma de rata (FAZA), aunque el factor estimulador 

de hepatocitos y los glucocorticoides por separado aumentan la 

secreci6n de fibrin6geno (Y !0s niveles de ARNm ci~v~1Asmico en 

el caso del factor estimulador de hepatocitos), ocurre una mucho 

mayor elevaci6n en la producci6n de fibrin6geno cuando est.!ln 

presentes ambos factores. Los experimentos de ••run-off" nuclear 

revelaron que el factor estimulador de hepatocitos estimula la 

transcripci6n, mientras que los glucocorticoides no. Sin 

embargo, se requieren ambos factores para una transcripci6n 

mAxima. Estos hallazgos proporcionan una fuerte evidencia de que 

el factor estimulador de hepatocitos es un regulador 

transcripcional de los genes de f ibrin6geno y que la 

potenciaci6n por glucocorticoides de la transcripci6n es ejercida 

a través de un mecanismo que involucra la sintesis de prote!nas. 

Es decir, estos datos demuestran que se requieren dos tipos de 

moléculas reguladoras en el control de la expresi6n del gen de 

fibrin6geno: una hormona polipeptidica (factor estimulador de 

hepatocitos) que aumenta la transcripci6n y un esteroide 

(dexametasona) que intensifica la acci6n del polipéptido (196). 

Otros estimules patol6gicos o fisiol6gicos que influyen en 

la producci6n de fibrin6geno por el higado son la hormona del 

crecimiento, el embarazo, polipéptidos liberados de leucocitos 

durante la inflamaci6n aguda (189), la producci6n de heridas, o 

la infecci6n bacteriana (197). 

El ARNm de fibrin6geno est.!1 presente no solo en hlgado sino 

en riñones de ratas neonatales y en el saco vitelino (198). 

39 



5. GLUCOPROTEINA ACIDA ALFA-1 

5.1 CAfu\CTERISTICAS DE LA GLUCOPROTEINA ACIDA ALFA-1 

La glucoprotelna Acida alfa-1 (GPA) es una globulina alfa a 

la cual también se le conoce como orosomucoide, uromucoide o 

seromucoide alfa-1 (alfa-1-S) (167,199). Es una protelna de fase 

aguda y sus niveles aumentan consistentemente en respuesta a 

infecciones, inflamaci6n y malignidad (199). Tiene un peso 

molecular de 40, ooo d ( 169), contiene un 38% de carbohidratos 

( 168) y estA fOrmada por una sola cadena polipeptldica de 181 

residuos de aa (199). Tiene dos puentes disulfuro, uno entre los 

residuos 5 y 147 y otro entre los resiudos 72 y 164. Presenta 5 

cadenas de carbohidratos unidas a residuos de asparagina en las 

posiciones 15, 38, 54, 75 y 86. Su concentraci6n en plasma es de 

55 a 140 mg/dL (169) y se sintetiza en el hlgado (167). A pesar 

de su concentración relativamente alta, lo cual la hace una de 

las principales protelnas del plasma, y del conocimiento de su 

estructura, su papel biológico a~n no se conoce can certeza. Se 

han acumulado algunas evidencias de que la GPA estA involucrada 

en la respuesta inmune. Estos datos indican que la GPA es un 

inmunosupresor, lo cual se ha relacionado en parte con su 

contenido de azucares. AdemAs, también tiene la capacidad de unir 

drogas lo cual se ha estudiado en los ultimes años. Parece ser de 

especial importancia en el metabolismo de drogas bAsicas como 

son el propranolol o la quinidina, asl como también de drogas 

psicotr6picas como diazepam e impiramina ( 199). También se hn 

informado que la GPA contiene un cofactor para la reacci6n de la 

lipoproteln lipasa que parece ser un glucoGaminoglucano (52-54). 
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Sin embargo, a pesar de estas m~ltiples propiedades, no se le ha 

asignado un papel claro o definitivo a esta proteina y a~n 

pertenece al grupo de las proteinas plasmáticas para las que se 

está buscando una funci6n. 

5, 2 ESTRUCTURA DEL GEN DE GLUCOPROTEINJ\ J\C!DA ALFA-1 (GPA) 'i DE 
SU SINTESIS 

Los análisis de la secuencia de aa de la GPA humana 

purificada del plasma de varios individuos han mostrado una 

heterogeneidad considerable (200), de 181 residuos de aa de la 

proteina se han encontrado 21 sustituciones. En un principio se 

pens6 que se debla a mutaciones puntuales, pero ahora se ha 

demostrado que esto puede explicarse por la existencia de tres 

regiones adyacentes que contienen la inforrnaci6n para la sintesis 

de GPJ\ en el genoma humano (200) y que se han confinado al 

cromosoma 9 (201). Estos tres genes se han denominado GPA-A, GPA­

B y GPA-B', y son idénticas en la organización intr6n-ex6n pero 

tienen diferente potencial de codificaci6n, es decir, el gen 

GPA-A se expresa más que los otros dos (202). En el genoma de la 

rata solo hay una copia de este gen (203). 

El flanco 5' del gen humano contiene toda la información para 

dirigir la transcripci6n y es prácticamente idéntica en los tres 

genes humanos. Una posibilidad para explicar que el gen GPA-A se 

exprese aproximadamente 100 veces mAs que los otros dos, es que 

la información presente en los intrones (la mayoria de los cuales 

se ha secuenciado sin revelar ninguna diferencia interesante) 

podria ser la responsable. La otra posibilidad _es un efecto de la 



posición por lo cual la transcripción está esencialmente limitada 

al primer gen del grupo. Esto se ha observado en otros grupos do 

genes corno son los de haptoglobina (202). 

Los genes de la GPA de humano y de rata están formados por 6 

axones (I-VI) interrumpidos por 5 intrones. El sitio de 

ir.iciaci6n de la transcripci6n se encuentra J6 bases hacia el 

extremo 5' del cod6n de iniciaci6n de la traducci6n ATG, aunque 

es probable que haya otros sitios de iniciaci6n del lado 5 1 de 

este sitio de iniciación (202). En la rata se han encontrado al 

monos 2 de estos sitios separados por 12 nucle6tidos (204). La 

región promotora tiene un "TATA box. 11 • 

El AR!lm de Ja GPA de humano tiene aproximadamente 850 bases 

de longitud. En la región J' no codificadora se encuentra la 

señal de poliadenilación (AAUAAA) 17 nucleótidos hacia el extremo 

5' de la región donde se adiciona la poliadenina (205) y 18 en la 

ratu (204) . 

La expresión del gen de GPA aumenta con el factor de necrosis 

tumoral alfa (T!IF-alfa), interleucina-1 (IL-1), interleucina 6 

(IL-6), factor inhibitorio de la leucemia (LIF) y 

glucocorticoides en células Hep-G2 (206). 

La copia llnica del gen de rata presenta dos regiones 

regulatorias separadas qu~ son necesarias y suficientes para 

reproducir el patrón de regulación del gen de GPA en células Hep­

G2 (206-208), La estimulación por glucocorticoides esta mediada a 

través de un solo elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE) 

en la posición -120 a -64 con respecto al sitio do iniciación de 

la transcripción. Una secuencia de 142 pb localizada entre las 
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posiciones -5300 a -5150 y por lo tanto denominada elemento 

regulatorio distal (ORE) es la que responde a la interleucina-l, 

al factor de necrosis tumoral alfa, a la interleucina-6, al 

factor inhibitorio de la leucemia y al éster de forbol (208). Se 

tienen evidencias in yj.'iQ que apoyan la idea de que se necesitan 

por lo menos dos secuencias del extremo 5' para la in~ucci6n de 

la GPA durante la inflamaci6n inducible por interleucina-6 (209). 

Se ha encontrado una proteina que se une al ADtt en células de 

hepatoma que interacbla con los elementos que responden a la 

interleucina-6 de los genes de varias prateinas de fase aguda 

(210-212). Los datos obtunidos indican que se requiere de la 

interacci6n de varias secuencias en el elemento regulatorio 

distal para alcanzar el potencial regulatorio 6ptimo. Por su 

importancia, se ha anali"ado más a fondo el elemento regulatorio 

distal y se ha encontrado la presencia de dos regiones separadas 

que muestran una actividad regulatoria especifica de citocina en 

células de hepatoma de ratas transfectadas: la regi6n que 

responde a la interleucind-l confinada a los 62 pb del extremo 5 1 

del elemento regulatorio distal cuya funci6n parce depender de al 

menos dos componentes separados, y que también responden a 

tratamiento con ester de forbol, y la regi6n que responde a la 

interleucina-6 y que depende de una secuencia de 54 pb localizada 

en la mitad J • del elemento regulatorio distal, Ambas regiones 

pt·esentan un ef.ecto sinergistico sobre la expresi6n del gen de 

GPA (20J). se han obtenido resultados que sugieren que la 

regulación transcripcional a través del elemento regulatorio 

distal debe estar controlada par modificaciones post­

transcripcionales de factores trans que estan constitutivamente 



unidos al elemento regulatorio distal (203). 

Se ha visto que durante la inflamación los niveles hepaticos 

del ARllm de GPA aumentan hasta 90 veces con respecto a sus 

niveles normales y este aumento es el responsable de la elevación 

en la concentración plasmAtica de la proteina (213). 

La GPA y la prealbñmina se sintetizan a bajos niveles en el 

higado de ratas normales y no hay una asociación de sus genes con 

la matriz nuclear, en cambio, la albñmina, la transferrína y la 

cadena beta del fibrinógeno se sintetizan a niveles mucho mas 

altos en el higado normal y sus genes estAn asociados a la matriz 

nuclear. Durante la inflamación aumenta la slntesis de GPA y de 

bcta-f ibrinógeno y la asociación de sus genes con la matriz es 

m.\s fuerte que en condiciones normales, sin embargo, la 

disminución en la sintesis de albamina no altera la asociación de 

su gen con la matriz. Estas observaciones sugieren que, aunque la 

asociación de un gen con la matriz nuclear puede alterarse por 

cambios en su nivel de expresión, no todos los cambios en la 

expresión de un gen alteran su asociación con la matriz nuclear 

(214). 

6. APOLIPOPROTEillAS AI 'I E 

6.l CA!lACTERISTICAS DE LA APOLIPOPROTEINA AI (apo AI) 

La apo AI es la apolipoproteina mas abundante de las 

lipoprote1nas de alta densidad (HDL) 1 aunque tarnbi~n esta 

' presente en quilomicrones y en lípoproteinas de muy alta densidad 

(VHDL) (215). Esta representada en su forma monom~rica por una 
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sola cadona polipeptidica de 20 residuos de aa con un peso 

molecular de 2íl,016 d, que puede formar agregados de mayor peso 

molecular cuando se asocian varias de estas cadenas entre si en 

amortiguadores acuosos, interactóa con superficies anfifllicas y 

activa a la lecitin colesterol acil transferasa. Esta óltima 

enzima es la responsable de la generación de ésteres de 

colesterol a partir de colesterol no esteriflcado en el plasma. 

La concentraci6n de apo Al en plasma es de 100-200 mg/dL. Se 

sintetiza principalmente en hlgado e intestino. En ambos tejidos 

se sintetiza como pre-pro apo AI, la cual tiene 24 residuos de aa 

m&s que la apo AI madura en el extremo amino. De estos 24 

residuos de aa, 18 pertenecen al segmento pre o péptido señal, y 

6 pertenecen al segmento pro. El fragmento pre se escinde 

intracel ularmente por una poptidasa señal, mientras que el 

segmento pro se escinde en una uni6n Gln-Asp extracelularmente. 

se sabe que esta proteasa tiene una afinidad por lo 

quilomicrones, VLDL y llOL, y que se disocia de la superfice de 

estas lipoprote!nas con concentraciones altas de sal. No se 

conocen a~n la fuente y las propiedades moleculares de estas 

enzimas. su participación en la conversión de prepro apo AI a apo 

At sugiere que puede jugar un papel en el proceso de ensamble y 

maduración de HDL (215). 

6.2 CARACTERISTICAS DE LA APOLIPOPROTEINA E (apo E) 

La apo E es una glucoproteina de una sola cadena 

polipeptldica de 299 residuos de aa con un peso molecular de 

34, 14S d y que contiene diferentes cantidades de carbohidratos 
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(215). su concentraci6n plasmática es de 3.6 mg/dL. En el plasma 

normal, la mayoria de la apo E esta asociada con VLDL, con las 

fracciones mas ligeras de HDL (HDL y HDL2) y con lDL. Después ce 

la in9csta de colesterol, la apo E también so encuentra en una 

lipoproteina HDLc, la cual es mas grande que HDL2 y 

particularmente rica en esta apolipoproteina. La apo E consiste 

en varias isoprote!nas que difieren en tamaño y/o carga como 

consecuencia de las mutaciones de aa y del contenido de Acido 

sialico. De acuerdo con los resultados obtenidos en el 

laborartorio de Breslow, la apo E se sintetiza y se secreta con 

residuos de acido sialico que se pierden en circulaci6n. Por 

razones estructurales aun no definidas, la apo E es reconocida 

por el receptor de LDL (o receptor apo B/E) presente en tejidos 

hepAticos y extrahepaticos. También es un ligando especifico para 

el receptor de apo E hepAtico involucrado en la captaci6n de los 

remanentes de quilomicornes del plasma. En la apolipoprote!na 

madura la región de uni6n del receptor se localiza entre los 

resiudos 140-150. Inicialmente se pens6 que la sintesis de apo E 

se llevaba a cabo solo en higado e intestino. Sin embargo, parece 

que también se puede sintetizar en glandulas suprarrenales, 

ovarios, riñ6n, cerebro y células del reticulo endotelial. En un 

sistema libre de células el producto primario de traducci6n del 

ARNm de apoE es una preproteina cuyo segmento pre estA en el 

ei<t.remo amino de la prote!na madura. Esto so ha confirmado por 

los anAlisis do secuencia del ADNc (215). 
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6. 3 ESTRUCTURA DE LOS GENES DE L!\S APOLIPOPROTElNAS Al Y E, Y 
REGUL!\CIOtl DE SU SIHTESlS 

El gen de apo E se encuentra a 4 kb de distancia del gen de 

apo CI en el cromosoma 19 humano junto con el gen de apo ClI. 

El gen do apo Al se encuentra formando un grupo con los genes de 

apo CIII y apo AlV en el cromosoma 11 de los humanos y en el 9 

de los ratones. Ambos genes, al igual que los de las apos Ail, 

CII y CIIl, tienen 4 exones y J intrones. Los intrones 

parcce:n tener una localizaci6n muy similar en estos genes: el 

intron I interrumpe la region 5' no traducible del gen, y en apo 

Al mide 197 pb; el intron II interrumpe una region codificadora 

del gen muy cerca del sitio de rompimiento de la peptidasa se~al, 

en apo Al mide 1B6 pb; y el intr6n Ill interrumpe la parte del 

gen que codifica para el peptido maduro y en apo Al mide 588 pb 

(216). 

La longitud de los tres primeros exones también es muy 

similar en los genes de las apos y la diferencia en la longitud 

total del AR!lm de cada uno estA dada por diferencias en la 

longitud del exon 

apo E 44, el exon 

(216). El exon 1 de apo Al mide 76 pb y el de 

de apo AI mide 6J pb y el de apo E 66 pb, el 

cxon J de apo Al mide 157 pb y el de apo E 19J pb, y, por ~ltimo, 

el exon 4 de apo Al mide 65B pb y el de apo E mide 860 pb. En el 

cx6n 1 se encuentran codificadas re.g iones no traducibles. Una 

pequeña porci6n del ex6n 2 contiene informaci6n para regiones no 

traducibles y el resto para el peptido señal. En una pequeña 

porcion del oxon J se encuentra codificada la parte terminal del 

peptido señal y en el resto el peptido maduro; en el caso de ~la 

apo Al hay una pequeña reg ion de este exon que contiene la 
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informacion pnra la sintesis del segmento pro localizada entre 

la reg ion donde se uncuentra codificada la parte final del 

péptido señal y la region donde se encuentra codific~do el 

péptido maduro. En la gran mayorla del exón se encuentra 

codificado el pt!.ptido maduro y en su ultima porción (3') una 

región que no se traduce (216). 

Los genes de las apos no solo comparten una estructura comun 

con respecto a la organizaci6n de intrones y exones, sino que 

también presentan una homologia significativa en las regiones 

codificadoras (216). Esta sorprendente similitud en la estructura 

de los g&nes de las apos en tres diferentes especies (humano, 

rata y rat6n) apoya la hipótesis de que estos genes surgieron de 

un ancestro comün y que los genes individuales evolucionaron a 

través de duplicaciones génicas parciales y completas (216). 

La longitud total de las regiones codificadoras del gen de 

apo Al de humano es de 801 nucleótidos y del de la rata es de 

776 nucleótidos, de los cuales en 705 se encuentra la informaci6n 

para el péptido maduro, en 18 para el segmento pro y en 54 para 

el péptido señal. El gen completo tiene una longitud de 1863 pb 

(216). 

La longitud total de las regiones codificadoras del gen de 

apo E de humano es de 951 nucle6tidos y del de rata es de 933 

nucleótidos, de los cuales en 879 se encuentra la información 

para el péptidc maduro y en 5~ pRra el péptido señal (216). 

El principal sitio de iniciación de la transcripcion del gen 

de apo Al de humano estA a 235 pb hacia el extremo 5' dal cod6n 

de iniciación de la traducción en el hlgado, y a 234 pb en el 
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intestino. Sccucmcias sirnilarüs al ºTATA box 11
, al "CMT box 11 y 

dos secuencias similares al ''GC Box'' estAn presentes en el 

intestino JO, 108, 220 y 1,40 pb hacia el extremo 5 1 del sitio de 

iniciaci6n de la transcripci6n respectivamente (217). 

Los anAl is is de mutantes con deleciones en el flanco 5 1 de 

la apo Al human" revelaron que: a) las regiones de -250 a -199 

pb, de -487 a -413 pb y de -1021 a -691 pb hacia la regi6n 5 1 del 

sitio da iniciación de la transcripci6n contienen las secuencias 

que se requieren para una expresi6n maxima del gen; y b) las 

regiones de -2067 a -"76 pb y de -199 a -80 pb contienen la 

secuencia que se requiere para la represi6n especifica de tejido 

de la expresi6n del gen de apo Al en células no productoras de 

esta protelna (217). 

Recientemente se han encontrado elementos regulatorios Q.Í.2 en 

las regiones del flanco 5 1 proximal y en el primer intr6n del 

gen de apo E de humano (218). 

Smith y cols. (219) demostraron que la regi6n promotora de 

apo E es muy compleja, teniendo un conjunto de elementos 

positivos y negativos tanto en el flanco 5 1 como en el primer 

intr6n. Encontraron 7 regiones en las primeras 360 pb del flanco 

5 1 y una en el primer intr6n que tienen un efecto positivo tanto 

en c"'lulas HepG2, que si expresan el gen de apo E, como en 

c~lulas HcLa, que no expresan este gen. Todas, excepto una de 

estas regiones positivas no especificas da tejido, se asocian con 

secuencias de ADN donde se unen protc!nas. También encontraron J 

regiones en el flanco 5 1 que tienen efecto negativo en la 

expresi6n del gen en ambas lineas celulares y que contienen una 

secuencia similar al elemento A del gen de alfa-1 antitripsina. 
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Adem~s, encontraron tres regiones negativas especificas de tejido 

que disminuyen la expresión en células HeLa, y una región que 

tiene efecto positivo especifico de tejido en la expresión en 

células llepG2. Todas estas suman 15 regiones separadas que 

influyen en la expresión del gen de apo E. se cree que esta 

multitud de elementos en el promotor de la apo E proporciona la 

compleja regulación de la expresión de este gen por tres 

condiciones separadas: el tipo celular, el nivel de colesterol 

intrncclular y otros !actores nutricionales y hormonales. Hasta 

la fecha parece que no hay otro gen descrito que tenga tantas 

regiones rcgulatJrias (219). 

Por otra parte, Paik y cols. ( 220) encontraron mlll tiples 

elementos regulatorios dentro de un fragmento de l kb esparcidos 

en los nucleótidos -651 a +356 del gen de apo E humano. 

Encontraron al menos tres dominios regulatorios en los 383 

nucleótidos proximales. Uno de estos dominios contiene el 

elemento de control transcripcional 11 GC box" y los otros dos 

elementos contienen actividad similar a un intensificador. Estos 

intensificadores se localizaron en los nucleótidos -366 a -246 y 

-193 a -124. un tercer intensificador se identificó en el primer 

intrón en los nucleótidos +44 a +262. Se encontró también que dos 

de estos (-193 a -124 y +44 a +26?.) unen proteinas en extractos 

nucleares de células llepG2 y de células de ovario de hamster 

chino. También se encontró que un elemento "GC box 11 que estA en 

Jos nucleótidos -59 a -45 une proteinas (220). 

Simonet y cols. (221) encontraron en ratones transgénicos 

que parece haber elementos regulatorios en el flanco 3' del gen 
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de apo E humano que interact\lan con el complejo de iniciaci6n de 

la transcripci6n para estimular la expresi6n génica en el higado 

y para suprimirla en el riñ6n. 

En el perro, el AR!lm de apo A.i. esta presente en higado y en 

intestino delgado aunque en el segundo solo hay un 15% del que se 

presenta en el higado (222). El AF.llm de apo E esta presente en 

mllltiples tejidos, como por ejemplo higado (100\), yeyuno 

(17.5%), vejiga urinaria (7.5%), ileo (6.9%), colon (5.9%), 

cerebro (5.5%), riñ6n (5%), bazo (3.3\), pancreas (1%) y 

testiculos (1%). Esta distribuci6n tisular del ARNm de apo E 

indica que en el perro, al igual que en otros rnamlferos como 

humano, rata, simios y marmotas (223-226), la slntesis 

periférica de apo E contribuye significativamente a la poza total 

de esta proteina (222). 

A diferencia de los mamlferos no herbivoros, donde el higado 

y el intestino son los sitios de sintesis de apo Al, en el 

conejo la exprcsi6n de apo Al esta limitada al intestino y 

existe la posibilidad de que esta sea una adaptaci6n a la dieta 

(227). 

Las dietas de grasas polinsaturadas pueden alterar 

selectivamente la expresi6n del gen de apo AI de una manera 

especifica de tejido. Se ha visto una fuerte correlaci6n entre 

la apo AI plasmatica y las concentraciones de ARNm de esta 

prote1na en h1gado, lo que sugiere que la concentraci6n de apo AI 

esta determinada significativamente por factores que regulan la 

concentraci6n del ARNm de apo Al en el hlgado (228). El ayuno 

aumenta selectivamente la secreci6n y los niveles hepaticos del 

AR!lm de apo E, mientras que disminuye la secreci6n de todos los 
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lipidos lipoproteicos (229). La disponibilidad de lipidos parece 

jugar un papel en la determinaci6n del complemento lipidico y el 

contenido de Acido si Al ico de la apo E secretada por los 

hepatocitos (229). Por otra parte, Kim y cols. (2JO) encontraron 

que tanto el ayuno como el ayuno mAs realimentaci6n de una dieta 

de glucosa al 60% libre de grasas aumentan significativamente la 

sintesis de apo E y los niveles hepAticos de su ARNm. Estos 

autores encontraron que las grasas de la dieta no tuvieron efecto 

ni en presencia ni en ausencia de carbohidratos, y que los 

lipidos de la dieta tampoco parecen regular la sintesis de apo E 

en el higado. Una dieta rica en ~:acarosa aumenta la sintesis de 

apo E en el higado de la rata mientras que la producci6n de apo 

Al no cambia (231), lo cual se debe, al menos en parte, a un 

aumento en la transcripci6n de su gen (2JO). 

La concentraci6n de colesterol libre no esterificado es una 

determinante de la slntesis de apo E y esta regulaci6n ocurre a 

nivel de ARNm (216). En el gen de apo E de rat6n se encontraron 

dos regiones que probablemente estén involucradas en la 

regulaci6n del ARNm de apo E por el colesterol (216), 

En macr6fagos peritoneales de rat6n en cultivo, los cambios 

en el contenido de apo E y su secreción después del 

enriquecimiento o depleción de colesterol pueden atribuirse a 

altcraccioncs en los niveles del ARNm de apo E, los cuales, a su 

vez, estAn asociados con cambios en la transcripci6n del gen 

(232). 

En cuanto a la apo Al, la incubación de c~lulas HepG2 can 

LDL o colesterol libre aumenta los niveles relativos de su ARNm y 
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la HDL los disminuye. Estos resultados indican que las vias de la 

LDL y de la l!DL, as! como ol colesterol intracelular, pueden ser 

importantes en la expresión y rcq-ulaci6n del gen de apo A!. La 

LDL y el colesterol libre aumentaron los niveles relativos del 

ARUm de apo Al, mientras que la HDL tuvo un efecto opuesto 

(233) . 

Se ha postulado que la e>:presi6n del gen de apo E en el 

hlgado de la rata durante el desarrollo esta bajo el control del 

glucagon plasmAtico y del balance glucagon/insulina (233). Sin 

embargo, esto no se ha podido demostrar ya que la insulina no 

afecta los niveles del /\RNm de apo E a pesar de que disminuye 

la concentraci6n de apo E en el medio de cultivo de células l!ep­

G2 (235) y de que no cambia, al igual que los glucocorticoides, 

los niveles de ARUm de apoE cuando se inyecta a la rata o 

cuando se adiciona al medio de cultivo de hepatocitos {2JO). 

AdcmAs, la insulina no modj f ica la secreción de npo E de 

hepatocitos en cultivo pero si aumenta el contenido celular de 

esta protelna (230), este efecto se magnifica por la dexametasona 

y se suprime por el glucagon (236). De manera interesante, la 

insulina y la dexametasona aumentan de manera sin~rgica la 

secreci6n de apo /\I y este efecto se revierte solo parcialmente 

con glucagon (236). 

cuando los glucocorticoidcs o la insulina se agregan al medio 

de cultivo o se inyectan a la rata no modifican los niveles del 

/\Rllm de apo E (218). 

Jlasta la fecha, las ~nicas condiciones que claramente regulan 

1~ Glntesis de apo-E en el hlgado de la rata son el ayuno o una 

dicta alta en carbohidratos lipogenica (218). 



La velocidad de slntesis de apo Al intestinal disminuye en 

ratas hipotiroídC!as y aumenta dcspue:s de la administración de 

triyodotironina sin embargo, los niveles del ARNm no so alteran. 

En canbio, en ilnímalcs hípotiroidcos hechos hipertiroideos la 

s1ntcsi~ de apo ¡,¡ y la cantidad de su AJUlm en hlgndo aumentan. 

La slntesis hephtíca de ;ipo E aumenta en ratas hipotiroideas y 

disr.iinwyc cm animales hipartíroideos. Sin embargo, los niveles 

del AHtlrn de apo E se mantuvieron sin cambio con todos estos 

tratamientos (237). 

Lc1s hormonas tiroideas estimulan rApidnmcntc la transcripci6n 

del g<'n de apo AI, sin embargo, en el hípcrtiroidismo cr6nico 

los eventos postrancripcionales son los responsable del aumento 

en lon niveles del ARrlm de apo Al. E,; tas observaciones 

sugieren una retroalimentnci6n negativa de los niveles nucleares 

del AR!lr:t de apo A! sobre la transcripción de <:.u gen (23B). 

La inyccci6n del factor de necrosis tumoral al fa de ratón 

(caquectina} induce un rApido aumento en los niveles hepaticos 

del AR!lm de GPA, mientras que los niveles del ARllm de apo E 

no cambian (239). 

Los cstr6genos aumentan los niveles hep~ticos del ARNm de 

apo AI, pero no tienen ning\\n efecto sobre los de apo E (240). 

Estos mismos autores (240) han observado que los cambios en la 

ingesta de alimento juegan un papel importante en los efectos in 

vivo de los estr6gonos sobre los niveles de los ARllm de las apos. 

Panduro y cols. (165) encontraron que durante el desarrollo 

normal de la rata se observan cambios en los niveles hepAticos de 

las apos AI y E, y, al comparar las velocidades de transcripci6n 
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con los niveles del Allllm, er.tos autores llegaron a la conclusi6n 

que tanto la apo AI como la E presentan una regulaci6n 

post-transcripcional. 

MAs recientemente, los mismos autores han demostrado que 

durante la rcgcncraci6n hepAtica, en la cirrosis y cm ratas 

analbumin~micas con hiperlipidemia, la apo E presenta un control 

principalmente transcripcional con un componente adicional de 

control post-transcripcional, mientras que la apo AI esta 

controlada principalmente a nivel post-transcripcional, lo cual 

indica que estos genes estan regulados independientemente. 

Durante estos tres estados patol6gicos hay un marcado aumento 

en la relaci6n de ARllm de apo AI/apo E como resultado del 

aumento en los niveles del AR!lm de apo Al y de la disminuci6n 

del ARNm de apo E. Estos cambios ocurren de manera coordinada a 

traves de una cornbinaci6n de mecanismos transcripcionales y 

post-transcripcionalcs, y parecen estar asociados con un intento 

de mantener las particulas de apolipoprotelnas en circulaci6n 

(241). 

otros factores que pueden influir en el nivel de AR!lm de apo 

AI en la cirrosis incluyen un posible efecto de hormonas 

esteroidcs, las cuales estan elevadas en la cirrosis y causan un 

aumento en la expresi6n de apo AI (241). 

Finalmente, en base a una gran variedad de estudios, se puede 

afirmar que la regulaci6n de la expresi6n de los genes de las 

apolipoprotelnas es multifactorial, en el cual participan 

hormonas, mediadores intracelulares y señales rcgulatorias de la 

región 5 1 no codificadora de sus genes. 

55 



·¡, AllTl:CEDf.llT!:S DIHECTOS 

En 1976, zttringhor y cols. (J6) demostraron que los niveles 

dol AR!lm do alb~mina estaban aumentados en Ja fracci6n microsomal 

del hl9ado de riltas con SN experimental. 

r:n 1982, Padraza-Chavarrl (37) demostr6 quo los niveles 

hepAticos da AllHm da a lb~mino, medidos indirectamente, estaban 

clavados cm ratas con SH inducido con /\NP. Esta alevaci6n se 

bloqueó con actinomicina D (un ínhibidor de la transcripción), lo 

cual sugerla qua al incremento en los niveles de ARNm da alb~mina 

se doblan m.\s quo a una dismlnuci6n da su dogradaci6n, a un 

aumonto en la velocidad de su slntesis (transcripci6n). 

En 1988, 'famauchi y cols. (lJ), confirmaron esos hallazgos 

midiendo los niveles hep!ticos del /\llllm de albümina y la 

velocidad de transcripción do su gen en nt\cleos aislados de 

hcpatocitos de ratas con SN usando un metodo directo para medir 

al A!ltlm da albllmina (hibridaci6n con su ADNc). 

Por otra parte, on 1988, Lewandowski y cols. (10) examinaron 

los nivelos de AR!lm de otras protelnas plasm<\ticas por la t6cnica 

dC! hibridaci6n con ADNc espec.lficos en el hlgado de ratas 

nofr6ticas. Econtraron que el AllNm de albümina, do beta­

fibrin6geno, de haptoqlobina, de metalotionelna, y de otras dos 

proteínas no identificadas estaba elevado, mientras quo el ARNm 

da GP/\ astaba disminuido. Por medio de inmunoelectroforesis 

cruzaUa de protalnan plusmAticas, y por anAlisis da los productos 

sintetizados en un lisado de reticulocítos dependienta de AR!lm 

ex6gcno, encontraron que la concentraci6n de ciertas protelnas 

cataba elevada, mientras que la do otras estaba reducida. 
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En 1986, Tarugi y cols. (73) encontraron que los niveles 

hcpAt icos. de ARHm de apo A-I estaban incrementados J veces, 

miontr.is que los do apol ipoproteina AII y de apolipoproteina E 

no cambiaban en ratas con SH inducido con AHP. 

En 1989, Kaysen y cols. (158), en otro modelo experimental de 

Stl ( inyccci6n de suero antirriñ6n) encontraron que la dieta alta 

en protclnas (40%), junto con la reducci6n de la presi6n 

coloidosm6tica del suero de estas ratas, estimula la slntesis 

albllinina a nivel de la transcripci6n do su gen. 

Las ratan con Stl inducido con ANP presentan una disminuci6n 

importante de peso corporal (9-11) lo cual parece deberse a una 

dü;minuci6n del consumo do alimento (11, 73 y observaciones no 

publicad.ir.). Adem~s, se ha demostrado que di forentes dietas y 

cambios en la ingcsta de alimento pueden alterar la sintcsis de 

proto1nan, los niveles de ARtlm espcclficos y las velocidades de 

tranr:cripción (158, 228, 240, 242-248). Por lo tanto, no estA 

claro ni los cambio!> <rn los niveles de ARNrn que so han observado 

en el SU experimental se deben estrictamcmto a la enfermedad o 

a 1 il reducción de la ingesta de alimento. Por otra parto, todos 

loe antudios a este respecto se han hecho solo en la etapa aguda 

(protcinllrica e hipoproteinémicn) del Stl y no se han determinado 

Gccucnciolmcntc {durante las etapas prc-nafr6tica, ncfr6tica, de 

rcminión y post-ncfr6tica) los niveles hep~ticoo de los ARNm de 

l.1!.i protc!nas plasm..\ticas. Tampoco se han correlacionado los 

cambiar. en csto5 niveles con las principales alteraciones del SN 

(proteinuria, hiporcolesterolomia, hipertrigliceridemia, 

hipoproteinemin, hipoalbumincmia) ni con los catnbios en el 

conaumo de alimento, lo cual podr!a ayudar a esclarecer cuAlas 
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son las señales que inducen los cambios en los niveles hepnicos 

de los AR!lm. 
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II O B J E T I V O S 

l. Medir los niveles hepaticos de AR!lm de albcrmina, fibrin6geno, 

transferrina, glucoproteina ácida alfa-1 (GPA) y apolipoproteinas 

Al y E en diferentes etapas del sindrome nef r6tico experimental 

después de la inyecci6n del aminonucle6sido de puromicina (pre­

nefr6tica, nefr6tica, de remisi6n y post-nefr6tica). 

2. Investigar la influencia de la ingesta de alimento sobre los 

cambios en los niveles hepáticos del AR!lm de las proteinas 

plasmAticas mencionadas en el sindrome nefr6tico experimental. 

Con este propósito se medirán los niveles de AR!lm de las mismas 

proteinas en ratas alimentadas a la par de las ratas nefr6ticas. 

J, Determinar la relaci6n entre los cambios en los niveles 

hepáticos de AR!lms especificos y las principales alteraciones del 

sindromc nefr6tico (protcinuria, hipoproteinemia, 

hipoalbuminemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e 

hipertrofia hepática) asl como con los cambios en la ingesta de 

alimento. 
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III M A T E R I A L y METO DOS 

l. REACTIVOS 

El aminonuclo6sido de puromicina se compr6 de Sigma Chemical 

ce, EUA. El alimento usado fue Nutricubos Purina para roedores 

pequeños de Purina de México, S.A. El tiocianto de quanidina fue 

de Fluka Chemie AG, Suiza. La aqarosa fue Sea-lrnm llGT de FMC 

Bioproducts, EUA. El bromuro de etidia fué de Boehringer­

Mannhoirn, /\lemania. Las membranas fueron Gene screen de OuPont­

llcw England, USA. EL CTP- 3·2 P fue de Amersham, Inglaterra. La ADN 

polimcrasa I fragmento Klenow fué de Bio Labs, EUA. El liquido de 

centelleo usado fue Aquasol-2 de DuPant-New England Nuclear, EUA. 

La pcl icula de rayos X fue Kodak X-Omat XAR-5, Las bolsas de 

hibridaci6n fueron de Kapak Corparation, EUA. 

Los ADNc (sondas) que se utilizaron para determinar los AR!lm 

cspec!Cicos (164, 165, 241) se procesar<'n en la Unidad de 

llcpatologia Molecular del UWSZ y fueron proporcionadas por el 

Dr. Arturo Panduro Cerda para la claboraci6n de este trabajo 

experimental. 

El resto de los reactivos fueron de alta pureza y se 

obtuvíoron comercialmente. 

2. OISEnO EXPE!UMEr/TAL 

Para este trabajo se utilizaron ratas macho de la cepa 

Wistar de un peso inicial de 110-120 g que se mantuvieron en el 

bioterio del Instituto Nacional de la Nutrici6n. Se estudiaron 

tres grupos: 
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a) Grupo con sindrome nefrotico (Sii) (n = 32). El SN se 

indujo con una inyeccion subcutAnea de una solucion al 2% de ANP 

en solucion salina al o. 9\ a una dosis de 15 mg/100 g de peso 

(9, 249). A·estos animales se les dio alimento estAndar para rata 

ru! libiturn. 

b) Grupo alimentado a la par (AP) (n = 24). Este grupo 

recibio una inyeccion subcutAnea de vehiculo (salina al o.9%) y 

se le restringio el alimento a la cantidad ingerida por las 

ratas con Sii. 

c) Grupo control (C) (n = 24). Estas ratas también 

recibieron una inyeccion subcutAnea de vehiculo, pero se les dio 

alimento i!.f! libitum. 

Los tres grupos tuvieron libre acceso al agua de beber. Las 

ratas se colocaron en jaulas metab6licas dias antes de la 

inyeccion del ANP o vehiculo (dia O) y se mantuvieron en éstas 

los siguientes JJ dias con el proposito de recolectar la orina y 

registrar el consumo de alimento diariamente. A la orina se le 

midio el volumen, se centrifugo y se dividio en alicuotas que se 

congelaron a -7o 0 c hasta que se realizaron las determinaciones de 

proteinas totales y albümina. 

Para obtener un perfil de las diferentes <?tapas del SN se 

sacrificaron animales en los dias 2 (etapa pre-nefrotica), 6 

(etapa nefrotica), 11 (etapa de remision) y JJ (etapa post­

nefrotica). En cada dia se sacrificaron 8 animales del grupo SN, 

6 del grupo AP y 6 del grupo c. 

Las ratas se sacrificaron por decapitacion, se recolecto la 

sangre para separar posteriormente el suero, y el hlgado se 
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extrajo lo mas rApido posible. Este se pes6, una porci6n se cort6 

en pedacitos que se guardaron en tubos Eppcndorf, se congelaron 

en nitr6geno liquido y se almacenaron a -so 0 c hasta la 

extracción del ARN total. Todas estas maniobras se hicieron lo 

mas rApido posible y en hielo para evitar la degradaci6n del ARH 

por las ribonucleasas. 

3. C/,RACTERIZACIOtl DEL SlllDROME HEFROTICO 

rara caracterizar el Stl se realizaron las siguientes 

determinaciones: 

3 . l PROTEI!l/,5 TOTALES Etl SUERO Y ORillA. 

Las proteinas se midieron por el método colorimétrico de 

Lowry (250) para lo cual se prepararon las siguientes soluciones: 

Soluci6n A: Carbonato de sodio 
Hidr6xido de sodio 
Tartrato de sodio y potasio 

2.oi 
o.n 
0.02% 

Soluci6n B: Sulfato de cobre 0.05% 

Soluci6n C: 50 mL de soluci6n A + 
al momento de usarse). 

mL de soluci6n B (se prepar6 

Soluci6n D: Reactivo de Folin & Ciocalteu 1 H. Se prepar6 a 
partir de la soluci6n concentrada 2 tl. 

Soluci6n E: Albllmina sérica bovina (ASB) o. 5 mg/mL. Con esta 
soluci6n se prcpar6 una curva patr6n de 5 hasta 50 
pg. 

La soluci6n de albllmina o la muestra se colocaron en un 

volumen final de 0.2 mL, a todos los tubos se les agreg6 1 mL de 

soluclOn e, se agitaron y se dejaron reposar 10 min, 

posterioremente se les agreg6 O. 1 mL de soluci6n D mientras se 

cntuboJ.n agitando vigorosamente en vortex. Después de 30 min se 
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determin6 la densidad 6ptica a 660 nm. 

Antes de cuantificar l'1s proteinas urinarias, estas se 

precipitaron y se lavaron con acido tricloroacetíco al 10% de la 

siguiente manera: se mezclaron 200 pL de orina y mL da acido 

tricloroacético se centrifugaron a 2500 rpm durante 20 min, el 

sobrenadante se decant6 y esta operaci6n se repiti6 J veces hasta 

que el resuspendído quedara transparente. Finalmente, el 

precipitado se resuspendi6 en 1 mL de !laOH 0.1 M y de esta manera 

la orina qued6 con una diluci6n 1:5; en algunos casos se hizo una 

diluci6n adicional 1:100 (ratas con SN de los d!as 5 y 15) con 

agua destilada desionizada y se colocaron 0.2 mL de esta diluci6n 

en el ensayo. A los sueros se les hizo una diluci6n l: 100 con 

agua destilada y se colocaron 50 f'L en el ensayo completando a 

0.2 mL con agua destilada para obtener una diluci6n final 1:400. 

Los resultados do protoinas totales en orina se expresan en 

mg/dia y en suero en g/dL. 

3. 2 ALBUMillA EN SUERO Y ORINA. 

Esta so determino con el dato de prote!nas totales y el 

porcentaje de albllmina que se obtuvo del trazo densitométrico de 

la electroforesis en acetato de celulosa. El porcentaje de 

alb\lmina so multiplic6 por la concentracion de proteinas totales 

y 'de esta manera se obtuvo la concentraci6n de albúmina en g/dL 

para el suero y en mg/d!a para la orina (9). 

3. 3 COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS EN SUERO. 

El colesterol y los trigliceridos séricos se determinaron con 

estuches comerciales de Boheringer-Lakeside de acuerdo a las 

1nstniccion<>s del fabricante. La determinación del colesterol se 
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raliz6 con un método enzimAtico colorirnétrico y la de 

triqlic~ridos con un metodo enzimAtico ultravioleta. Los 

resultados se expresan en mg/dL. 

•1. DETERMW/\CION DE LOS !IIVELES HEP/\TICOS DE /\RNms ESPECIFICOS 

La cuantificaci6n de los niveles de hep.!:ticos de AR!lrns 

especificas se llev6 a cabo por medio de los siguientes métodos: 

A) técnica de "Northern blot" y B) técnica de "Dot blot". 

4. 1 TEC!IICA DE "llORTHERll BLOT". 

En la figura se muestra un esquema de la técnica de 

11 Horthcrn blot 0 • 

·1. 1.1 Extracción de /\Rll total. 

Para extraer el AR!I total se utiliz6 la técnica de 

Chomczynski y Sacchi (251) con algunas modificaciones que se 

hicieron en la Unidad de Hepatologla Molecular del INNSZ y que a 

continuaci6n se describen: 

l. Se homogenizaron con un politrón aproximadamente 200 mg 

da tejido hepatico en 2 mL de soluci6n A en un tuba Falcon de 50 

mL. 
Soluci6n A 

Tiocianato de guanidina 
Citrato de sodio, pl! 7.0 
sarcosíl 
2 Mercaptoctanol 

4.0 M 
25.0 mM 
0.5 i 
0.1 M 

2. Se transfirió el homogenado a un tubo de vidrio Corex de 

15 mL. 

3. Se agregaron los volllmenes indicados de los siguientes 
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a) 
P001F\CACION 

DEL 
ARN TOTAL 

OETECC\00 OEL 
ARNm 

E SPEClf\COS 

n·b 
03.6 

h) 

TECNICA OE NORTHERN 

b) 

ELECTROFORESIS 
Gf:L OE AGAROSA 

e) d) 
lRANSFERENCIA DE ARNm ~EMBRANA DE 

Po;>tl cbwLeMt NITROCELULOSA 

~_,.~~·"'"' CON ARNm UNIOO 

-~-[!] 
l 

AUTORAOlOGRAFIA HIBR10ACION MARCAJE OEL 
ADNc CON 
'32P·dCTP 

"•~ 

f) 
e) 

Figura 4. Pasos en la t<~cnica ª" "Northern blot". 



reactivos: 
0.2 mL de acetato de sodio 2 M, pH 4.0 
2.0 mL de fenal neutralizado• y a 65°c 
O, 4 T:iL de cloroformo 

• Para neutralizar el f enol se le dio el siguiente tratamiento: 

se saturaron 50 mL de fenol con 50 mL de Tris-HCl 1 M pH B.O, se 

agito vigorosamente, se dejo reposar aproximadamente 20 min hasta 

que se vieron claramente las dos fases y finalmente se desecho la 

fase acuosa (superior). Esta operacion se repitio dos veces mAs 

pero usando Tris-HCl 0.1 M pH B.o. 

4. Se agito y se enfrio en hielo durante 15 min. 

5. Se centrifugo a 10,000 x g durante 20 rain a 4°c. 

6. La fase acuosa (superior) se transfirio a otro tubo 

Corex y el ARll se precipito con 175 pL de NaCl 4 M y 5 mL de 

etanol por cada 2 mL de fase acuosa durante 30 min a -10°c 

(concentracion final de NaCl 0.1 M). 

7. Se centrifugo durante 20 mina 10,000 x g a -10°c. 

B. La pastilla se disolvio en 0.4 mL de soluci6n A, se 

transfirio a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y el ARll se extrajo con 

volumenes iguales de fenol neutralizado a 65°c y de cloroformo. 

9. La fase acuosa (superior) se separo y se precipit6 con 

37. 5 pL de llaCl M y con 1 mL de etanol a -20°c (concentraci6n 

final de llaCl 0.1 M) a -10°c durante 30 min y se centrifug6 como 

se describ~ en el paso 7. 

10. La pastilla se resuspendio en 100 pL de amortiguador TE 

10/l pll 7.0: 
Tris-l!Cl 10 mM 
EDTA 1 mM 

11. La concentraci6n de ARll total se determino al leer la 

D. o. a 260 nm colocando 2 pL de la muestra en l mL de 
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amortiguador TE 10/l (Una unidad de 11 260 nm = 40 pg de ARll). 

También se detennino la o.o. a 280 nm y se calcul6 la relación 

260/280, Una buena prcparaci6n de ARll debe tener una relacion de 

alrededor de 2.0. 

4 .1. 2 Electroforesis de !IRll en geles de agarosa. 

La electroforesis se hizo esencialmente de acuerdo al 

método de Thomas (25?.). 

l. En un matraz Erlenmeycr se colocaron o. 8 g de agarosa 

y 60 mL de agua destilada y des ionizada, y se disolvieron 

calentando en agua a 95°c hasta que la solución quedara 

transparente. 

2. Se agregaron: 

6.64 mL de MOPS 12 X 
13. 00 pL de formaldehido al 37% 

t.. oo pL de bromuro de etidio ( 10 mg/mL) 

MOPS 12 X 
MOPS 0.24 M 
Acetato de sodio 0.06 M 
Na2EOTA 0.012 M 

y se agitó para homogenízar. 

3. La soluci6n se vaci6 al molde del gel de 14 X 11 cm 

previamente ejuagado con agua estéril, secado y colocado en una 

superficie perfectamente horizontal con el o los peines 

colocados. Se dej6 solidificar durante 20-30 min a temperatura 

ambiente. 

4. En un tubo Eppcndorf se colocó el volumen de muestra en 

donde estaban contenidos 10 pg de AR!l total y 23 pL de solución 

desnaturalizante cuya composición es la siguiente: 

Formamida 
MOPS 12X 
Formald.,hido 37% 
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s. Se coloco en baño Maria a 6o 0 c durante 10 min poniéndolo 

posteriormente en hielo. 

6. Se agregaron 3 pL de solucion de carga de la siguiente 

composici6n: 

Azul de bromof enol 
Xileno de Cianol 
Ficoll 400 

0.25% 
0.25% 

15.00% 

7. Se coloco el gel en la cAmara de electroforesis y se 

agrego suficiente amortiguador de corrida para tapar ligeramente 

el gel. Este amortiguador se preparo de la siguiente manera: 

MOPS 12X 
Agua hasta 

41. 6 mL 
sao.o mL 

B. Se colocaron las muestras en los pozos del gel (hasta un 

maximo de 35 )lL) y se corrio la electroforesis a 30-35 V durante 

4 h aproximadamente. Después de que las muestras entraron al gel 

se agrego el resto del amortiguador de corrida. 

9. se apago la fuente de poder, se saco el gel del molde y 

se lav6 varias veces con agua destilada con cuidado de no 

romperlo. 

10. Se observo el gel con luz U.V. en un transiluminador y se 

obtuvieron fotograf ias del mismo. Se prob6 que la cantidad de ARN 

colocada en cada linea del gel fuera constante por la intensidad 

de la fluorescencia del bromuro de eitidio con la luz U.V. en las 

bandas de ARN•lBS y 2os. 

·~. 1. 3 'l'runnfcrcncia del ARN de los geles de agarosa a las 
membranas de hibridaci6n 

L..1 transferencia se realiz6 de acuerdo a las instrucciones 

del fabricante de las membranas "Gene Scrcen" (Du Pont New 

l::ngl<lnd) : 
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l. Se removió el exceso de formaldehido enjuagando el gel 

varias veces en agua destilada. 

2. se cortó la membrana (Gene Screen) a la medida exacta del 

gel y se humedeció en amortiguador de fosfatos 0.025 M, pH 6.5 o 

amortiguador de transferencia (50 mL de amortiguador o.5 M 

aforados a l L) durante 15 min antes de colocarla en el gel. 

J. Se humedecieron 1-2 piezas de papel filtro # 2 con el 

amortiguador de transferencia y se colocaron en un soporte de 

vidrio elevado de modo que los extremos del papel quedaron 

inmersos en el amortiguador (Fig. 4C). 

4. En el siguiente orden se colocaron el gel, la membrana, 

piezas de papel filtro (ligeramente menores que el gel), de B a 

10 cm de toallas absorbentes (ligeramente menores que las piezas 

de papel filtro), un rectAngulo de vidrio y una pieza de metal 

para compactar las capas ya descritas (Fig. 4C). 

5. Se dejó que continuara la transferencia durante 12 horas. 

El papel absorbente se cambió frecuentemente y se agreg6 

amortiguador de transferencia cuando fué necesario. 

6. Se retiraron las toallitas y el papel filtro sin despegar 

la membrana. 

7. Se retir6 el gel junto con la membrana como una unidad y 

se observ6 en el transiluminador de luz U.V. para comprobar que 

todo el ARN se habia transferido. 

B. Se separ6 la membrana del gel y se marcaron en esta las 

lineas de referencia (ARU ribos6mico) con Hpiz. 

9. Se lav6 cuidadosmanete la membrana con amortiguador de 

transferencia para eliminar residuos de agarosa, ya que estos 
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pueden interferir con la autorradiografia. 

10. Se sec6 la membrana con papel filtro y después a 

temperatura ambiente o bajo el calor de un foco. 

11. Se envolvi6 la membrana con papel filtro y aluminio y se 

coloc6 en un horno a ao-9o0 c durante 2-4 h. 

12. Se guard6 la membrana en una bolsa para hibridaci6n y se 

coloc6 a -20°c hasta la hibridaci6n. 

4.1.4 Marcaje del ADNc con dCTP- 32p 

Las sondas utilizadas se marcaron radiactivamente con 32 P 

por la técnica de "primer extension" descrita por summers (253) y 

con modificaciones hechas por el Dr. Arturo Panduro cerda corno se 

describe a continuaci6n: 

J. En un tubo Eppendorf de 1.5 mL se colocaron: 

2 ).lL 
1 ).lL 
2 )JL 

ADNc (200 ug/mL) 
NaOH 0.5 ti 
Agua destilada estéril 

Después de 2 a 3 min se adicionaron: 

Tris-HCl l M, pH 7.0 
AD!I de timo de ternera ( 5 mg/mL) 

1 pL 
1 pL 
2 pL Amortiguador de polimerasa lOX (acetato 

de sodio 17.5 mM mAs dXTP 0.5 mM) 
10 pL 

l pL 
dCTP - 32P (ac. sp. 3000 Ci/mmol). 
Enzima ADN polimerasa I fragmento Klenow 
( 5000 U/mL). 

2. Inmediatamente después de la adici6n de la polimerasa, se 

incub6 a 37°c durante 9 min. 

3. Después de colocar en hielo, la reacci6n se detuvo 

adicionando 50 pL de amortiguador A cuya composici6n es la 

siguiente: 

Tris-HCl 
EDTA 
NaCl 
Dodecil sulfato de sodio 
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4. Se agregaron 5 pL de acarreador de AD!I (AR!lt de levadura, 

5 mg/mL). 

5. El ADll se precipitó con 2 voHmenes de etanol (155 pL). 

6. Se centrifugó durante 10 min a 10 000 X g y el 

sobrenadante se decantó a otro tubo Eppendorf, se escurrió 

ligeramente la pastilla y se disolvió en 200 pL de amortiguador 

TE 10/1, pH a.o de la siguiente composición: 

Tris-HCl 10 rnM pH B.O 
EDTA 1 rnM 

7. Para determinar la actividad especifica de la sonda 

marcada se colocaron )lL de esta en un filtro de fibra de 

vidrio, se lavó en un l<itasato con filtro al vacio con llCl 5 11 y 

etanol J veces. 

a. El filtro se colocó en un frasco que contenia 5 mL de 

liquido de centelleo y se contó el 32 P durante 1 min. La 

determinación de la actividad especifica se realizó por duplicado 

para cada sonda marcada. 

4.1.5 Prehibridación e hibridación. 

1. se prehibridó la membrana en la bolsa de hibridaci6n 

adicionándole la siguiente solución (8 rnL/bolsa): 

cantidades para un volumen de a mL concentración final 

Formarnida desionizada, 4 rnL sol. 100% 
•soluci6n de Denhardt al 2%, 0.16 mL 
+Soluci6n de citrato de sodio, 2 rnL de sol, 20X 
Dodecil sulfato de sodio, 0.32 rnL de sol. 25% 
AON de esperma de salmón, 15 mL de sol. 250 pg/mL 
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•soluci6n de Denhardt +Soluci6n de citrato de sodio 

Polivinil pirrolidona (40kDa) 2\ Citrato de sodio 0.3 M 
Albnmina sérica bovina 2% NaCl 3 M 
Ficoll (400 l<Da) 2% 

Se sell6 la bolsa y se coloc6 en un horno a 42°C durante 16 

h (minimo 3 h) moviéndola constantemente. 

2. Al final de este periodo se abri6 un extremo de la bolsa 

de pli\stico y se agreg6 el ADNc radiactivo. La bolsa se sell6 

otra vez y se incub6 a 42ºc durante 16-48 h agitando 

constantemente. 

3. Se retir6 la membrana de la bolsa con mucho cuidado y se 

lav6 de la siguiente manera: 

a) Dos veces con 100 mL de soluci6n de citrato de sodio 2 X 

(100 mL de soluciolm de citrato de sodio 20 X para 

temperatura ambiente durante 5 min con agitaci6n constante. 

L) a 

b) Dos veces con 100 mL de una soluci6n de la siguiente 

composici6n: soluci6n de citrato de sodio 2X y dodecil sulfato de 

sodio al 0.5% (100 mL de soluci6n de citrato de sodio 20X + 20 

mL de dodecil sulfato de sodio al 25\ pa·.a l L) a 65°c durante 30 

min con agitaci6n constante en un baño Dubnoff, 

Dodecil sulfato de sodio 25% 

Dodecil sulfato de sodio 25 g 
Agua 100 mL 

c) Dos veces con 100 mL de soluci6n de citrato de sodio O.lX 

(5 mL de soluci6n de citrato de sodio 20X para l L) a temperatura 

ambiente durante 30 min con agitaci6n constante. 

4. La membrana se sec6 con papel filtro y se llev6 a cabo la 

autorradiografla. 
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4,1.6 Autorradiografia. 

l. Después del lavado, la membrana se sec6 con una pieza de 

papel filtro, se protegió con una bolsa de plAstico y se coloc6 

en un cassette de exposición Kodak x-omat con intensíficadores. 

2. En el cuarto obscuro se coloc6 la pelicula de rayos X 

y el cassette se coloc6 a -7o0 el tiempo necesario. 

3. La placa se reveló en un revelador automAtico. 

4. Se realiz6 la densitometria y los resultados se expresan 

como la relación de las unidades densitométdcas del grupo 

expedmental (AP ó S!l) sobre las unidades densítométrícas del 

grupo c. 

4.2 TECNICA DE "DOT BLOT" 

l. El AR!l total se extrajo de la manera descrita en la 

técnica de "llorthern blot" (secci6n 4. l.1) y se corrib la 

electroforesis (secci6n 4 .1.2) con el objeto de probar que no 

estuviera degradado. 

2. Se hicieron las diluciones necesarias para tener una 

concentraci6n de 5 µg de AR!l en 2 µL. Se prepararon 10 )lL de la 

dilución con amortiguador TE 10/1 pH 7.0 previamente descrito y 

se le adicionaron 2 )JL de formaldehido al 37% (concentrací6n 

final 3.7t). 

3. El AR!l se desnaturalizó calentando la muestra en baño 

Maria a 65°c durante 5 min y posteriormente se colocaron los 

puntos de muestra en la mombrana (Gene screen) (2 )lL por punto = 
5 pg de ARN total). 

4. Se dejaron secar los puntos durante 15 minal calor de 

una lAmpara y se enjuag6 la mc~brana con solución de citrato de 
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sodio 2x. 
5. Se sec6 con un papel filtro, se envolvi6 con papel filtro 

y aluminio y se rneti6 al horno a ao-9o 0 c durante 2 h. 

6. Se llev6 a cabo la prehibridaci6n, la hibridaci6n, la 

autorradiografia y el analisis densitornétrico corno se describi6 

en la técnica de "Northern blot" (secci6n 4.1.6). 

Todo el material y soluciones usados en las técnicas de 

biologia molecular se esterilizaron previamente y en muchos 

casos se us6 material nuevo (sobre todo puntas de pipetas, tubos 

Eppendorf y pipetas Pasteur) , asimismo el agua utilizada fué 

destilada, desionizada y estéril. 

4.J TECNICA PARA LAVAR EL ADNc DE LA MEMBRANA 

cuando se utiliz6 una misma membrana para hibridarla con dos 

ADllc diferentes, después de haberla hibridado con el primero y 

obtenido los resultados, la membrana se lav6 de la siguiente 

manera para eliminar el ADNc unido a esta: 

1) Dos veces durante 15 rnin con una soluci6n de citrato de 

sodio 0.2X + dodecil sulfato de sodio 0.1% hirviendo y agitando 

constantemente. 

2) Dos veces durante 15 min con la misma soluci6n, pero a 

temperatura ambiente. 

Por ültimo se realiz6 una autorradiografia con largo tiempo 

de exposici6n para probar que no habla quedado material 

radiactivo en membrana. Cuando se obtuvo alguna mancha en la 

autorradiografla se repiti6 el lavado. cuando la sonda present6 

una actividad especifica elevada, el primer lavado se hizo 

durante 40 rnin cambiando la soluci6n de lavado (calentada 

74 



previamente a punto de ebullici6n) cada 10 min. 

5. AtlALISIS ESTADISTICO 

Los resultados se expresaron corno promedio ;t desviaci6n 

estAndar (DE) de, por lo menos, 6 determinaciones. La prueba 

estadistica aplicada fué el anAlisis de varianza de mediciones 

repetidas (A!IDEVA) mul tígrupos (254) . 

Se calcul6 el coeficiente de correlaci6n entre los cambios 

en los niveles hepAticos de los ARNm especificas y las 

principales alteraciones del sindrorne nefr6tico (proteinuria, 

hipoproteinemia, hipoalburninemia, hipercolesterolemia, 

hipertrigliceridernia e hipertrofia hepatica) asl corno con los 

cambios en la ingesta de alimento. Una p < O. 05 se consider6 

significativa. 
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IV R E S U L T A D O S 

l. CARACTERIZACIOll DEL SillDROME tlEFROTICO 

Los perfiles de peso corporal, ingesta de a 1 imento y 

proteinas urinarias obtenidos durante el estudio en los tres 

grupos de ratas se presentan en la Fig. 5. El peso corporal de 

las ratas con Sii disminuy6 un dia después de la inyecci6n del ANP 

(Fíg. SA) lo cual coincide con la disminuci6n en la ingesta de 

alimento (Fig. SB). El peso corporal mAs bajo se alcanz6 en el 

dia 2 y entonces empez6 a aumentar. Los perfiles de peso corporal 

e ingesta de alimento de los grupos AP y Sii fueron similares y 

significativamente menores que los del grupo c. El peso corporal 

de los grupos AP y Sii fue significativamente menor que el del 

grupo e desde el dia l hasta el dia 22 y la ingesta de alimento 

desde el dial hasta el dia 11 (Fig. 5). La proteinuria empez6 el 

dia 4 en el grupo con Sii y alcanz6 un valor mAximo el dia 9 

(391±177 mg/24 h) a partir del cual disminuy6 paulatinamente 

hasta alcanzar valores normales el dia 26 (Fig. 5C). El perfil de 

proteinuria de los grupos e y AP fue similar y menor a 20 mg/24h. 

De los datos presentados en la Fig. 5 se pueden distinguir 

claramente cuatro etapas despu<!!s de la inyecci6n del AllP: la 

etapa pre-nefr6tica (del dla 1 al dia J), la etapa del Sii severo 

(del dia 4 al dia 10) y la etapa de remisi6n (del dia 11 al dla 

25), a partir del dia 26 se podria considerar ya una etapa post­

nefr6tica. 

Los perfiles de colesterol y triglic<!:ridos se presentan en 

la Fig. 6. En el grupo con Sii el colesterol (Fig. 6A) aument6 

mas de 5 veces en los dias 6 y 11, y los trigliceridos (Fig. 6B) 
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figura 5. Perfiles da paso corporal (A), consumo de alimento (B) 
y proteinuria (C) en los tres grupos de ratas estudiados: SN Q 

slndrome nefr6tico, AP = alimentado a la par, e = control. El ANP 
o el vehiculo se inyectó el dia o. Cada punto es el promedio de 8 
a 30 determinaciones. La proteinuria se determin6 por el método 
de Lowry. • Dias en los que hubo una diferencia cstadlsticamente 
significativa (p < 0.05) por ANDEVA 
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DIAS DESPUES DE LA INYECCION DE ANP O VEHICULO 

Figura 6. Perfiles do colesterol (A) y triglicéridos (B) séricos 
do los tres grupos de ratas estudiados: SN = sindromo nofr6tico, 
AP =alimentados a la par, C =Control. Cada punto os el promedio 
de 8-12 dotorminacionos + DE. El colesterol se determin6 con una 
prueba onzimatica colorTmétrica, y los triglicéridos con una 
prueba enzimatica uv. • p < o.os por ANDEVA. 
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aumentaron alrededor de 6 y 5.4 veces en estos dlas, 

respectivamente. El qrupo AP present6 los mismos valores de 

colesterol y triqlic~ridos que el qrupo c. 

Los perfiles de proteinas totales y albl.lmina en suero se 

muestran en la Fig. 7. Las ratas con SN presentaron 

hipoproteinemia muy clara en el dia 6 (Fig. 7A), cuando las 

proteinas totales disminuyeron 37\ (de 7. 6 a 4. 7 g/dL); en el 

dla 11 casi se alcanzaron valores normales (6.2 q/dL), es decir, 

hubo una disminuci6n de solo un 16%, y en el dla 33 se 

presentaron los mismos valores que en los grupos e y AP al igual 

que en el dla 2. Asimismo, la albl.lmina sérica disminuy6 

signif icativamcnte (41\) en el dia 6 y regres6 a valores cercanos 

a los normales en el dla 11 (Fig. 78). En los dlas 2 y 33 no se 

presentaron cambios. Los perfiles tanto de proteínas totales 

como de albl.lmina en suero en los grupos AP y e fueron similares y 

so mantuvieron sin cambio durante el estudio. 

La excreci6n de albómina por orina se presentó en los dlas 6 

(153±.35 mg/24 h) y 11 (162:!:.73 mg/24 h) en el grupo con SN. La 

albómína represent6 el 69 y 68% de las protelnas totales 

excretadas en estos dlas. La albuminuria no se detect6 en los 

dlas 2 y 33 en el grupo con SN ni en los grupos e y AP en los 4 

dlas estudiados. 

El peso del hlgado de las ratas e y SN aument6 de manera 

similar, en cambio el peso del hlgado de las ratas AP permaneci6 

sin alterarse hasta el dia 11 y nunca alcanz6 el peso de las 

ratas e (Pig. SA). En los dlas 6 y 11 hubo un aumento importante 

en la relaci6n peso hephtico/peso corporal en el grupo con SN 

(Fíg. BB), lo cual indica una hipertrofia del higado. Tambi~n 
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Figura 7. Perfiles de proteinas totales (11) y albnmina (B) en 
suero en los tres grupos de ratas estudiadas: SN ; sindrome 
nefr6tico, AP = alimentado a la par, e = control. Cada punto es 
el promedio de 8-12 determinaciones ± DE. Las proteinas totales 
se determinaron por el rn~todo de Lcwry y la albumina con el dato 
de proteinas totales y el porcentaje de albnmina que se obtuvo 
del trazo densitométrico de la electroforesis en acetato de 
cclulosa. • P < 0.05 por l\NDEVA. 
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DIAS DESPUES DE LA INYECCION DE ANP O VEHICULO 

Figura 8. Peso h~medo del higado (A) y relaci6n peso del 
higado/peso corporal en los tres grupos de ratas estudiados: Sil = 
sindrome nefr6tico, AP = alimentado a la par, e = control. Cada 
punto es el promedio de 8-12 determinaciones = DE. • p < o.os por 
ANDEVA. 

81 



hubo un aumento en esta relaci6n en el grupo e pero es un aumento 

observado durante el desarrollo normal de los animales (165). En 

cambio, en las ratas AP esta relaci6n peso higado/peso corporal 

se mantuvo sin cambios durante el estudio y por debajo del grupo 

e, e incluso disminuy6 un poco más en el dia JJ, 

2. NIVELES HEPATICOS DE ARNms ESPECIFICOS 

Todas las preparaciones de ARN utilizadas tuvieron una 

relaci6n de o.o. 260/280 entre 1.8 y 2.1. La concenraci6n de 

estas preparaciones nunca fué menor de 5 )'g/3 }'L. 

En la Fig. 9 se presentan los perfiles de los niveles 

hepáticos del ARNm de albómina. En la parte superior se observa 

el promedio de los análisis densitométricos de a 6 

experimentos, y en la parte inferior se observa un 11 dot blot" 

representativo. llubo un ligero aumento en el grupo AP en el dia 

11 (1.6 veces). Sin embargo, el aumento en los niveles del ARNm 

de alb~mina en las ratas con SN fue mucho mayor en los dias 6 y 

11 (2 y 4 veces respectivamente), 

En la parte superior de la Fig. lOA se presenta un "Northern 

blot" de albl!imina. Aqui también se puede apreciar un claro 

aumento en la cantidad del ARNm de esta proteina en el grupo con 

SN en los dias G y 11 con respecto a los otros dos grupos (AP y 

e¡, siendo mayor este aumento en el dia 11. Para probar que este 

era un comportamiento especifico del ARNm de albOmina, la misma 

membrana se lav6 y se hibrid6 con el ADNc del ARllr 185-, Las 

variaciones en la cantidad de ARNr en los dias estudiados son muy 

diferentes a las variaciones encontradas para el ARNm de 
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Figura 9. Superior: Cambios en los niveles hepAticos del ARNrn de 
alb\'lmina en los grupos con Sil y AP con respecto al grupo 
control. Los valores relativos se obtuvieron dividiendo el valor 
densitom<!.trico del grupo experimental entre el valor 
dcnsitom~t:ríco de su respectivo grupo control. Cada punto es el 
promedio de 4-6 determinaciones + DE. * p < O. 05 por l\NDEVA. 
Inferior: "Dot blot" representativo para el ARNm de albúmina en 
higado. e = control, AP = alimentado a la par, SN = sindrorne 
nefrotico. d2, d6, dll y d33 = dias de estudio. En cada punto se 
colocaron 5 pg ~~ ARN total. L~ actividad especifica del ADNc 
marcado con CTP- P fué de 6 X 10 cpm/pg de ADNc. 
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Figura 10. Superior: "Northern blot" para el ARNm de albl\mina. 
e = control, AP = alimentado a la par, SN = sindrome nefr6tico. 
d2, d6, dll y dJJ = dias de estudio. En cada carril se colocaron 
10 }'g de ARN tot~).· La actividad esfecifica del AONc de albl\mina 
marcado con C'l'P- ·p fué de 6 X 10 cpm/}'g de AON. Inferior: La 
misma membrana de la parte superior se lavó para eliminar el ADNc 
de albumina y se hibrid6 con el ADNc de AR!lr lBS marcado de la 
misma manera que el AONc de albl\mina y con la misma actividad 
especifica. 
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albllmina. lldemAs la cantidad de llRllr es muy similar entre los 

tres grupos estudiados en cada dla, lo cual sucede solo en el dia 

JJ para el llRNm de albl!lmina. En la figura 11 se muestra la 

fotografia del gel tenido con bromuro de etidio, en la cual se 

puede ver que la fluorescencia de las bandas de las diferentes 

lineas es similar, por lo que se puede afirmar que la cantidad de 

TIRU total colocada en cada linea del gel, o en cada punto del 

"dot blot", fué constante (10 6 5 )19 respectivamente). lldemAs, se 

hicieron diluciones crecientes de las muestras de ARN del dia 11 

para analizarlas por "dot blot''. En la Fig. 12 se puede observar 

que la intensidad de las manchas de la autorradiografia es 

proporcional a la cantidad de TIRN total que se cloc6, y, una vez 

m!is, es claro el aumento del llRtlm de albl!lmina en el grupo con SN 

en este dia. Todos estos experimentos demuestran que los cambios 

observados en los niveles hepHicos del llRNm de albl!lmina, y de 

los demlis llRNms estudiados, son espec!ficos y no se deben a 

artificios de las técnicas o a variaciones en la cantidad de A.RN 

colocada en cada carril de los geles o en cada punto de los "dot 

blots". 

Los niveles de llRNm de transferrina aumentaron en las ratas 

TIP en el dia 2 y después regresaron a valores normales (Figs. lJ 

y 14). En el grupo con s~ se encontr6 un incremento significativo 

solo en el dia 6 (alrededor de 2.5 veces) y en los dias 2, ll y 

JJ no hubo cambios en los niveles del AR!lm de transferrina. 

Interesantemente, los p<>rfiles del llRNm de fibrin6geno en 

los grupos AP y con Sil fUeron similares (Figs. 13 y H). Hubo un 

aumento en el dla 61 pero éste fue de alrededor de 1.7 veces en 

el grupo TIP y de alrededor de 2.7 veces en el grupo con SN. En 
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C APSN CAP SN 

d 11 d33 

Figura ll. Fotografla de la electroforesis del ARN total en gel 
de agarosa teñido con bromuro de etidio y visto con luz UV. En 
cada carril del gel se colocaron 10 pg de ARN total. 
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Figura 12. Autorradiografia de la técnica de "dot blot" para el 
ARNm de albómina obtenido en el dia 11 del estudio en los grupos 
analizados: e = control, AP = alimentado a la par, SN = sindrome 
nefr6tico. Se hicieron las diluciones necesarias para colocar las 
siguientes cantidades de ARN total: A = 5 )lg, B = 2. 5 )lg, e 
l.257pg, D = 0.625 )lg. La actividad especifica del ADNc fué de 6 
X 10 cpm/pg de ADNc. 
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DIAS DESPUES DE LA INYECC!ON 
DE ANP O VEHICULO 

Figura lJ. Cambios en los niveles hepAticos del ARNm de 
transferrina, fibrin6geno y GPA de los grupos alimentado a la par 
y con sindrome nefr6tico con respecto al grupo control. Los 
valores relativos se obtuvieron dividit!ondo el valor 
donsitométrico del grupo experimental entro el valor 
dcnsitorn~trico de su respectivo grupo control. Cada punto es al 
promedio de J 6 4 determinaciones t DE. • p < o.os por ANDEVA. 
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TRANSFERRINA FIBRINOGENO GPA 

d2 d6 d11 d33 d2 d6 d11 d33 d2 d6 d11 d33 
e • ' • • • • • , • • • ¡ • 

AP • • • • • • • ·I • • • • 
SN • • • • • • • • • • • • 

Figura 14. "Dot blots" representativos para los ARNms de 
transferrina, fibrinOgeno y GPA. C = control, AP = alimentado a 
la par, SN = sindrome nefrOtico. d2, d6, dll y d33 = dias de 
estudio, En cada punto se colocaron 5 pg de ARN total. 
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los dias 2, ll y JJ los niveles de ARNm de fibrin6geno no fueron 

distintos a los del grupo c. 

En el caso de los niveles de ARNm de GPA (Figs. 13 y 14) a 

diferencia de los otros ARNms estudiados, no se obsevaron cambios 

en el grupo con SN, en cambio hubo un aumento en el dia 6 en el 

grupo AP. 

Los resultados obtenidos para los ARNms de las 

apos se pueden observar en las Figs. 15 y 16. En el grupo con SN 

se encontró una elevación importante en los niveles del ARNm de 

apo Al en el dia 6 (4.2 veces) y en el dla 11 aun se encontraron 

elevados los niveles de este ARNm. En los dias 2 y JJ no hubo 

cambios significativos al igual que en todos los dlas estudiados 

en el grupo AP. 

Con respecto a los niveles del AR!lm de apo E en el grupo con 

Sii se observó un incremento en el dia 2 de 2. J veces, en cambio, 

en el grupo AP se encontró una elevación en los dias 6 y 11 (l.7 

y 1.6 veces respectivamente). 

Los ni veles del ARNm de apo AI y apo E del grupo con Sil 

presentaron un coeficiente de correlación negativo 

estadisticamente significativo (r = -0.5759). 

3. CORRELACION ENTRE LOS CAMBIOS EN LOS NIVELES HEPATICOS DE 
/IRNms ESPECIFICOS Y LAS PlUNCIP/ILES /ILTEAACIONES DEL SINDROME 
NEFROTICO EXPERIMENTAL. 

Los coeficientes de correlación obtenidos entre los cambios 

en los niveles hepAticos de los /IRNms especificas estudiados y 

l~s principales alteraciones del SN se encuentran en la tabla 2. 

Como podemos observar, los mensajeros que presentaron correlación 
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DIAS DESPUES DE LA INYECCION DE 
ANP O VEHICULO 

Figura 15. Cambios en los niveles hepAticos del ARNm de 
apo AI y apo E de los grupos alimentado a la par y con sindrome 
nefr6tico con respecto al grupo control. Los valores relativos se 
obtuvieron dividiendo el valor densitométrico del grupo 
experimental entre el valor densitornétrico de su respectivo grupo 
control. cada punto es el promedio de J 6 4 determinaciones+ DE • 
• p < o. 05 por ANDEVA. -
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Figura 16. "Dot blots" representativos para los ARtlms do 
apo AI y apo E. e = control, I' = alimentado a la par, Stl • 
slndrome nefr6tico. d2, d6, dll y d33 = dias de estudio. En cada 
punto se colocaron 5 pg de ARN total. 
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cstadlsticamentc significativa fueron el de albumina, el de apo 

AI y ol de apo E• d AR!lm do albumina correlacion6 positivamente 

con la protcinuria y con la hipertrofia hep~tica; el ARNm de apo 

Al correlacion6 positivamente con la proteinuria, la 

colesterolemia y la triglicoridemia, y negativamente con la 

proteinemia y la albuminemia; por ultimo, los niveles hepAticos 

del AR!lm de apo E correlacionaron negativamente con la 

proteinuria, la colesterolemia, la trigliceridemia y con la 

hipertrofia hepAtica. No hubo correlaci6n entre los cambios en 

ninguno de los ARNms estudiados y la ingesta de alimento en el 

grupo con SN. 
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TABLA 2. COEFICIENTES DE CORRELACION ENTRE LOS !IIVELES HEPATICOS 
DE l\Rllrn 'l L/\S PRI!ICIPllLES ALTERACIO!IES DEL SINDROME NEFROTICO. 

l\LBU 
(16) 

PROTEINAS 0.67* 
EN ORINI\ 

PROTEI!ll\S 0.12 
E!I SUERO 

l\LBUMIJlll O. 3 O 
Ell SUERO 

COLESTEROL 0.40 
El/ SUERO 

TG EN 
SUERO 

0.45 

I!IGESTA DE O. 04 
ALIMEllTO 

PESO HIG/ 0.52* 
PESO CORP 

FIBRI 
(12) 

0.24 

-0.52 

-0.25 

0.38 

0.36 

-0.22 

O. lJ 

GPA 
(8) 

-0.09 

-0.03 

-0.01 

-0.10 

0.04 

-0.34 

0.05 

ARl<m 

TRANS 
(8) 

0.09 

0.19 

0.04 

-0.34 

0.46 

0.01 

0.38 

APO l\I 
(12) 

0.58* 

-0.89• 

-0.74• 

0.70• 

o. 74• 

-o. 38 

0.38 

llPO E 
(12) 

-o. 71* 

0.49 

0.44 

-0.69* 

-0.74• 

-o. 42 

-0.77• 

( ) n * P < O. 05, ALBU = Albllmina, FIBRI ~ Fibrin6geno, 
GPll = Glucoprotelna Acida alfa 1, TRANS = Transferrina, APO 11! = 
apolipoproteina llI, llPO E apolipoprote1na E, TG 
trig 1 ic<!!r idos, PESO HIG/PESO CORP = Peso del hlgado/peso 
corporal. 
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V O I S C U S I O H 

Los datos presentados en este trabajo demuestran claramente 

que las ratas inyectadas con aminonucle6sido de puromicina 

desarrollaron un sindrome nefr6tico tipico caracterizado por 

proteinuria, hipoproteinemia, albuminuria, hipoalbuminemia, 

hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia. Estas alteraciones 

remiten espontllncmanentc, lo cual esta de acuerdo con trabajos 

previos (9,14) y con la forma humana de la enfermedad (2,4). Una 

de las caracteristicas del SN, mas relevantes para este trabajo, 

es la al teraci6n en la concentraci6n (aumento o disminuci6n) de 

casi todas las proteinas plasmAticas como consecuencia de cambios 

en la slntP.sis, degradación y/o pérdida por orina. Por lo tanto, 

el SN constituye un excelente modelo para estudiar y comprender 

mejor el complejo fen6rneno de regulaci6n de la slntesis de 

protelnas plasmaticas en todos sus pasos, desde la expresión del 

gen hasta la secreci6n de la protelna. 

/\ partir de la inyecci6n del /\HP se pueden ver claramente 

diferentes etapas: pre-nefrótica (antes de la proteinuria), 

nefr6tica (durante la proteinuria y la hipoproteinemia), de 

remisi6n (durante la proteinuria y con concentraciones normales 

protelnas totales séricas) y post-nefr6tica (después de la 

;,roteinuria). Estas etapas durante el desarrollo y remisi6n del 

SH, las cuales se acompañan necesariamente de cambios en la 

slntesis de proteinas, lo hacen mA.r. atractivo para estudiar el 

mecanismo por medio del cual se altera este proceso. El estudio 

secuencial que se hizo en este trabajo permiti6 analizar los 
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niveles de los ARllrns hepAticos en las diferentes etapas del SN y 

compararlos con las alteraciones sistémicas que caracterizan al 

Sil con el prop6si to de tratar de encontrar las probables señales 

que inducen estos cambios. AdemAs, el estudio de un grupo 

alimentado a la par de las ratas con SN, permitió valorar el 

impa<:to de la disminución de la ingesta de alimento sobre las 

variables estudiadas. Este grupo de ratas se caracterizó por 

tener un perfil de peso corporal menor al del grupo e y similar 

al del grupo con SN, sin embargo, a partir del dia J y hasta el 

dla 11 (Fig. SA) las ratas con SN tuvieron un peso corporal mayor 

que las ratas AP. Este aumento no parece deberse a diferencias en 

la inqesta de alimento (Fig. 5B), sino a que las ratas con SN 

retienen sodio y agua desde el dla 2 lo cual conduce a la 

formación de edema y acumulación de liquido de ascitis (9) y por 

lo tanto a un aumento artificial del peso corporal. La remisión 

del edema y ascitis coincide con la disminución del peso de las 

ratas con SH con respecto a las ratas AP (dia 11). A partir de 

este dia el peso corporal del grupo AP es mayor que el del grupo 

con SN hasta el dia 26, cuando las ratas con SN presentan una 

proteinuría normal. 

Es importante subrayar que en el presente estudio se usó un 

control para cada dla debido a que las ratas utilizadas est~n aón 

en etapa de desarrollo y se ha demostrado que durante el mismo se 

presentan muchos cambios fisiológicos y metabólicos como por 

ejemplo, cambios en los niveles hepAticos de diferentes ARNms y 

on la transcripción de sus genes (165). 

Los camb '' los niveles de los AR1;1 .> en las ratas con SN 
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fueron de diferente magnitud y ocurrieron a diferentes tiempos 

durante el periodo de estudio. En el dia 2 (etapa pre-nefr6tica), 

en el grupo con SN solo aument6 el ARNm de apo E, lo que esta de 

ª''uerdo con los datos de Marshall y cols. (255). En el d!a 6 

(Ltapa nefr6tica) aumentaron los ARNms de albumina (2 veces), 

transferrina (2.8 veces), fibrin6geno (2.8 veces) y apo Al (4.2 

veces). En el dia 11 (etapa de rernisi6n) aurnent6 el ARNm de 

albumina (J.9 veces) y el de apo Al (2.2 veces); y en el dia 33 

no hay cambios en los ARNms con respecto al control. 

Los niveles de ARNm de transferrina y fibrin6geno, a 

diferencia de los de albumina y apo Al, no aumentaron en el dia 

11. Estos datos, junto con el hecho de que el ARNm de GPA no 

cambi6 y de que el AR!lm de apo E aument6 solo en el dia 2, 

indican que los niveles de ARNm de cada proteina estudiada se 

regula independientemente y no como parte de una respuesta 

generalizada de sintesis de proteinas. 

Los perfiles de los ARNms de las proteinas estudiadas en el 

grupo AP fueron diferentes del grupo con SN. Los perfiles del 

ARNm de transferrina, apo E, apo Al y GPA en ambos grupos (SN y 

AP) es tan totalmente disociados. Mientras que los niveles del 

ARNm de GPA no cambian en las ratas con SN, aumentan en el grupo 

AP en el dia 6. Por el contrario, los niveles de ARNm de apo Al 

aumentan en el grupo con SN los dias 6 y 11 y no cambian en el 

grupo AP. Los niveles del AR!lm de apoE aumentan en el grupo con 

SN en el dla 2, y en el grupo AP los dlas 6 y 11. Por ultimo, los 

niveles del ARNm de transferrina aumentan en el grupo con SN en 

el dia 6 y en el grupo AP en el dla 2. En el r~~n de albumina y 

de fibrin6geno, los cambios en los perfiles de los ARNms en ambos 
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grupos fueron paralelos, sin embargo, el aumento en las ratas con 

SU fu"' significativamente mayor que en las ratas AP. Todos estos 

datos indican que las alteraciones en los niveles de los ARNms 

en las ratas con Sii no son consecuencia de los cambios en la 

ingesta do alimento. De hecho, los niveles hepaticos de los ARNms 

en el grupo con SN no correlacionaron con los cambios en la 

ingesta de alimento (Tabla 2). 

A pesar de que la excreción urinaria de albl!lmina se 

incrementa los dias 6 y 11, su concentración plasmatica disminuye 

solo el dia 6 mientras que los niveles de su ARNm aumentan tanto 

el dia 6 como el dia 11. Por otra parte, los niveles plasmaticos 

de GPA disminuyen (51) y su excreción urinaria se eleva (SO, 52-

54), sin embargo, los niveles heph.ticos de este ARNm no se 

modificaron. En cambio, los niveles circulantes de fibrinógeno 

aumentan (60), su excreción por orina no cambia (61) y su ARNm 

hepAtico se incrementa. En el caso de la apo E, sus niveles 

circulantes se elevan ligeramente (71) y los niveles hepaticos de 

su ARNm no cambian, mientras que en el de la apo Al, aumentan su 

concentración circulante (64), su excreción urinaria (64) y los 

niveles de su ARNm. Por óltimo, la concentración de transferrina 

disminuye (46,47), y su excreción urinaria (47,48) y los niveles 

de su ARllm se incrementan. Por lo tanto, parece que no existe 

una regla comón para todas las proteinas plasmaticas que 

relacione los niveles hepaticos de los ARNms y las 

concentraciones circulantes de sus proteinas correspondientes, 

por lo que es improbable esta sea una señal regulatoria de la 

slntesis de protelnas en el SN. 
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La concentracion normal de albl.'lmina en presencia de 

albuminuria importante que se observa en el dla 11, sugiere que 

la s!ntcsis hepAtica de albl.'lmina estil aumentada para compensar 

completamente las pérdidas de albl.'lmina por orina. Esto es, la 

sintesis de alb~1nina aumenta en presencia de concentraciones 

normales de albñmina circulante. Con base en muchos experimentos, 

se ha propuesto que la prcsion coloidosm6tica regula la sintesis 

de albümina (32, J7-J9, 149, 157, 158), sin embargo, la presi6n 

coloidosm6tica en el dia 11 de nuestro modelo experimental debe 

estar cerca de lo normal corno consecuencia de que la 

concentraci6n de proteinas totales y de albñmina ya no astil baja. 

Por lo tanto, parece que, al Mnos en este d!a, la s!ntesis de 

albümina no estil regulada por la presi6n coloidosm6tica. AdemAs, 

los niveles hepilticos del ARNm de albl.'lmina en el presente trabajo 

no correlacionaron ni con las prote!nas totales ni con la 

albl.'lmina en suero, pero si con la proteinuria (Tabla 2). Sin 

embargo, no podemos descartar que en el d!a 6 la disminucion de 

la presi6n coloidosm6tica estimule la sintesis de albl.'lmina. Por 

lo tanto, es posible que diferentes señales regulatorias 

participen en la modulacion de la expresi6n del gen de albl.'lmina 

durante las cl'!K":·cntes etapas de la enfermedad, o bien que este 

aumento adicional del ARNm de albñmina en el dia 11 se deba a que 

se ha ido acumulando como consecuencia de un aumento en su 

estabilidad. Estos datos sugieren que la pérdida de la proteina 

por orina, mAs que la hipoproteinemia o la presión oncotica, 

regulan la sintcsiu de albl.'lmlna en esta etapa de la enfermedad. 

Tambio!!n se ha postulado que la disminución de la presión 

coloidosm6tica estimula la sintesis de lipoproteinas y en 
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consecuencia esta contribuye a la hiperlipoproteinemia (1,J), De 

hecho, se ha observado en células de hepatorna en cultivo (157} 

que los cambios en lil presión onc6tica del medio regulan los 

niveles del ARNm de apo B. En el presente trabajo se observó una 

estrocha correlación negativa entre los niveles hop.!.ticos del 

A!Ulm de apo Al y la concentración de proteinas totales y de 

albumina, observación también hecha en otro trabajo (64), lo cual 

apoya la hip6tcsis do que la presi6n coloidosm6tica regula la 

slntcsis de lipoproteinas. Ademas, los niveles del ARNm de apo AI 

correlacionaron positivamente con la proteinuria, lo que est.!. de 

acuerdo con la observaci6n de Kaysen y cols, (51), quienes 

encontraron que la hiperlipidemia correlaciona con la 

proteinuria, 

El incremento en la concentración hepAtica del ARNm de 

albi'lmina, transferrina, f ibrinógeno y apo Al sugieren que el 

aumento en la slntesis de estas proteinas (JJ-J5, 47, 61, 71) es, 

al menos on parte, a nivel del ARNm. Los cambios en los niveles 

de los AlWms pueden deberse a un incremento en su slntesis, a una 

disminución e1 su degradación o a una combinación de ambos, Dos 

estudios previos (lJ, 37) sugieren que la olevaci6n en los 

niveles hepAticos del ARNm de albñmina son consecuencia del 

aumento an la transcripci6n principalmente. AdemAs, se ha 

postulado quo la principal forma de regulaci6n de la sintesis de 

albtlmina en otras condiciones patol6gicas y fisiol6gicas es a 

nivel transcripcional (149, 163-166). Asimismo, la elevaci6n en 

la concontraci6n hop&tica del ARNm de apo Al se debo, al menos 

on parte, a un aumento la transcripci6n del gen (255}. Estos 
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autores (255) encontraron que la transcripcion del gen se 

incrementa 1. a veces, y que el ARNm de apo AI aumenta 6 .1 

veces, por lo que tambit!<n se ¡iropone que hay un aumento en la 

estabilidad de este ARllm. Asimismo encontraron que el aumento en 

la sintesis de la proteina in vitre fué a~n mayor que el de los 

niveles del ARNm, por lo que se piensa que ademAs hay un control 

traduccional. 

Respecto a los dcmas AR!lms estudiados en este trabajo, no 

existen datos en la literatura acerca del mecanismo por medio del 

cual aumentan sus niveles hepaticos, lo cual seria muy 

interesante investigar. 

El aumento de apo AI en la etapa nefr6tica, pero no en la 

pre-nefr6tica, coincide con los hallazgos de Marshall y cols. 

(255) publicados después de que el presente trabajo se habla 

terminado. De hecho, el trabajo de Marshall y cols. (255) es el 

~nico trabajo publicado en donde se analizan los niveles 

hepaticos do ARUms especlf icos tanto en la etapa pre-nefr6tica 

como en la etapa nefr6tica, sin embargo, estos autores no los 

analizaron en las etapas de remision y post-nefr6tica como se 

hizo en esta tesis. Tarugi y cols. (73) también encontraron que 

los niveles de ARNm de apo AI aumentan en la etapa nefr6tica y 

los de apo E no cambian. 

comparando la magnitud de los cambios en los niveles 

hepAticos de los AR!lm observados en la presente tesis con los 

datos de la literatura se encuentran algunas discrepancias. Por 

ejemplo, Marshall y cols. ( 255) encontraron un aumento de 3. 8 

veces en los niveles hcpaticos de ARNm de alb~mina en la etapa 

nefr6tica, mientras que en esta tésis, al igual que otros autores 
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(lO,lJ,27,36}, se encontr6 un aumento de aproximadamente 2 veces 

en esta misma etapa, sin embargo, si se observ6 un aumento de 4 

veces en este ARNm pero en la etapa de remisión. En el caso de 

los resultados obtenidos para el AR!lm de apo E, estos coinciden 

con los datos de Marshall y cols. (255) en la etapa pre-nefrótica 

donde encuentran un aumento de 2. 2 veces, sin embargo hay una 

discrepancia con estos autores en la etapa nefr6tica ya que ellos 

encuentran un incremento de 2.J veces y en el presente trabajo no 

se observaron cambios. Estas discrepancias pueden deberse al 

esquema de inducción del slndrome nefrotico, a la cepa y edad de 

los animales utilizados y a la severidad de la enfermedad en el 

momento en que se hace el estudio. Todo esto justifica a~n mas el 

hecho de haber realizado este estudio en forma secuencial para 

poder relacionar los niveles de los ARNms con la severidad de las 

alteraciones caracteristicas de la enfermedad. 

La correlación negativa que se obtuvo en el presente trabajo 

entre los niveles de ARNm de apo AI y apo E en las ratas con SN 

tarnbi6n se ha observado en otras condiciones patológicas y 

fisiol6gicas (165, 241). AdernAs, los niveles del ARNm de apo E 

correlacionaron negativamente con la proteinuria, siendo que la 

apo AI correlacionó postivamente. De igual manera los niveles 

del AR~lm de apo E correlacionaron negativamente con colesterol y 

trigliceridos y los de apo AI positivamente. 

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que en 

este modelo experimental no existe una respuesta franca de fase 

aguda, ya que solo aumentó el ARNm de fibrinógeno, pero no el de 

GPA. Asimismo las concentraciones en plasma de fibrinógeno 
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aumentan (60) mientras que las de GPA disminuyen (51). 

La hipertrofia hep.\tica que se presentó en las ratas con SN 

corrobora datos previos de la literatura (6,l0,12,JS,76,255). 

Este fenómeno probablemente es secundario al esfuerzo del hlgado 

para aumentar la slntesis de proteinas. De hecho, la hipertrofia 

hepi'itica correlacionó positivamente con los niveles de ARNm de 

albómina. Asimismo se ha encontrado que hay un aumento en el 

contenido hepi'itico de ARN y ADN (10,35,76,256). 

De los datos presentados en la introducción, esti'i claro que 

hay una multitud de señales que regulan la expresión de los genes 

de las proteinas estudiadas en este trabajo. Actualmente no esti'i 

claro cuAles de estas señales pueden estar invol ucardas en los 

cambios observados en los APNm en el SN. Por ejemplo, se sabe que 

la insulina induce un aumento en los niveles de ARNm de alb~mina, 

sin embargo, se ha demostrado que los niveles de insulina están 

disminuidos en el S!l (257) por lo que es improbable que esta 

hormona este involucrada. Las hormonas tiroideas estimulan la 

transcripción del qen de apo AI y aumenta los niveles del ARNm 

de alb~mina, sin embargo, los datos acerca de los niveles de 

triyodotironina on las ratas con SN son contradictorios 

(251,252). 

Los niveles de los otros probables reguladores de la 

expresi6n de estos genes tales como glucocorticoides, glucagon, 

factor de necrosis tumoral, factor estimulador de hepatocitos, 

elementos trans de cada gen, vitamina A y serotonina no se 

conocen en el SN. Por lo que su participación en la regulación 

de la expresión de estos genes en el SN queda por ser dilucidado. 

Por otra parte, también serla muy interesante determinar los 
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niveles de los elementos trans de los diferentes genes de las 

protcinas plasmaticas en el Sii tales como el factor nuclear de 

hepatocito-1 y el T!-LFl. 

Este modelo experimental puede ser de gran utilidad para 

estudiar la regulación de la expresión especifica de tejido de 

los genes de las proteinas plasmAticas. En el presente trabajo 

solo se estudiaron los niveles de los ARNms en h!gado, sin 

embargo, existen evidencias en la literatura de que algunos de 

estos genes se expresan también en otros tejidos (95-97, 169, 

215), por lo que seria muy interesante investigar la regulación 

de su expresión en tejidos extra-hep~ticos en e¡ s!drome 

ncfrOtico. 
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V I e o N e L u s I o N E s 

l. Las alteraciones en los niveles hepAticos de los ARNms 

especificas en el SH son de magnitud variable y se presentan en 

diferentes etapas después de la inyecci6n del ANP, lo que sugiere 

que no existe una respuesta simultanea de todas las proteinas y 

que la sintesis de cada una se regula independientemente. 

2. Las alteraciones en los niveles hepaticos de los l\R.~ms en las 

ratas con SN no son consecuencia de los cambios en la ingesta de 

alimento. 

J. Los niveles hepaticos de los AR!lms de las apolipoproteinas AI 

y E parecen estar reguladas inversamente en el SN. 

4. Los niveles del ARtlm de alb\'lmina no parecen estar regulados 

por los niveles circulantes de esta protel.na, pero si por la 

proteinuria en el dla 11. sin embargo, en el dia 6 la alb\'lmina 

circulante si podria tener un papel regulatorio. 

5. Los estimules regulatorios de los niveles hepaticos de los 

ARNms de apo AI y apo E podrian ser la proteinuria, la 

colesterolemia y/o la trigliceridernia, y en el caso de la apo Al 

también podrian ser los niveles circulantes de alb\'lrnina y de 

proteinas totales. 
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