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RESUMEN

Se ha informado que en el sindrome nefrético (SN)
experimental los niveles hepAticos del ARNm de algunas protelnas
plasmiticas estan alterados. Sin embargo, no hay informes acerca
de los cambios secuenciales en los niveles de ARNms especificos
durante el desarrollo y ramisién espontdnea del SN, ni de la
correlacién de estos niveles con las principales alteraciones del
SN. Por otra parte, las ratas cor SN cxperimental disminuyen la
ingesta de alimento de manera importante y se sabe que diferentes
dietas y cambios en la ingesta de alimentc también alteran los
niveles hepdticos de los ARNms de algunas protelnas plasmaticas.
Por lo tanto, los objetivos de la presente tesis fueron:
investigar los cambios en los niveles hepdticos de ARNms
especificos en diferentes etapas del SN, su ralacién con las
pcincipales alteraciones del sindrcwe y la influencia de los
cambios en la ingesta de alimento scbre las alteraciones en los
niveles hepdticos de los ARNms. Con este fin se determinaron los
niveles hepdticos del ARNm de 1las siguientes protelinas
plasmdticas usando las técnicas de "Northern blot" y "dot blot":
albdmina, transferrina, fibrindgeno, glucoproteina ~cida alfa-1
(GPA) y apoliproteinas (apo) A-I y E, en ratas con SN inducide
con aminonucledsido de puromicina  (ANP), en ratas alimentadas a
la par (AP) (a las cuales se les dié la cantidad de alimento
consumida por las ratas con SN} .y en ratas control (C)
alimentadas ad libitum. Estas deteirminaciones se hicieron en
difereites etapas después de la inyecciédn del ANP: a} pre-

nefrédtica (dia 2), b) nefrética (dla 6), c) de remisién (dia 11)



y d) post~nefrética (dia 33) y en los mismos dlas después de la
inyeccién de vehliculo a las ratas C y AP.

El perfil de peso corporal fué 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 dla 4 al dia
25, mientras que la excrecién de proteinas en las ratas AP y C se
mantuvo dentro de limites normales. Las ratas con SN mostraron
proteinuria, albuminuria, hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia los dias 6 y 11, e hipoproteinemia e
hipoalbuminemia el dia 6. En las ratas con SN los niveles
hepadticos de ARNm de apo E aumenté el dla 2, los de transferrina
y fibrindgeno en el dla 6 y los de albimina y apo A-I en los dlas
6 y 11, en cambio, el ARNm de.GPA no cambié. El1 hecho de que las
alteraciones en los niveles hepdticos de los ARNms especificos
estudiados en este trabajo se presenten en diferentes etapas
después de la inyeccién del ANP, y gue ademds sean de magnitud
variable, sugiere que no existe una respuesta simultadnea de todas
las protelnas plasmdticas y que la sintesis de cada una se
regula independientemente. En las ratas AP el ARNm de
transferrina se elevé 'en el dla 2, el de apo E en los dlas 6 y
11, los de fibrindgeno y GPA en el dla 6 y el de albumina en el
dia 11; sin embargo, el ARNm de apo A-I no cambidé
significativamente. Los aumentos en el ARNm de fibrinégeno en el
dia 6 y dé albimina en el dia 11 fueron significativamente
mayores en las ratas con SN que en las ratas AP. Estos datos
demuestran que los perfiles de los ARNm en los grupos SN y AP

estdn claramente disociados. y sugieren que las alteraciones en



los niveles de los ARNms en 'las ratas con SN no son consecuencia
de los cambios en la ingesta de alimento. Ademds, no hubo
correlacién entre los niveles de los ARNms con los cambios en la
ingesta de alimento en el grupo con SN. Los niveles hepdticos
del ARNm de albamina correlacionaron positivamente con la
proteinuria, pero no presentaron ninguna correlacién ni con las
proteinas totales ni con la albimina en suero. Esto se debe a que
hay un mayor aumento de los niveles hepdticos del ARNm de
albumina cuande los niveles circulantes de albdmina y proteinas
totales ya estdn casi normales (dia 11). Esto sugiere que, en el
dia 1! los niveles del ARNm de albumina no parecen estar
regulados por los niveles circulantes de esta protelna ni de
protelnas totales, perc si por la proteinuria. Sin embargo, en el
dia 6 no se puede descartar un papel regulatorio de la albémina
circulante, lo cual indicarla que hay diferentes estimulos
regulatorios en las diferentes etapas del SN. Los niveles del
ARNm de apo A-I correlacionaron positivamente con la proteinuria,
con la trigliceridemia y con la colesterolemia, y negativamente
con los niveles circulantes de proteinas totales y de albimina
por lo que podrian estar regulados por estas variables. A su vez,
los niveles de los ARNms de las apos A-I y E presentaron una
correlacién negativa por lo que estos niveles parecen estar

regulados inversamente en el SN.
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I IRNTRODUCCIOHN

1. SINDROME NEFROTICO

La fisiopatologla del sindrome nefrético (SN) primario no
estd dilucidada totalmente. El1 SH se caracteriza por un aumento
en la filtracién glomerular de protelnas plasmaticas, edema,
ascitis, retencidén de sodio, albuminuria, hipoalbuminenia,
hiperlipoproteinemia, desnutricién, alteraciones en los factores
de la c¢oagulacién, tromboembolismo, disminucién de la inmunidad
humoral y celular y alteraciones en la concentracién (aumento o
disminucién) de casi todas las proteinas plasmaticas (1-4). Se
piensa que todas las alteraciones sistémicas en el SN son
secundarias a la pérdida de proteipas plasmadticas por la orina
debida a alteraciones en la barrera de filtracién glomerular. En
la Fig. 1 se ilustran las relaciones entre las principales
alteraciones sistémicas del SN (3).

En la rata se han disehado varios modelos experimentales del
SH de los humanos (5-7). De los mds usados es el producido por el
aminonucleésido de puromicina (ANP) (6,8~13). Este modelo es muy
parecido al SN primario de los humanos ya gue produce la lesidn
renal caracteristica que es la fusidén de los procesos podociticos
de las células epiteliales (podocitos), ademds de que el edema,
la retencidn de sodio, la hiperlipemia, y la proteinuria remiten

espontaneamente  {8,9,14).

1.1 MECANISMOS DE PROTEINURIA
La barrera de filtracidn estd constitulda por la pared

capilar glomerular que consta de tres componentes: 1) las células
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Figura 1. Fisiopatologla del sindrome nefrético. Se propone que
todas las alteraciones sistémicas son consecuencia del aumente
en la permeabilidad glomerular a las proteinas plasmAticas y que

la hipoalbuminemia inicia las principales manifestaciones (Ref
3).



endoteliales cuyo citoplasma estd fenestrado, 2) la membrana
basal glomerular compuasta por tres capas: ldmina rara interna,
lamina densa y lamina rara externa, y 3) los procesos podociticos
de las células epiteliales (15). Las fenestraciones de las
células endoteliales de un didmetro 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, estd compuesta principalmente
de una malla de fibras de coldgena y tiene un espesor de 300-350
nm en el humano, pero gue puede variar de 150 a 350 nm en
diferentes especies. La l4mina densa constituye una barrera
significativa a la filtracién de las proteinas plasmiticas
neutras debido a la red de fibras de coldgena tipo IV, Se piensa
gue los espacios entre estas fibras representan los "poros"
fisicos a través de los cuales las moléculas neutras son
tamizadas en base a sus dimensién molecular, La parte mids externa
de la pared glomerular, que se interpone entre la membrana basal
glomerular y el espacio de Bowman, estd compuesta de procesos
podociticos de las células epiteliales. Estos procesos
epiteliales estdn parcialmente embebidos en la l&mina rara
externa. Entre los procesos podociticos adyacentes hay espacios
de un tamafo de 20-a 30.nm que estAn cublertos por una membrana
fina conocida como diafragma de hendidura. Este diafragma
contiene espacios rectangulares de un tamafio aproximado de 4 X 14
nm (16,17} a través del cual pasan las moléculas pequefas y,
probablemente, restringen el paso de albuimina y de moléculas mas
grandes.

Ademds de la barrera determinada por el tamafio de los poros,



existe una barrera electrostdtica ‘a -base de polianiones,
sialoproteinas y hepardn sulfato-proteoglucanos, que restringen
selectivamente el paso de moléculas con carga negativa. El
plasmalema de las fenestraciones endoteliales tiene una cubierta
rica en Acido sidlico que se tifie con oro coloidal y que contiene
hepardn sulfato-proteoglucanos (18). Los heparadn sulfato-
proteoglucanos estAdn distribuldos principalmente dentro de .la
lamina rara interna y externa de la membrana basal dlomerular
(19), Y los procesos podoclticos estdn cubiertos por un
glucocalix rico en Acido sidlico (20). De acuerdo con esto, los
factores que determinan el paso de las moléculas por la barrera
de filtracién son: el tamafio, la deformabilidad, la carga
eléctrica y 1la configuracién moleculares, asl como la
hemodinamica glomerular. En el SN ocurre un transtorno en la
permeabilidad del capilar glomerular que permite el paso de
macromoléculas cuyo mecanismo no estd dilucidado. En la nefrosis
por ANP, la depuracién fraccional de macromoléculas aniénicas y
sin carga es muy elevada, lo que indica que la selectividad,
tanto de tamafio como de carga, estd alterada (21). La lesién
renal caracteristica del SN idiopAtico es la fusién de los
procesos podoclticos, esta fusién parece deberse a la pérdida de
la carga negativa de su superficie; esta conclusién se apoya en
el hecho de gue la administracién de policationes al rifién
produce proteinuria y fusién de podocitos (22). Charest y Roth
(23) observaron una disminucién del contenido de Acido siadlico en
las membranas de los podocitos en la nefrosis por ANP; Kerjaschki

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



Adcido sidlico de la podocalixina (la sialoproteina mAs abundante
de las células epiteliales) en ratas nefréticas, 1o que sugiere
que la disminucién de Adcido sidlico juega un papel muy importante
en el mecanismo de proteinuria en la nefrosis humana vy
experimental. No estad claro si los heparan sulfato~proteoglucanos
de la barrera glomerular disminuyen en la nefrosis por ANP (25);
sin embargo, en los pacientes con SN congénito (26), los sitios

aniénicos ricos en hepardn sulfato, estdn prActicamente ausentes,

"1.2 HIPOALBUMINEMIA
La hipoalbuminemia en SN puede ser secundaria a una
disminucién en la sintesis de albtmina, a un aumento en su
catabolismo, a camblios en su distribucién, a una disminucién en
la ingesta de protelnas o a la pérdida de albimina del cuerpo
(3}, En el SN parece gque varios de é&stos factores estan
involucrados. La pérdida de albdémina en la orina es muy
importante. Sin embargo, la pérdida de proteinas por sl sola no
explica la hipoalbuminemia en la mayoria de los pacientes con SR,
debido a que la velocidad de sintesis hepatica de albuémina puede
aumentar por lo menos tres veces y debe ser capaz de compensar
facilmente las pérdidas por orina (27). Los estudios en humanos y
en modelos animales de SN demuestran que la velocidad de sintesis
de albtmina estd aumentada si la ingesta de proteilnas es adecuada
(28,29). En pacientes con dieta baja en proteinas la sintesis de
albtmina puede estar disminuida (29). Hay una buena correlacién
entre el grado de proteinuria y el grado de hipoalbuminemia
aungue existen muchas excepciones (30}, La relacién albdmina

intravascular/albdmina extravascular aumenta de 0.8 a 1.1 en



pacientes con SN (1,30). Esto es, la concentracién de albdmina

intersticial disminuye mas que la concentracién de albdmina en

plasma. Al darles una dieta alta en protelnas los pacientes

presentan una mayor proteinuria y ningan cambio en 1la

concentracién de albimina en plasma, en cambio, una dieta baja en
proteinas disminuye la proteinuria aunque no produce cambios en

los niveles plasmdticos de proteinas (31, 32).

El aumento en la sintesis de albimina en el SN se ha
demostrado con técnicas de recambio (33), métodos de perfusisén de
higado (34), preparaciones microsomales aisladas (35), vy
mediciones del ARNm de albumina (36,37). La infusién de
dextranos hiperoncéticos disminuye la velocidad de degradacién y
la sintesis de albumina, lo que sugiere que la presién
coloidosmética puede ser un regulador importante de la sintesis
de albdmina (32,38,39).

Por otra parte, se ha encontrado gue el catabolismo
fraccional de la albtmina (fraccién de la reserva de albdmina
intravascular que se cataboliza por unidad de tiempo) estd
aumentado en el SN (3). En una persona normal, se cataboliza
diariamente del 5-12% de la reserva intravascular de albdmina,
mientras que en los pacientes con SN esta fraccién aumenta a 16-
50% (3). El sitio mé¢s importante del aumento en el catabolismo
de albimina es el rinén. Este aumento parece ser cecundario a la
captacién tubular y a la destruccién de la albdmina filtrada.
Varios estudios en animales y en humanos demuestran que la
velocidad catabdlica de la albumina aumenta cuando aumenta la

proteinuria (12,28). Si las ratas con SN se nefrectomizan, el



catabolismo de albtmina disminuye un 50% {33). En células del
tébulo proximal y distal de ratas con SN se han demostrado gotas
de protelnas con albumina y globulinas (40), ademds, la actividad
de las enzimas lisosomales catepsina B y L aumenta en las células
tubulares en respuesta a la proteinuria glomerular (41).
En resumen, el concepto actual es que la hipoalbuminemia en
el SN no se debe a una disminucién en la sintesis de albumina,
sino a la albuminuria y al aumento en el catabolisme renal de
esta protelna (1,4)}. La sintesis de albimina no disminuye, sino
que aumenta en pacientes y en animales con SN, pero este aumento
no es suficiente para compensar la hipoalbuminemia.
1.3 ALTERACIONES EN LA CONCENTRACION DE OTRAS PROTEINAS
PLASMATICAS

El andlisis electroforético de protelnas séricas de
pacientes o animales con SN muestra que la albumina y las
globulinas gama estdn disminuldas, y que las globulinas alfa-2 y
beta estdn aumentadas. El patrén electroforético de la orina de
pacientes con €1 es similar al del suero normal pero con
grandes diferencias cuantitativas (42).

Estas alteraciones en el patrén electroforético general de
las proteinas plasmdticas son consecuencia de lcs caabios en 1la
concentracién individual de muchas protelnas. La disminucién
en la concentracién de una proteina ~irculante puede ser
consecuencia de una reduccién en su sintesis, un incremento en su
catabolismo o en su excrecién urinaria, o a. una combinacién de
estos factores. Por el contrario, 1la elevacién en 1la
concentracién de una proteina circulante en el SN puede ser

consecuencia de un aumento en la sintesis y/o una disminucién en



su . catabolismo. Sin embargo, se han realizado muy pocos estudios
de recambio para dijlucidar el mecanismo exacto de las
alteraciones de las protelnas plasmdticas individualmente en el
SH.

A continuacién se describen las alteraciones especificas de
algunas protelnas plasmAticas en el SN.

Los niveles séricos de las protelnas transportadoras de Cu
(ceruloplasmina) y Pe (transferrina) estdn disminuldos (43-46).
La excrecién urinaria de transferrina estd aumentada, y se ha
propuesto que la de ceruloplasmina tambidén se eleva en pacientes
con SN (47-49). La deficiencia de ceruloplasmina puede conducir
a hipocupremia (47). Las alteraciones en el recambio de
transferrina en pacientes con SN son muy similares a las de
albtmina - {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 hipocrémica resistente a la terapia con hierro (44).
Otras proteinas de transporte cuya concentracién estd disminulda
y/o se pierden en la orina de 1los pacientes con SN son:
transcortina, protelna que une zinc, globulina que une tiroxina y
protelna que une vitamina D {50).

Otra protelna que estAd disminulda en el SN es 1la
glucoprotelna Acida alfa-1 (GPA) (50,51). La disminucién de esta
prot.:ina puede deteriorar la activacién de la lipasa de
lipoproteinas ya que contiene un cofactor para 1la reaccién de
esta enzima (52-54), y ésto, junto con la pérdida urinaria de

lecitin colesterol acil transferasa, puede contribulr a las



alteraciones en el metabolismo de las lipoprotelnas en el SN.

Los niveles séricos de IgG esti&n disminuldos 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, Jjunto con la reduccién en la
inmunidad celular en estos pacientes, trae como consécuencia 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 remisién, los niveles de IgG
tienden a regresar a valores normales, mientras que los de IgM se
mantienen elevados durante varios afos después (58). También se
ha encontrado una disminucién en los niveles séricos del factor
B, un componente de la via alterna de activacién del complemento,
conocido también como proactivador €3 o beta glucoproteina rica
en glicina (59). Se ha propuesto que esta reduccién puede
deberse a su pérdida por orina y que puede, junto con la
disminucién en la inmunidad humoral y celular, contribulr al
aumento en la incidencia de infecciones en estos pacientes. lLos
niveles de C4 estdn normales durante la recalda y aumentan
durante la remisién (50).

Las proteinas involucradas en la cascada de la coagulacién
también presentan alteraciones muy importantes lo gque trae como
consecuencia trastornos en la coagulacién y fibrinolisis en el
SN (3, 60). Estas perturbaciones se deben a cambios en la
sintesis y el recambio de estas protelnas asl como a las
pérdidas urinarias (61). Las anormalidades de la coagulacién mas
caracteristicas del estado nefrdtico son: aumento de los factores

V, VIII y del fibrindgeno; disminucién de antitrombina III,



trombocitosis y aumento en la agregacién plaquetaria (Guf
También se ha observado un aumento en la sintesis y en el
catabolismo del fibrindgeno (50).

En la tabla 1 se resumen las principales alteraciones y

caracteristicas de algunas protelnas plasmiticas en el sN.

1.4 METABOLISMO DE LIPIDGS

En pacientes con SN se elevan practicamente todas las
fracciones de 1lipidos y lipoproteinas séricas, esta alteracién
incluye el colesterol y todas sus fracciones (total, 1libre vy
esterificado), asi como los fosfolipidos, en tanto que los
triglicéridos no siempre aumentan (46,62,63). En cambio, en el
modelo experimental todos los lipidos aumentan consistentemente
incluyendo los triglicéridos (9,11,64). Los Acidos grasos estdn
normales, aungue la fraccién unida a alb8mina 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 lipoproteinas de alta densidad (HDL)
pueden encontrarse normales o incluso bajas (68), sin embargo,
en ratas con SN se observa un aumento de 4 a 8 veces en todas las
fracciones de lipoprotelnas (69). También la composicidn
molecular de las lipoproteinas se altera, ya que la proporcién de
colesterol y triglicéridos es mayor gque o normal (70). En ratas
con SN las fracciones VLODL, IpL y LDL presentan menos
triglicéridos y mds fosfollpidos y colesterol, mientras que la
composicidn lipidica de HDL no estd alterada (69). Ademds,

existen alteraciones en la conmposicién y cantidad de las
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TABLA 1. ALTERACIONES Y CARACTERISTICAS DE ALGUNAS PROTEINAS
PLASMATICAS EN EL SINDROME NEFROTICO EN PACIENTES Y/0 EN RATAS.

CONCENTRACION

PROTEINA - SUERO ORINA SINT CAT MOV ™ REF
ALBUMINA* (-) {+) (+) (+) Alb 66 1-4,9,27,
33-37

TRANS- ) (+) (+) (+)  Beta-1  76.5 43-49

FERRINA*

CERULO- (-) Alfa-2 132 43

PLASMINA

GPA* =) (+) Alfa-1 40 50, 51

FIBRINO-  (+) NO (+) (+) Beta-2 340 3,43,60

GENO* 61

ANTITROM- (-) (+) Alfa-2 62.3 3,60

BINA III

FACTOR (+) NO Beta 1000 3,60

VIII

FACTOR (+) NO Beta 330 3,60

v

196 (-) (+) (=) (+) Gama-1 150 28,
Gama-2 55-57

Ig¥ (+) Gama-1 850 58

1gE (+) Gama 180 58

FACTOR (=) (+) Beta-2 94 30

B

APO AI% (+) (+) (+) Alfa-1 28 64,67,71,

72,81

APO E* (+) (+) kI 71,81

SINT = Sintesis, CAT = Catabolismo, MOV = Movilidad

electroforética, PM = Peso molecular (kDa), REF = Referencias,

GPA = Glucoproteina Acida alfa 1. (-) = Disminucién,

(+} = Aumento, NO = No excretada. * Protelnas 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 composicidén de apoprotelnas
de VLDL e IDL no estd alterada, pero LDL contiene apo Al y
presenta menos apo E, la composicién de HDL estd muy alterada vya
que practicamente no presenta apo A-IV ni apo E, Apo A-I estd
muy aumentada y apo C estd disminulda (64, 69, 72). Finalmente,
los niveles plasmdticos de ciertas apolipoproteinas se alteran
(72-74). Los niveles de apo B y apo C estAn aumentados mientras
que los de apo Al y apo AII estadn normales en la fase aguda pero
se elevan durante la remisién (67, 72). En ratas con SN la apo AI
se incrementa aproximadamente 6 veces en estrecha correlacién con
la hipoalbuminemia (64) y la apo E también aumenta pero en menor
proporcién (71). Estos trastornos desaparecen con rapidez al
remitir el SN.

Los lipidos plasmiticos y las lipoproteinas pueden elevarse
debido a un aumento en la velocidad de sintesis, una disminucién
del catabolismo, un incremento en la movilizacién de los
depésitos de grasas, o una combinacién de estos factores (1,3).
La causa principal de la hiperlipoproteinemia en el SN parece ser
un aumento en la sintesis hepdtica de protelnas (10,75-77) entre
las gque destacan las lipoprotelnas. Se ha postulado que este
incremento ocurre en respuesta a una disminucién de la presién
coloidosmética secundaria a la hipoalbuminemia (78-80). La
secrecién hepatica de apo AI estd marcadamente elevada, la de apo
B y apo E también aumenta aunque en menor proporcién, mientras
que la secrecién de apo C no se eleva (71,81}).

En ratas con SN se pierden por orina colesterol,

fosfollpidos, 4cidos grasos, triglicéridos, ésteres de
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colesterol, apo AI, VLDL, LDL y HDL {64). En humanos con SN se
ha enceontrado en orina VLDL, IDL, LDL y HDL siendo mis abundante
HDL. Shore y cols. (B2) encontraron que apoc 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 HDL urinaria se aislaron apo AI, CI, CIII y
Iv.

No solo el aumento en la sintesis de las lipoprotelnas es el
responsable de la hiperlipoproteinemia en el SN, sino que también
hay una reduccién en la degradacién de las mismas (83-85), Esto
parece deberse a una reduccién de la actividad de la lipasa de
lipoproteinas (86-88) y de la lecitin colesterol acil transferasa
en el SN (89~91}. La inhibicién de la lipasa de lipoproteinas se
ha atribuido a la acumulacién de Acidos grasos libres por
hipoalbuminemia, a la presencia de inhibidores plasmiticos y a la
deficiencia de apoprotelna CII o de otros activadores como el
hepardn sulfato o la GPA (52-54} que se pierden en orina (88).
La - reduccién en la actividad de la lecitin colesterol acil
transferasa puede deberse simplemente a su pérdida urinaria o a
la acumulacidén de lisolecitina, que retarda 1la reaccién
enzimdtica. Estas alteraciones disminuyen la produccidén de HDL y
explica, en parte, el por gué se reduce esta lipoproteina en
humanos (89); otro factor contribuyente es la pérdida de HDL por
orina, ya que su dimensién wmolecular (70 A) es semejante a la
de la albémina (81,82). Por el contrario, en pacientes con SN de
cambios minimos hay aumento en la concentracién plasmatica de HDL
porque su eliminacién urinaria es pobre, en tanto que en

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

La hipercolesterolemia del SN también resulta de un aumento
en la sintesis de colesterol inducido por la elevacidn del Acide
mevalénico que se encuentra alto por la disminucién de su
catabolismo renal (93}.

En la Fig. 2 se muestra un esguema donde Se resumen las

principales alteraciones del metabolismo de lipidos en el SN,

2. ALBUMINA
2.1 CARACTERISTICAS DE LA ALBUMINA

La albémina es la mas abundante y la mds estudiada de 1las
protelnas plasmiticas. Es la protelna que el higado sintetiza en
mayor cantidad, representa aproximadamente el 50% de la
produccién de protelnas en ctalquier momento (94). Durante mucho
tiempo se pensd que se sintetizaba solo en higado, ahora se sabe
que se sintetiza en pequepas cantidadas en otros tejidos tales

como rifdn, intestino, pulmén, corazén y pancreas (95-97).

2.1.1 Distribucién

S0lo del 30 al 40% de la reserva total intercambiable de
albémina en el cuerpo humano se localiza en el compartimiento
intravascular (27), el resto es extravascular y se encuentra
dentro del espacio intersticial. La mayorla -de esta albdmina
intersticial en el hombre se encuentra en los misculos y en la
piel. El hlgado, pulmones, corazén, rihones y bazo solo contienen
pequenas cantidades. Aunque constituye solo el 6% del peso total

del cuerpo, la piel contiene del 30~40% de 1la alb®mina
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Figura 2. Patogénesis de la hiperlipidemia en el sindrome
nefrético. HDL = Lipoproteilnas de alta densidad, LCAT = Lecitin
colesterol acil transferasa, APO C II = apolipoproteina C¢II, LPL
= Lipasa de lipoprotelnas, VLDL = L1poproteinas de muy baja
densidad, IDL = Lipoprotelnas de densidad intermedia (Ref 2).

15




extravascular (98). La linfa contiene solo del 2-3% del total de
la albdmina inrtersticial y su concentracién en diferentaes sitios
c5 variable (99,100). La albdmina se encuentra en pequehas
cantidades en varios liquidos corporales, tales como sudor,
ldgrimas, jugo gdstrico y bilis (101). Una rata pormal contiene
de 500~600 mg de albémina por cada 100 g de peso, De esta
cantidad, 20 a 25% estd en circulacién, 20~25% estd en la piel,
10% en el intestino y 35-40% en el vresto del cuerpo

(principalmente en mésculo) (102).

2.1.2. Funciones

A la albimina se le han atribuldo dos funciones principales:
el mantenimiento de la presién coloidosmética y el transporte de
diferentes sustancias, tales como acidos grasos de cadena larga,
bilirrubina, calcio, drogas, vitaminas, etc.: también se ha
propucsto que podria servir de fuente interna de aminoAcidos (aa)
para la slintesis dz otras protelnas. Aungue solo del S50 al 60%
de las protelnas plasmdticas es alblmina, esta contribuye con el
80% de la presién coloidosmética debido a su pequefio peso
molecular {103). Juega un papel muy importante en la regulacién
del tamanoe extravascular., La albdmina en el fluldo intersticial
compite con la albémina intravascular en la retencién del agua
que se ha filtrado al area extravascular. Esta proteina tiene una
gran afinidad por sustancias de limportancia biolégica
considerable para la homeostasis del “individuo (101,104,105).
Esta afinidad es la base para llevar a .cabo su funcién de -

transporte.
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2.1." Estructura

La albumina estd 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 didmetro de 38 2 y una longitud
de 150 R (101). La secuencia de la albimina humana y de rata se
obtuvieron a partir de la secuencia de bases del ADNc especifico
clonado de ambas especies en 1982 y en 1981 respectivamente
(106,107). El peso molecular de la albimina humana es de
66,288 d (106) y el de la rata de 65,863 d (107).

En la albumina se presentan 17 puentes disulfuro los cuales
inducen un patrén de asas que se repite tres veces y que definen
los tres dominios estructurales de la albumina sérica, los cuales
exhiben una homologla de aa significativa.

La contraparte fetal de la albimina es la alfa-fetoproteina

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

2.1.4 Sintesis

Las protelinas intracelulares se sintetizan en polirribosomas
libres, mientras gque las protelnas de secrecién se sintetizan en
los polirribosomas unidos a la membrana, lo que caracteriza al
retlcule endopldsmico rugoso (110-112), E1 ARNm de albdmina se
localiza especificamente en este compartimiento subcelular de los
hepatocitos en condiciones normales (113-117)

Utilizando técnicas de hibridacién se ha calculado que, en
condiciones normales, el 97% del ARNm de albtmina 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 patologlas y estados fisioldgicos existen
alteraciones en la distribucién del ARNm y en la sintesis de
albimina como en el ayuno de 24 h (119}, en la insuficiencia
renal crénica (120) y en la cirrosis hepadtica por tetracloruro de
carbono (121}.

La albuémina se sintetiza en forma de un precursor conocido
como preproalbdmina (122). La longitud de este segmento prepro es
de 24 aa y se localiza en el extremo amino de la protelna.
Dieciocho de estaos residuos corresponden al fragmento pre el cual
se conoce como péptido sehal, y 6 al fragmento pro. De acuerdo a
la hipdtesis del péptido sepfal (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 proteina y ya dentro del
reticulo endoplasmico, el fragmento pre se libera al ser cortado
por una enzima especifica y la proteina queda como proalbumina,
Esta pasa entonces al interior del retlculo endoplasmico, de aqul
al aparato de Golgi, y finalmente a las vesiculas de secrecién.
El corte del fragmento pro parece tener lugar en el complejo de
Golgi distal incluyendo a las vesiculas secretoras (126). Se

- plensa que la formacién de los puentes disulfuro se lleva a cabo
inmediatamente después de su sintesis o después de que se haya

sintetizade cada dominio (127}.

2.2 ESTRUCTURA DEL GEN DE ALBUMINA Y REGULACION DE SU SINTESIS

El gen de albdmina es uno de los genes eucariontes mnds

estudiados por lo que se conocen muchas de sus caracteristicas.
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En la ‘Fig. 3 (128,129) se representa esguemdticamente la
estructura de este gen. En la rata estd forwmado por 14,900
nucledtidos con 15 exones y 14 intrones (128,130). Presenta una
secuencia intensificadora ("enhancer”} a 10 kb hacia el extremo
5* del promotor (131). Posteriormente estd la regién promotora
entre los nuclesétidos =~150 & -170 y -30, donde se encuentran
algunas secuencias especificas (elementos cis) a las cuales se
unen los factores de transcripcién (elementos trans), y las
secuencias CCAAT ("CAAT-box"”}, en la posicién -120, y TATATT
{"TATA box") en la posicién -65 (128}, a 90 y 30 pares de bases
{pb) respectivamente hacia la 20 regién S5' de los sitios de
casquete ("cap") probables (132}. Posteriormente se encuentra el
sitio de iniclacién de la traduccién (ATG) seguido por el gen
estructural compuesto por 15 exones y 14 intrones anterioremente
mencionados. Al exén del extremo 5' se le conoce como exén lider
o exén Z y en estel se encuentra codificada la regién 5! terminal
del mensajero, los péptldos prepro y los primercs 2 1/3 aa de la
protelna que se secreta (130). Los doce exones siguientes o
intermedios (A~L) son los que contienen la informacién para la
sintesis de la protelna que se secreta. Dentro de estos doce
axones hay tres zonas con una gran similitud tanto de secuencia
com6 de tamano, cada una formada por 4 exones en los cuales se
encuentran codificados los aa que forman las asas estructurales
de la protelina (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 gue dieron lugar a los doce exones (130).
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Figura 3. A) Estructura del gen de albdmina. Lan barras nedras
indican la posicién y longitud proporcienal de loe oxonen, Loo
espacios vaclos entre las barras indican los Intrones, las letras
indican el nombre que corresponde a cada exdédn, NI} Mapn  de loo
exones del ARHm de albémina de rata. Los ndmeros sobruo lon oxonos
indican la posicién del primer nucledtido de cada oxbp an
relacidn al codén de iniclacién de 1a traduccidn., fSe indica la
regién que abarca el ADNc utilizado en el preusente trabmjo (pAlb
87) y los nucledtidos donde inicia y taermina (109 y 17134,
respectivamente). Adaptado de las referencias 128 ¥ 129,
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Estas caracterlisticas las presenta también el gen de alfa-
fetoproteina por lo que se cree que ambos genes surgieron por la
duplicacién 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 D ya que comparte muchas
caracteristicas (97). Después de los doce exones intermedios se
encuentran l1os exones M y N en el extremo 3' del gen. Estos dos
exones tienen secuencias presentes en el ARNm maduro pero gue no
se traducen. Su funcién se desconoce a pesar de que incluyen el
codén. de terminacién de la traduccién (exén M) y los sitios de
poliadenilacién (exédn N). En el humanc hay dos sitios de
poliadenilacidn, uno a 164 nucledtidos del inicio del exdn N y
otro a 325 nucledtidos, siendo mads utilizado el primere. Sin
embargo, en la rata solo se ha encontrade un sito de
poliadenilacién a 143 nucleétidos del inicio de este exdn (132).

Se han analizado las secuencias de la unién intrén-exén de
un gran namero de genes. lLa secuencia concenso para los extremos
5' y 3' de los intrones son (A/G}AG-GTAAGT y TY-TYYYTCAG-G
respectivamente (donde Y = T & C), de tal forma gque casi siempre
es posible definir el sitioc de rompimiento y unién ("splicing")
de un intrén, siendo los primeros dos nucledtidos GT y los dos
wltimos AG, En el caso del gen de albémina se cumple con esta
regla concida como la regla GT-AG (130).

Los sitios de uniédn de factores de la transcripcién de los
cuales se hablé anteriormente y gque se encuentran dentro de la
regién promotora del gen estAn entre las bases -170 y -30C ("TATA
box")., En esta regién hay al menos 6 sitios de enlace para

proteinas especlificas que se unen al ADN (136,137);
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Sitios de uniédn Protelnas

en el ADN especificas
(elementos cis) (elementos trans}
3t A C/EBP

B HNF1

(o4 NF-Y

D C/EBP, DBP

E NF1l- NF1l
5! F C/EBP

Estos factores estiAn presentes en tejldos diferentes al
higado, como en bazo y cerebro, pero en muy baja concentracién.
El factor nuclear de hepatocito 1 (HNF1l) es el factor que juega
el papel dominante en la determinacién de la transcripcién

especifica del tipo celular jin vitro del gen de albumina. La

adicién de este factor purificado a extractos nucleares de bazo,
los cuales carecen de este factor, estimula fuertemente 1la
acvividad del promotor de albtmina. Este es el tnico factor
altamente glucosilado. Ademds de estimular la transcripcién
directamente uniéndose a su elemento gis (B), el factor nuclear
de hepatocito 1 puede intensificar la actividad del promotor de
albimina interactuando cooperativamente con otros factores traps
(137).

se han identificado elementos similares en los flancos 5' de
muchos - otros. genes hepdticos (138-140) y parece ser que estos
elementos unen este factor nuclear de hepatocito 1 (141).
Ademds, se ha visto que el elemento B donde se une el factor
nuclear de hepatocito 1 es la uUnica secuencia bien conservada de
los promotoros del gen de albdmina de Xenopus, pollo, ratén, rata
y humano,

otro de los elementos mads fuertes para activar la

22



transcripcién de una manera especifica del tejido es el sitio de
unién A donde se une el factor C/EBP, El sitio de unién C, donde
se une el factor NF-Y, tienc un potencial de activacién menor y
es menos especlfico, es igual de eficiente en extractos
nucleares de hlgado gque en los de bhazo. El resto de los elementos
son sitios activadores relativamente débiles (142).

Asimismo, Frain y cols. (143) definieron dos regiones
funcionales diferentes para la transcripcién eficiente del gen de
alb¥mina de humano, ademds de la regién promotora: un elemento
negativo localizado entre las bases =673 y =-486, y un
intensificador escenclial para la transcripcién eficiente de
albdmina localizado entre las bases -486.y -221. Los estudios de
unién de protelnas han demostrado gue un factor trans del hlgado
gue interact®a con la regién del intensificador es el bien
caracterizado factor de transcripcién LF-Bl, el cual se une a los
promotores de varios genes especificos del hlgado. El hecho de
que el mismo sitio de unién funcione tanto en un intensificador
como en un promotor sugiere que estos dos elementos influyen en
la iniciacién de la transcripcién a través de mecanismos
similares.

Schreiber y cols. (144) han sugerido que el fragmento pro
liberado durante el procesamiento de la proalbdmina puede tener
un efécto de retroalimentacién positiva aumentando la sintesis de
albimina. Sin embargo, Weigand y cols. (145,146) sintetizaron el
fragmento pro de la albémina, pero no pudieron demostrar 1la
accitn de este en la sintesis de albumina ni de proteinas totales

en hepatocitos, inclusoc encontraron una ligera disminucién (del
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12%) en la sintesis de albimina y upa clara disminucién en un
sistema acelular de sintesis de protelnas (147). Estos
experimentos estdn en contra de la hipétesis de Schreiber y cols.
(144). Por otra parte, no analizaron el efecto que pudiera tener
el fragmento pro en la transcripcién,

Ademas de los elementos cis y Ltrans, se ha visto que el
proceso de transcripcién del gen de albémina, y de muchos otros
genes, puede estar requlado por cambios globales o locales en la
conformacién de la cromatina {sitios hipersensibles a la ADNasa),
asl como por el nivel de metilacién de ciertas citocinas
especificas, es decir, el numero de metilaciones en los genes
inactivos es mayor que en los activos y se ha sugerido que
cuando dAisminuye el nuimero de metilaciones se induce 1la
transcripcidn del gen (148).

Hay muchos factores que parecen influir en la sintesis y
degradacién de albdmina in vivo. Entre estos se encuentran la
nutricidén, el estrés, la presidn oncética, las hormonas y varias
enfermedades (149). Aunque es muy dificil asegurar la influencia
especifica de cada uno de estos factores en presencia de muchos
mecanismos regulatorlos, parece clare gque uno de los nas
importantes es la nutricién adecuada. El efecto de la alteracién
en la ingesta de proteinas en la sintesis de albimina es mucho
mAs marcada -gue. en la produccién total de proteilnas hepAticas
(149}, o )

Las hormonas tiroideas y la cortisona aumentan la sintesis
de albtmina. La sintesis del ARNm y el ARN ribosomal esta
reducida en animales tiroidecteomizados, La cortisona estimula la

sintesis de ARN hepédtico total y hay evidencias de que.la
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cortisona estimula la produccién de albémina sérica (149). El
tratamiento de células Hep~-G2 con triyodotironina aumenta 1la
secrecién de albumina lo cual puede explicarse por el aumento en
su ARNm (150) y esto también se ha observado en Xenopus laevis
{151). Sin embargo, otros autores han obser;lado que la
triyodotironina no tiene efecto sobre la transcripcién del gen de
albdmina en cultivos de hapatocitos de rata {152) lo cual indica
que el aumento en la sintesis de albimina y de su ARNm por 1la
triyodotironina se debe a procesos post-transcripcionales.

Se ha sostenido que la insulina es necesaria para una
produccién mdxima de albimina en higado perfundido aislado y se
han demostrado alteraciones en la estabilidad de polisomas y del
reticulo endopldsmico en la diabetes experimental (149). Por otra
parte, se ha visto que hay un aumento en el ARNm de albémina 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 transcripcién del gen (153), lo cual
también se ha observado en cultivos de hepatocitos de rata (152).

También hay una clara disminucién en la concentracién de
albdmina 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 albuimina
son el factor de necrosis tumoral alfa y la vasopresina, a nivel
de ARNm (154,155), y el anestésico halotano (156).

La .transcripcién del gen de albdmina disminuye dramdticamente

si no se adiciona suero y hormonas al medio de cultivo de
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hepatocitos, y esta disminucién se previene por la adicién de
dexametasona, la cual restablece la transcripcién (152). Ademas,
en ratas adrenalectomizadas la transcripcién del gen de albumina
disminuye pero se restablece con la administracién de
hidrocortisona. Todo esto estd apoyado por la identificacién de
una secuencia regulatoria que responde a glucocorticoides entre
las bases -150 y -62 entre el "TATA box" y el "CAAT box" en el
flanco 5' del gen de albumina. La cicloheximida inhibe 1la
induccién de la transcripcién de este gen por dexametasona, lo
cual sugiere que una proteina mediadora radpidamente inducida, que
también es regulada por glucocorticoides, estd involucrada en la
induccién de la expresién del gen de albumina por estas hormonas.
El gen de alblmina también se regula por otras hormonas ademds de
los glucocorticoides. El glucagon potencia la induccién de la
transcripcién por dexametasona, aunque el glucagon solo no tiene
efecto sobre la transcripcién (152), pero si sobre la sintesis de
proteinas (149). Por el contrario, la epinefrina suprime la
estimulacién de la expresién del gen de albtémina por dexametasona
(152).

Por otra parte, parece que las propiedades osmdticas de ' la
albdmina juegan un papel importante en la regulacién de la

produccién de albdmina tanto in vivo como in vitro (32,37-39,

149, 157, 158).

En algunas enfermedades se han descrito alteraciones en el
nivel de albémina, y en algunas de ellas la determinacién de esta
proteina se ha usado como herramienta de pronéstico. Algunas de
estas enfermedades donde se desarrolla hipoalbuminemia son la

cirrosis hepdtica, infeccién crénica, tumores con metdstasis,
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desnutricién asociada a trauma o procedimientos quiruwrgicos,
lesiones masivas de la piel y recuperacién de traumas; también se
ha encontrado hipoalbuminemia en lesiones especificas que
involucran al tracto gastrointestinal, en la analbuminemia, 1la
nefrosis y el alcoholismo. El estrés, lesiones, ciruglas y
enfermedades de la piel son otros sindromes asociados
frecuentemente con alteraciones en la producciédn de albtmina
(149,159,160) .

Durante la inflamacién disminuye la sintesis de albimina y
los niveles hepdticos de su ARNm (161). Se ha postulado que los
productos monociticos, especialmente la interleucina 1, juegan un
papel importante en esta reduccién (162).

En la regeneracién hepdtica inducida  con ccl, 1la
transcripcién del gen de albumina disminuye un 85% mientras que
la transcripcién del gen de alfa-fetoproteina aumenta de niveles
noe 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 transcripcién,
lo cual indica que los niveles del ARNm de albumina, asl como los
de alfa-fetoprotelna, estd&n regulados a nivel transcripcional en
la regeneracién hepdtica (163).

Por otra parte,. en la fibrosis hepAtica inducida por ccl,,
Panduro y cols, (164) encontraron que durante la fase inicial
hay una disminucién en la transcripcién del gen de albdmina
asociada con un aumento en la transcripcién del gen de alfa-
fetoproteina. Posteriormente, ya durante el desarrollo de la

fibrosis, mientras la transcripcién del gen de albtimina se
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mantiene normal ¢ incluso aumenta, la transcripcién del gen de
alfa~-fetoproteina disminuye (164).

Al analizar la velocidad de transcripcién y los niveles de
ARNm de algunos genes especificos o preferenciales del higado
durante el desarrollo normal de la rata, Panduro y cols. {(165)
encontraron ejemplos de control transcripcional como albumina,
alfa-fetoproteina vy transferrina, y de " control pos~
transcripcional como GPA vy apos A-I y E, asl como de
regulacién mixta. Tambidn observaron que en algunos genes el
modo predominante de regulacién de su expresién puede cambiar de
transcripcional a post-transcripcional en diferentes etapas del
desarrollo del hlgado y que algunos miembros de familias
multigénicas (como las apos) pueden mostrar modos de regulacidén
independientes y algunas veces contrastantes (165).

En ratas quemadas, la velocidad de transcripcién del gen de
GPA se mantiene constitutiva, 1los genes de alfa 'y gama
fibrindgeno se activan, mientras que la transcripcién del gen de
albdmina disminuye. La concentracién de ARNm de GPA y de
fibrinégeno aumenta, mientras que la del ARNm de albimina
disminuye (166). Comparando los cambios en las velocidades de
transcripcién con los niveles de ARNm se concluyd gue las
concentraciones del ARNm de GPA se regulan predominantemente por
un mecanismo postranscripcional, las del ARNm de albdmina por un
mecanismo transcripcional 'y los del ARNm de fibrindgenc por una
combinacién de ambos (166). ‘

Entonces, en general y hasta la fecha se ha aceptado gque la
sintesis de albumina estd regulada a nivel transcripcional,

excepto en el caso de los cambios por triyodotironina o  por
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insulina.

3. TRANSFERRINA
3.1 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 polipeptidica, contiene 6% de carbohidratos (en
humano) y tiene un peso molecular de 79,600 d en el humanc y
76,500 d en la rata (167-169). Presenta muchos puentes disulfuro
intracatenarios por lo que tiene una estructura compleja (169).
Su concentracién en plasma es de 200-400 mg/dL (168). Es 1la
protelna responsable del transporte de hierro desde las
superficies de absorcién hasta la médula ésea donde se incorpora
al grupc hemo de la molécula de hemoglobina (167). Cada molécula
une especlficamente dos Adtomos de hierro libre (170). Parece que
no solo se produce en el higado sino también en bazo, médula ésea
y nédulos linfaticos (169). También transporta hierro en
cantidades pequefias al hlgado y otros tejidos para la
incorporacién a sistemas enzimadticos que contienen hierro (por
ejemplo, los citocromos) (170). La transferrina se une a los
receptores de superficie de los reticulocitos, entra a la célula
Yy libera ‘el. hierro,  después regresa. a la sangre como

apotransferrina libre de hierro (171).
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3.2 ESTRUCTURA DEL GEN DE TRANSFERRINA Y REGULACION DE SU
SINTESIS
El gen de transferrina pertenece a una familia génica
compuesta por el gen de melanotransferrina (una protelna de
membrana que une hierro), el gen de lactotransferrina (una
proteina que se presenta en la leche y otro fluldos), un
pseudogen de transferrina y el gen del receptor de transferrina
(172). Esta familia génica se encuentra en el brazo g cel
cromosoma 3 humano (172). Hay una sola copia del gen de
transferrina en el genoma humano y de pollo (173). La secuencia
de bases de este gen ya se conoce. Tiene un tamafio total de
aproximadamente 33.5 kb y estd organizado en 17 exones (numerados
del 1 al 17) separados por 16 intrones (A-P). La longitud de los
exones varia desde 33 nucledtidos (exédn 11) hasta 206 nucledtidos
(exén 17) teniendo longitudes en promedio de 150 nucledtidos. La
‘longitud de los intrones varia de aproximadamente 675 nucledétidos
(intrén F) hasta 5300 nucledtidos (intrén N), la longitud de los
intrones es mucho mds heterogénea que la de los exones (172)., La
longitud del ARNm de transferrina de humano es de 2315 pb (174).
Este gen cumple con la regla GT-AG para la unién intrén-exédn
(172). El sitio de iniciacién de la transcripcién se localiza 50
pb hacia el extremo 5' del codén de inicliacién de la traduccién.
‘Dentro de la regién 5' del gen de transferrina se enpcuentra un
"TATA box" y dos "CAAT box" (172).
Se cree que el gen actual de transferrina surglé de un gen
ancestral gue sufrié una duplicacién intragénica ya que las
mitades amino y carboxilo terminales de la protelna presentan una

gran homologla, y de esta manera la protelna gané dos sitios de
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unién para el hierro que transporta (173).

La longitud total .del ARNm de transferrina es de 2315 pb.
Analizando 620 pb de la regién 5' del gen de transferrina humano
se. encontraron varias regiones reguladoras c¢is: multiples
elementos reguladores unidores de metales, dos secuenclas de
unién del factor de transcripcién Spl, un elemento del receptor a
progesterona, una secuencia regulatoria que une glucocorticoides,
“un dominio regulatorioc de AMPc y varios intesificadores g¢is
(174). Asimismo, otros autores, analizando también la secuencia
nucleotidica de la porcién 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 senal de reaccién 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 interferédn gama que estan
altamente conservadas en las regiones promotoras de estos genes y
que se ha sugerido que funcicnan como elementos regulatorios cis.
Esta secuencia podria estar involucrada en la activacién
transcripcional coordinada de estas protelnas antes de la
proliferacién de linfocitos (175).

El gen de transferrina’ contiene un elemento cis especifico
del higado (PRI) en los nucledtidos -76 a -51 cuya secuencia de
ADN es homdloga a una secuencia presente en la regién 5!
escencial para la transcripcién del gen de antitrombina III de
humano y a otra secuencia especifica de higado de) promotor del

gen de alfa-1 antitripsina (dominio A) (176). El factor trans Tf-
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LF1 que se une al elemento gis PRI interactda con la regién
homéloga de antitrombipa III, pero es diferente del factor LF-Al
que interactWa con el dominio A del promotor del gen de alfa-l
antitripsina. El centro de este elemento PRI presenta la misma
secuencia de 10 nucledtidos gque el elemento DRI, el cual es un
elemento regulatorio positivo distal del mismo promotor
localizado en los nucleétidos ~480 a -454; y el factor trans que
se une a este elemento, Tf-LF2, es diferente del factor gque se
une al elementc 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~3B)
y de carcinoma epitelial (HelLa) se han identificado cuatro
regiones diferentes funcionalmente: a) un promotor para la
expresién especifica de higade entre las posiciones -125 y -45;
b) una regién del promotor distal de ~620 a -125 pb conteniendo
elementos cis poslitivos y negativos los cuales regulan 1la
actividad del promotor; c) una regisén con accién negativa a ~1.0
y ~0.6 kb del promotor; y 4) un intensificador localizado entre
~4.0 y -3.3 kb que es mis activo en células de hepatoma gue en
células Hela (177).

Aunque el higado es el principal sitio de sintesis de
transferrina, este gen se expresa en menor proporcidhn en otros
tejidos como linfocites T, Vm\isculo fetal, y = oligodendrocites
del cerebro (177, 178). La concentracién mids alta del ARNm de
transferrina en rata estd en el higado y en el plexo coroide de
los ventriculos lateral y tercero. Se han encontrado bajas
concentraciones en médula y tdlamo, plexo coroide del do.

ventricule, corteza cerebral, hipotdlamo, cerebelo, pituitaria,
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testlculos, placenta, estémago, bazeo, rinén, misculo y corazén
(179} .

La sintesis de transferrina se estimula por hormonas
esteroides y por la deficiencia de hierro nutricional tanto en
higado de rata como de polle (177). Por otra parte, el AMPc
disminuye la sintesis y secrecién de transferrina en células
epiteliales del plexo coroide de rata (180} lo cual debe estar
mediade por el dominio regulatoric 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)., Ademds, la
hidrocortisona reduce marcadamente los niveles del ARNm de
transferrina (181).

Hay evidencias de que la vitamina A (182}, los estrégenos
{183) y la dexametasona (184) estimulan la transcripcién del gen
de transferrina.

Por wltimo, hay evidencias experimentales de que la
biosintesis y secrecién hepdtica de transferrina, y probablemente
de otras protelnas séricas, se inhibe por la estimulacién del
nervio simpatico y aumenta por la estimulacién del nervio

parasimpatico (185).

4. FIBRINOGENO
4.1 CARACTERISTICAS DEL FIBRIROGENO

El fibrinégeno, también conocide como factor I de la

coagulacién, es una glucoproteina con un peso molecular de
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aproximadamente 340,000 d (167), contiene un 3% de carbohidratos
- (168), su concentracién normal en plasma es de 200-455 mg/dL
(169) y se sintetiza en el higado (167). Esta proteina estd
compuesta por tres pares de cadenas polipeptidicas unidas por
puentes disulfuro para formar una molécula 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 fibrinégeno es la proteina central involucrada
en la coagulacién sangulnea ya que es el precursor del coidgulo 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
“reaccién “inflamatoria- aguda por lo que se. ha usado como. un

indicador sensible de inflamacién (187).

4.2 ESTRUCTURA DEL GEN DE FIBRINOGENO Y REGULACION DE SU
SINTESIS

En realidad la sintesis de fibrinégeno depende de una familia
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de 3 genes localizados en una pequefia regién de 50 kb del brazo
largo {g) del cromosoma 4 del humano (188). En el genoma humano
existe solo una copia de cada gen, el gen que de la cadena alfa
estd 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 cadepas alfa y gama se transcriben hacia el gen
de la cadena beta. En cambio, este Wltimo se transcribe en
direccién opuesta y en la hebra complementaria de ADN (188).

Las cadenas alfa, beta y gama del fibrinégeno estan
codificadas por ARNms de 2300, 2050 y 1950 nucledtidos
respectivamente en la rata (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 5 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
funéionales de la prbteina como por ejemplo, -sitios de .enlace
disulfuro, sitios de glucosilacién, sitios de unién de calcio y
sitios que pueden unir el extremo amino de otras cadenas beta
durante la polimerizacién de la fibrina (190).

Debido a la similitud de secuencias de aa y de nucleétidos
entre los tres genes, asl como por similitudes de los dominios

intrén-exédn en los extremos 5' de estos genes, se cree que los
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genes de las diferentes cadenas del fibrinégeno surgieron, al
igual que los de otras familias génicas de eucariontes, por
duplicacién y divergencia de un gen ancestral. Se piensa que un
gen ancestral se duplicé para formar el gen de la cadena alfa y
el gen pre beta-gama, posteriormente el gen pre beta-gama se
duplicé para dar lugar a los genes individuales beta y gama
(188). Existen algunas teorlas para explicar el inesperado
‘arreglo actual de estos tres genes (188}.

Al analizar el ensamble de las cadenas de fibrindgeno en
células Hep-G2 se encontrd que las células contienen pozas
intracelulares de las cadenas A-alfa y gama que participan en- el
ensamble del fibrinégeno. Este comienza mientras las cadenas B-
beta naclentes incompletas estdn 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 reticulo endopldsmico. Mas tarde
otras cadenas A-alfa y gama se adicionan por la formacién
ordenada de puentes disulfuro, dirigiendo la formacién eventual
del f}.brianeno dimérico (191). Estas observaciones sugieren que
la slntesis de la cadena B-beta puede ser el factor limitante en
el ensamblaje del fibrindgeno y que la produccién de esta
protelna puede ser facilmente regulada modificando la velocidad
de sintesis de la cadena B-beta (191). Sin embargo, Crabtree y
Kant (192) han demostrado que en la estimulacién de sintesis de

fibrinégeno en higado de rata por la desfibrinacién hay una

36



acumulacién virtualmente idéntica del ARNm de las tres cadenas
Yy, aungue estos autores no sablan si los cambios en los niveles
de los ARNm estaban en funcién de su transcripcién o de su
estabilidad, las cingéticas similares de la acumulacién sugerian
que un mecanismo comyn era el responsable de coordinar los
niveles de cada uno de los ARNm del fibrindgeno (192). Por otra
parte, durante la reaccién de fase aguda también se ha observado
este aumento simultdneo de los ARNm de las cadenas alfa, beta y
gama del fibrinégeno. Esto sugiere fuertemente que la
transcripcién de los tres genes estd regulada coordinamante.
Ademds, al comparar las secuencias de las regiones gue rodean los
puntos de iniciacién de la transcripcién de los genes de
fibrinégeno de la rata, se encontraron dos regiones homdlogas.
Una regién consiste de 15 nucleétidos que tiene una parte central
comin de 6 nucledtidos y estd entre las bases -116 y -160; la
otra es de aproximadamente 100 nucledtidos de longitud y estéd en
la regién -165 a =-472. Se cree que estas 4reas de secuencias
conservadas juegan un papel en la regulacién de la transcripcién
de fibrinégeno (192). Ademds, el gen de beta-fibrinégeno tiene
una secuencia de 22 nucledtidos en la posicidn -480 que es
homéloga a secuencias que se presentan en genes regulados por
glucocorticeoides en una posicién similar (193).

Por otra parte, Courtois y cols. (194) encontraron que el
7 factor nuclear de hepatocito 1, la proteina nuclear que se une al
elemento B del promotor del gen de albdmina (140,141}, t#mblén se
une a una secuencia que se reguiere para la transcripcién
especlifica de hepatocito de los genes de las cadenas alfa y beta

del fibrindgeno. El elemento ¢is que une al factor nuclear de
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hepatocito 1 se encuentra en la posicién -102 a -75 del promotor
del gen de la cadena beta del fibrindégeno (194). La restringida
expresién del factor nuclear de hepatocito 1 y su interaccién
selectiva con regiones de control de varios genes especlficos del
higado como el de la alfa~1 antitripsina, ademds de los gque ya se
han mencionadeo, indican que esta proteina estd involucrada en la
expresién génica requlada por el desarroclle en el higado.

Por otra parte, Morgan y cols. (195) encontraron que las
secusncias entre 88 y 43 pb hacia el extremo 5' del sitio de
iniciacién de la transcripcién del gen de la cadena gama del
fibrinégeno, funcionan como elementos gis para dirigir 1la
sintesis de su ARNm en hepatocitos transfectados. Estos autores
demostraron que dos factores transcripcionales conocidos y uno
probable, interactdan con esta secuencia de 47 pb: el factor gde
transcripcién 51 interact®a con las secuencias entre -51 y -46,
adyacente a este sitio, entre los nucledtidos -66 y -53, hay una
secuencia gue une un factor que se une al "CAAT box" y, por
vltimo, en el lado 5' de este sitio, estd el sitio de unién el
factor transcripecional de adenovirus (MLTF) (195).

Una consecuencia de la interaccidn de estas protelnas es que
se desarrolla una curvatura en el ADN en o cerca de sus sitios de
inﬁeraccién, lo cual apoya la teorla de que los cambios en
la conformacién del ADN puede regular la expresisdn génica.

Los glucocorticoides y el factor estimulador de hepatocitos
(HSF}, un polipéptido derivado de monocitos/macréfagos, son
potentes reguladores de la biosintesis del fibriondgeno. Se ha

visto que, en cultivos primarios de hepatociteos 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
secrecién de fibrindgeno (y 19s niveles de ARNm citoprdsmico en
el casc del factor estimulador de hepatocitos), ocurre una mucho
mayor elevacién en la produccién de fibrindgeno cuando esté&n
presentes ambos factores. Los experimentos de "run-off' nuclear
revelaron que el factor estimulador de hepatocitos estimula la
transcripcién, mientras que los glucocorticoides no. Sin
embargo, se requieren ambos factores para una transcripcién
maxima. Estos hallazgos proporcionan una fuerte evidencia de que
el factor estimulador de hepatocitos es un regulador
transcripcional de los genes - de fibrindgeno y que la
potenciacién por glucocorticoides de la transcripcién es ejercida
a través de un mecanismo que involucra la sintesis de protelinas,
Es decir, estos datos demuestran que se requieren dos tipos de
moléculas reguladoras en el control de la expresién del gen de
fibrinégeno: una hormona polipeptidica (factor estimulador de
hepatocitos) que aumenta la transcripcién y un esteroide
(dexametasona) que intensifica la accién del polipéptido (196).

otros estimulos patolégicos o fisiolédgicos que influyen - en
la produccién de fibrinégeno por el higado son la hormona del
crecimiento, el embarazo, polipaptidos liberados de leucocitos
durante la inflamacién aguda (189), la produccién de heridas, o

-la - infeccién bacteriana (197),
El ARNm de fibrinégeno estd presente no solo en higado sino

en rihones de ratas neonatales y en el saco vitelino (198).
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5. GLUCOPROTEINA ACIDA ALFA-1
5.1 CARACTERISTICAS DE LA GLUCOPROTEINA ACIDA ALFA-1

La glucoproteina 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 Yy sus niveles aumentan consistentemente en respuesta a
infecciones, inflamacién y malignidad (199). Tiene un peso
molecular de 40,000 d (169), contiene un 38% de carbohidratos
(168) 'y estd formada por una sola cadena polipeptlidica 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 concentracién en plasma es de
55 a 140 mg/dL (169) y se sintetiza en el higado (167). A pesar
de su concentracién relativamente alta, lo cual la hace una de
las principales protelnas del plasma, y del conocimiento de su
estructura, su papel biolégico adn no se conoce con certeza. Se
han acumulado algunas evidencias de que la GPA estd 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 aztcares. Ademds, también tiene la capacidad de unir
drogas lo cual se ha estudiado en los dltimos afos. Parece ser de
especial importancia en el metabolismo de drogas badsicas como
son el propranolol o la quinidina, asi{ como también de drogas
psicotrépicas como diazepam e impiramina (199). También se ha
informado que la GPA contiene un cofactor para la reaccién de la

lipoproteln lipasa que parece ser un glucosaminoglucano (52-54).
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.'3in embargo, a pesar de estas mdltiples propiedades, no se le ha
asignado un papel clare o definitivo a esta proteina y at#n
pertenece al grupo de las proteinas plasmiticas para las que se

estd buscando una funcién.

5.2 ESTRUCTURA DEL GEN DE GLUCOPROTEINA ACIDA ALFA-1 (GPA) Y DE
SU SINTESIS

Los andlisis 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
pensé gue se debla a mutaciones puntuales, pero ahora se ha
demostradc que esto puede explicarse por la existencia de tres
regiones adyacentes que contienen la informacidn para la slintesis
de GPA 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 organizacién intrén-exén pero
tienen diferente potencial de codificacién, es decir, el gen
GPA-A se expresa mds 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 informacién para
dirigir la transcripcién y es practicamente idéntica en los .tres
genes humanos. Una posibilidad para explicar que el gen GPA-A se
exprese aproximadamente 100 veces mads gue los otros dos, es gue
la informacién presente en los intrones (la mayoria de los cuales
se ha secuenciado sin revelar ninguna diferencia interesante)

podrla ser la responsable. La otra posibilidad es un efecto de la
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posicidn por lo cual la transcripcién estd esencialmente limitada
al primer gen del grupo. Esto se ha observado en otros grupos de
genes como son los de haptoglobina {202).

Los genes de la GPA de humano y de rata estdn formados por 6
exones (I-VI} interrumpidos por S intrones. El sitio de
iniciacién de la. transcripcién se encuentra 36 bases hacia el
extremo 5' del codén de iniciacidén de la traduccién ATG, aungue
es probable que haya otros sitios de iniciacién del lado 5' de
este sitio de iniciacién (202). En la rata se han encontrado al
menos 2 de estos sitios separados por 12 nucledtidos (204). La
regién promotora tiene un "TATA box".

El ARNm de la GPA de humano tiene aproximadamente 850 bhases
de longitud. En la regién 3' no codificadora se encuentra la
sefal de poliadenilacién (AAUAAA) 17 nucledtidos hacia el extremo
5' de la regién donde se adiciona la poliadenina (205) y 18 en la
rata (204).

La expresién del gen de GPA aumenta con el factor de necrosis
tumoral alfa (THF-alfa), interleucina-1 (IL-1), interleucina 6
(IL-6}, factor inhibitoriec de la leucemia (LIF) vy
glucocorticoides en células Hep-G2 (206).

La copia wnica del gen de rata presenta dos regiones
regulatorias separadas que son necesarias y suficientes para
reproducir el patrén de regulacién del gen de GPA en células Hep-
G2 (206-208}, La estimulacién por glucocorticoides esti mediada a
través de un solo elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE)
en la posicién -120 a -64 con respecto al sitio de iniciacién de

la transcripcién. Upa secuencia de 142 pb localizada entre las
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posiciones =-5300 a <5150 y por lo tanto denominada elemento
regulatorio distal (DRE) 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 vivo que apoyan la idea de que se necesitan
por lo menos dos secuencias del extremo 5' para la induccién de
la GPA durante la inflamacién inducible por interleucina-§ (209).

Se ha encontrado una proteina gue se une al ADN en células de
hepatoma que interactda con los elementos gque responden a la
interleucina-6 de los genes de varias proteinas de fase aguda
(210-212). Los datos obtenidos indican que se requiere de la
interaccién de varias secuencias en el elemento regulatorio
distal para alcanzar el potencial regulatoric éptimo. Por su
importancia, se ha anali-ado m&s a fondo el elemento regulatorie
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 ;egien que
responde a la interleucina-l confinada a los 62 pb del extremo 5!
del elemento regulatorio distal cuya funcién parce depender de al
menos dos componentes separados, Yy que también responden a
tratamiento can éster de forbol, y la regién que responde a la
interleucina-6 y que depende de uﬁa secuencia de 54 pb localizada
en la mitad 3' del eclemento regulatorio distal. Ambas regiones
presentan un efecto sinergistico sobre la expresién del gen de
GPA (203). Se han obtenido resultados que sugleren gque 1la
regqulacién transcripcional a través del elemento regulatorio
distal debe estar controlada por modificaciones post-

transcripcionales de factores trans que estdn constitutivamente
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unidos al elemento regulatorio distal (203}.

Se ha visto que durante la inflamacién los niveles hepatices
del ARNm de GPA aumentan hasta 90 veces con respecto a sus
niveles normales y este aumento es el responsable de la elevacién
en la concentracidn plasmidtica de la proteina (213).

La GPA y la prealbumina se sintetizan a bajos niveles en el
higado de ratas normales y no hay una asociacién de sus genes con
la matriz nuclear, en cambio, la alb®mina, la transferrina y la
cadena beta del fibrindgeno se sintetizan a niveles mucho méds
altos en el higado normal y sus genes estan asociados a la matriz
nuclear. Durante la inflamacidén aumenta la sintesis de GPA y de
beta-fibrinégeno y la asociacién de sus genes con la matriz es
m&s fuerte gque en condiciones normales, sin embargo, 1la
disminucién en la sintesis de albdmina no altera la asociacién de
su gen con la matriz. Estas observaciones sugieren que, aungque la
asociacién de un gen con la matriz nuclear puede alterarse por
cambios en su nivel de expresidn, no todos los cambios en la
expresidn de un gen alteran su asociacién con la matriz nuclear

(214) .
6. APOLIPOPROTEINAS AI ¥ E

6.1 CARACTERISTICAS DE LA APOLIPOPROTEINA Al (apo AI)

La  apo Al es la apolipoproteina m&s abundante de las

lipoproteinas de alta densidad (HDL), aungue tamblén ests
. ]

presente en quilomicrones y en lipoprotelinas de muy alta densidad

(VHDL) {215). Estd representada en su forma menomérica por una
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sola cadena polipeptldica de 243 residuos de aa con un peso
molecular de :3,016 d, que puede formar agregados de mayor peso
molecular cuando se asocian varias de estas cadenas entre si en
amortiguadores acuosos, interactida con superficies anfifilicas y
activa a la lecitin colesterol acil transferasa, Esta wltima
enzima es la vresponsable de la generacidén de ésteres de
colesterol a partir de colestercl no esterificado en el plasma.
La concentracién de apo AI en plasma es de 100-200 mg/dL. Se
sintetiza principalmente en higado e intestino. En ambos tejidos
se sintetiza como pre-pro apo AI, la cual tiene 24 residuos de aa
mds que la apo AI madura en el extremo amino. De estos 24
residuos de aa, 18 pertenecen al segmento pre o piptido senal, y
6 pertenecen al segmento pro. El fragmento pre se escinde
intracelularmente por una peptidasa sefal, mientras que el
segmento pro se escinde en una unién Gln-Asp extracelularmente,
Se sabe que esta proteasa tiene una afinidad por lo
guilomicrones, VLDL y HDL, y que se disocia de la superfice de
estas lipoprotelinas con concentraciones altas de sal. No se
conocen aun la fuente y las propiedades moleculares de estas
enzimas. Su participacién en la conversién de prepro apo AI a apo
AT sugiere que puede jugar un papel en el proceso de ensamble y

maduracién de HDL (215).

6.2 CARACTERISTICAS DE LA APOLIPOPROTEINA E (apo E)

La apo E es una glucoproteina de una sola cadena
polipeptidica de 299 residuos de aa con un peso molecular de

34,145 d y que contiene diferentes cantidades de carbohidratos
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(215)., Su concentracidn plasmidtica es de 3.6 mg/dL. En el plasma
normal, la mayorla de la apo E estd asociada con VLDL, con las
fracciones mds ligeras de HDL (HDL y HDL,) y con IDL. Despuéds ove
la ingesta de colesterol, la apo E también se encuentra en una
lipoproteina HDLc, la cual es mids grande gue HOL, ¥y
particularmente rica en esta apolipoproteina. La apo E consiste
en varias isoproteinas que difieren en tamafo y/o carga come
consecuencia de las mutaciones de aa y del contenide de Aacido
sidlice. De acuerdo con los resultados obtenidos en el
laborartorio de Breslow, la apo E se sintetiza y se secreta con
residuos de &cido sidlico que se pierden en circulacidén, Por
razones estructurales aun no definidas, la apo E es reconocida
por el receptor de LDL (o receptor apo B/E} presente en tejidos
hepiticos y extrahepdticos. También es un ligando especlfico para
el receptor de apo E hepadtico involucrado en la captacién de los
remanentes de quilomicornes del plasma. En la apolipoproteina
madura la regién de unién del receptor se localiza entre los
resiudos 140~150. Inicialmente se pensdé que la sintesis de apo E
se llevaba a cabo solo en higade e intestino. Sin embargo, parece
que tanmbién se puede sintetizar en glandulas suprarrenales,
ovarios, riftn, cerebro y células del reticulo endotelial. En un
sistema libre de células el producte primaric de traduccién del
kARHm de apoE es una preproteina cuyo segmento pre estd en el
extremo amino de la protelna madura, -Esto se ha confirmado por

los andlisis de secuencia del ADNc (215).
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6.3 - ESTRUCTURA DE 10S GENES DE LAS APOLIPOPROTEINAS AI Y E, Y
REGULACION DE SU SINTESIS

El gen de apo E se encuentra a 4 kb de distancia del gen de
ape CI en el cromosoma 19 humanc junto con el gen de apo CII.
El gen de apo Al se encuentra formando un grupo con los genes de
apo CIII y apo AIV en el cromosoma 11 de los h;manos y en el ¢
de los ratones. Ambos genes, al igual que los de las apos AII,
CII y CIII, tienen 4 exones Yy 3 intrones. Los intrones
parecen tener una localizacién muy similar en estos genes: el
intrén I interrumpe la regién 5' no traducible del gen, y en apo
AI mide 197 pb; el intrén II interrumpe una regién codificadora
del gen muy cerca del sitio de rompimiento de la peptidasa sefal,
en apo Al mide 186 pb; y el intrén III interrumpe la parte del
gen que codifica para el péptido maduro y en apo Al ﬁide 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 ARNm de cada uno estd dada por diferencias en la
longitud del exén 4 (216). El exén 1 de apo AL mide 76 pb y el de
apo E 44, el exén 2 de apo AI mide 63 pb y el de apo E 66 pb, el
exén 3 de apo Al mide 157 pb y el de apo E 193 pb, y, por dltimo,
el exén 4 de apo Al mide 658 pb y el de apo E mide 860 pb. En el
exédn 1 se encuentran codificadas regiones no tradacibles. Una
pequena porcién del exdn 2 contiene informacién para regiones no
traducibles y el resto para el péptido sehal. En una pequefa
porcién del exén 3 se encuentra codificada la parte terminal del
péptido sefal y en el resto el péptido maduro; en el caso de la

apo. AI - hay una pequefia regién de este exén que contiene 1la
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informacidn para la sintesis del segmento pro localizada entre
la regién donde se encuentra codificada la parte final del
péptido sehal y la regién donde se encuentra codificado el
péptido madurc. En la gran mayoria del exén 4 se encuentra
codificado el péptido maduro y en su #ltima porecién (3') una
regién gque no se traduce (216).

Los genes de las apos no solo comparten una estructura comén
con respecto a la organizacién de intrones y exones, sino que
tambi&én presentan una homologla significativa en las regiones
codificadoras (216). Esta sorprendente similitud en la estructura
de- los genes de las apos en tres diferentes especies (humano,
rata y ratén) apoya la hipétesis de que estos genes surgieron de
un ancestro comdn y gque 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 nucledtidos y del de la rata es de
776 nucledtidos, de los cuales en 705 se encuentra la informacidén
para el péptido maduro, en 18 para el segmento pro y en 54 para
el péptido senal. El gen completo tiene una longitud de 1863 pb
(216) .

La longitud total de las regqiones codificadoras del gen de
apo.E_de humano es de 951 nucledtidos y del de rata es de 933
nucledtidos, de 1los cuales‘ en 879 se encuentra la informacién
para el péptido maduro y en 54 para el péptido senal (216).

El principal sitio de iniciacién de la transcripcién del gen
de apo Al de humano estd a 235 pb hacia el extremo 5' del codén

de iniciacién de la traduccién en el hlgado, vy a 234 pb en el
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intestino, Seccuencias similares al "TATA box", al "CAAT box" y
dos secuenclias similares al "GC Box" estdn presentes en el
intestino 30, 108, 220 y 440 pb hacia el extremo 5' del sitioc de
iniciacién de la transcripcién respectivamente (217).

Los andlisis de mutantes con deleciones en el flanco 5' de
la apo AI humana revelaron que: a) las regiones de -250 a -199
pb, de -487 a -413 pb y de -1021 a -691 pb hacia la regién 5' del
sitio de iniciacién de la transcripcién contienen las secuencias
gue se requieren para una cxpresién maxima del gen; y b) las
regiones de -2067 a -476 pb y de ~199 a -80 pb contienen 1la
secuencia que se requiere para la represién especlfica de tejido
de la expresién del gen de apo AI en células no productoras de
esta protelna (217).

Recientemente se han encontrado elementos regulatorios c¢is en
las regiones del flanco 5' proximal y en el primer intrén del
gen de apo E de humano (218).

Smith y cols. (219) demostraron que la regién promotora de
apo E es muy compleja, teniendo un conjunto de elementos
positivos y negativos tanto en el flanco S5' como en el primer
intrén. Encontraron 7 regiones en las primeras 360 pb del flanco
5' y una en el primer intrén que tienen un efecto positivo tanto
en células HepG2, que si expresan el gen de apo E, como en
células Hela, gue no expresan este gen. Todas, excepto una de
estas regiones positivas no especificas de tejido, se asocian con
secuencias de ADN donde se unen proteinas. También encontraron 3
regiones en el flanco 5' que tienen efecto negativeo en 1la
expresién del gen en ambas lineas celulares y que contienen una

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

que disminuyen la expresién en células Hela, y una regién que
tiene cfecto positivo especifico de tejido en la expresién en

células HepG2. Todas estas suman 15 regiones separadas dque

influyen en la expresién del gen de apo E. Se cree que esta
rmultitud de elementos en el promotor de la apo E proporciona la
compleja regulacién de la expresién de este gen por tres

condiciones separadas: el tipo celular, el nivel de colesterol

intracelular y otros factores nutricionales y hormonales. Hasta

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

regiones regulatorias (219).

Por otra parte, Palk y cols. (220) encontraron miltiples
elementos regulatorios dentro de un fragmento de 1 kb esparcidos
en los nucledtidos -651 a +356 del gen de apo E humano
Encontraron al menos tres dominios regulatorios en los 383
nucledtidos proximales. Uno de estos dominios contiene el
elemento de control transcripcional "GC box" y los otros dos
elementos contienen actividad similar a un intensificador. Estos
intensificadores se localizaron en los nucleédtidos -366 a -246 y
=193 a -124. Un tercer intensificador se identificé en el primer
intrén en los nucledtidos +44 a +262. Se encontréd también que dos
de estos (-193 a =~124 y +44 a +262) unen protelnas en extractos
nucleares de células HepG2 y de células de ovario de hamster
chino. También se encontrd que un elemento "GC box" que estd en
los nucleétidos -59 a -45 une protelnas (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 interacttan con el complejo de iniciacién de
la transcripcién para estimular la expresisén génica en el higado
y para suprimirla en el rinén.

En el perro, el ARNm de apo ALY estd presente en hlgado y en
intestino delgado aungue en el segundo solo hay un 15% del gue se
presenta en el higado (222). El ARNm de apo E estd presente en
méltiples tejidos, como por ejemplo higado (100%), yeyuno
(17.5%), vejiga urinaria (7.5%), ileo (6.9%), colon (5.9%),
cerebro (5.5%), rinén (5%), bazo (3.3%), pancreas (1%) vy
testiculos (1%). Esta distribucién tisular del ARNm de apo E
indica que en el perro, al igual que en otros mamiferos como
humano, rata, simios y marmotas (223-226), la sintesis
periférica de apo E contribuye significativamente a la poza total
de esta protelna (222).

A diferencia de los mamiferos no herbivoros, donde el higado
y el intestino son los sitios de sintesis de apo AI, en el
conejo la expresién de apo AI estd limitada al intestino y
existe la posibilidad de que esta sea una adaptacién a la dieta
(227).

Las dietas de grasas polinsaturadas pueden alterar
selectivamente la expresién del gen de apo AI  de una manera
especifica de tejido. Se ha visto una fuerte correlacién entre
la apo AI plasmadtica y las concentraciones de ARNm de esta
proteina en hlgado, lo que sugliere que la concentracién de apo Al
estd determinada significativamente por factores que regulan la
concentracién del ARNm de apo AI en el higado (228). El ayuno
aumenta selectivamente la secrecién y los niveles hepAticos del

ARNm de apo E, mientras que disminuye la secrecién de todos los
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lipidos lipoproteicos (229). La disponibilidad de lipidos parece
jugar un papel en la determinacién del complemento lipldico y el
contenido de A4cido sidlico de la apo E secretada por los
hepatocitos (229). Por otra parte, Kim y cols. (230) encontraron
gue tanto el ayuno como el ayuno mds realimentacién de una dieta
de glucosa al 60% libre de grasas aumentan significativamente la
sintesis de apo E y los niveles hepdticos 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 1los
l1ipidos de la dieta tampoco parecen regular la sintesis de apo E
en el hlgado. Una dieta rica en sacarosa aumenta la sintesis de
apo E en el higado de la rata mientras que la produccién de apo
Al no cambia (231), lo cual se debe, al menos en parte, a un
aumento en la transcripcién de su gen (230).

La concentracién de colesterol libre no esterificado es una
determinante de la slintesis de apo E y esta regulacién ocurre a
nivel de ARNm (218). En el gen de apo E de ratén se encontraron
dos. regiones que  probablemente estén involucradas en la
requlacién del ARNm de apo E por el colesterol (218).

En macréfagos peritoneales de ratén en cultivo, los cambios
en el contenido de apo E y su secrecién después del
enriquecimiento o deplecién de colesterol pueden atribulrse a
alteracciones en los niveles . del ARNm de apo E, los cuales, a su
vez, estAn asociados con cambios en la transcripcién del gen
(232).

En cuanto a la apo AI, la incubacién de células HepG2 con

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
LOL y de la HDL, as! como. el colesterol intracelular, pueden ser
importantes en la expresién y requlacién del gen de apo AI. La
LDL y el colesterol libre aumentaron los niveles relativos del
ARNm de apo AI, mientras que la HDL tuvo un efecto opuesto
(233).

Se ha postulado que la expresién del gen de apo E en el
higado de la rata durante el desarrollo estd bajo el control del
glucagon plasmdtico y del balance glucagon/insulina (233). Sin
embargo, esto no se ha podido demostrar ya que la insulina no
afecta los niveles del ARNm de apo E a pesar de que disminuye
la concentracién de apo E en el medio de cultivo cde células Hep-
G2 (235) y de gque no cambia, al igual que los glucocorticoides,
los niveles de | ARNm de apoE cuando se inyecta a la rata o
cuando se adiciona al medio de cultivo de hepatocitos (220).
Ademds, la insulina no modifica la secrecién de apo E de
hepatocitos en cultivo pero si{ aumenta el contenido celular de
esta protelna (230), este efecto se magnifica por la dexametasona
y sc¢ suprime por el glucagon (236). De manera interesante, la
insulina y la dexametasona aumentan de manera sinérgica la
secrecién de apo Al y este efecto se revierte solo parcialmente
con glucagon (236).

Ccuando los glucocorticoides o la insulina se agregan al medio
de cultive o se inyectan a la rata no modifican los niveles del
ARNm de apo E (218).

Hasta la fecha, las dnicas condiciones que claramente regulan
la sintesis de apo-E en el higado de la rata son el ayuno o una

dieta alta en carbohidratos lipogénica (218).

53



La velocidad de slntesis de apo Al intestinal disminuye en
ratas hipotiroideas y aumenta después de la administracidn de
triyodotironina sin embarge, los niveles del ARNm no se alteran.
En cambio, ¢n animales hipotiroideos hechos hipertiroideos 1la
sintesis de apo AT  y la cantidad de su ARHm en hlgado aumentan.
La sintesis hepdtica de apo E aumenta en ratas hipotiroideas y
disminuye en animales hipertircldeos. Sin embargo, los niveles
del ARNm de apo E se mantuvieron sin cambio con todos estos
tratamientos ({237).

Las hormonas tiroideas estimulan rdpidamente la transcripcién
del gen de apo Al, sin embargo, en el hipertiroidismo crénice
los eventos postrancripcionales son los responsable del aumente
en los niveles de)l ARNm de apo AI. Estas observaciones
sugieren una retroalimentacién negativa de los niveles nucleares
del ARNm de apo Al sobre la transcripcidn de su gen (238).

La inyeccién del factor de necrosis tumoral alfa de ratén
{caquectina) induce un rdpide aumento en los niveles hepaticos
del ARNm de GPA, mientras que los niveles del ARNm de apo E
no cambian (239).

Los estrégenos aumentan los niveles hepdticos del ARNm de
apo Al,  pero no tienen ningwn efecto sobre los de apo E (240).
Estos mismos autores (240) han observadeo que los cambics en la
ingesta de alimento juegan un papel importante en los efectos in
vivo de los estrégenos sobre los niveles de los ARHm de las apos.

Panduro y cols. (165) encontraron que durante el desarrollo
normal de la rata se observan camblos en los niveles hepAticoes de

las apos AI ¢y E, y, al comparar las velocidades de transcripcién
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con los niveles del ARNm, estos autores llegaron a la conclusién
que tanto la apo Al como la E presentan .una regulacién
post-transcripcional.

Mds recientemente, los mismos autores han demostrado que
durante la regeneracién hepdtica, en la cirrosis y en ratas
apalbuminémicas 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 estdn regulados independientemente.
burante estos tres estados patolégicos hay un marcado aumento
en la relacién de ARNm de apo Al/apo E como resultado del
aumento en los niveles del ARNm de apo AI y de la disminucién
del ARNm de ape E. Estos cambios ocurren de manera coordinada a
través de una combinacién de mecanismos transcripcionales y
post-transcripcionales, y parecen estar asociados con un intento
de mantener las particulas de apolipoproteinas en circulacién
(241).

Otros factores que pueden influlr en el nivel de ARNm de apo
AI en la cirrosis incluyen un posible efecto de hormonas
esteroides, las cuales estdn elevadas en la cirrosis y causan un
aumento en la expresién de apo AI (241).

Finalmente, en base a una gran variedad de estudios, se puede
afirmar que la regulacién de la expresién de los genes de las
apolipoprotelnas es multifactorial, en el cual participan
hormonas, mediadores intracelulares y sefales regulatorias de la

regién §' no codificadora de sus genes.
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T, ANTECEDENTES DIRECTOS

En 1876, Z#ringher y cols. (36) demostraron que los niveles
del ARNm de albSmina estaban aumentados en la fraccidn microsomal
del hlgado de ratas con SN experimental.

En 1982, Pedraza-Chaverr!i (37) demostré gue los niveles
hepdticos de ARNm de albdmina, medides indirectamente, estaban
elevados en ratas con SN inducide con ANP. Esta elevacién se
blogued con actinomicina D (un inhibldor de la transcripcién), lo
cual sugerla que el incremento en los niveles de ARNm de albdmina
se deblan mds que a upa dispinucidén de su degradacién, a un
aumento en la velocidad de su sintesis (transcripeién).

En 1988, Yamauchi y cols. (13), confirmaron esos hallazgos
midiendo los niveles hepaticos del ARNm de albtémina y la
velocidad de transcripcién de su gen en nicleos aislades de
hepatocitos de ratas con SN usando un mdtodo directo para medir
el ARNm de albdmina (hibridacién con su ADNc).

Por otra parte, en 1988, Lewandowski y cols. (10) examinaron
los niveles de ARNm de otras protelnas plasmdticas por la técnica
de hibridacién con ADNC especificos en el hlgado de ratas
nefréticas. Econtraron que el ARNm de albémina, de beta-
fibrinégeno, de haptoglobina, de metalotioneina, y de otras dos
proteinas no identificadas estaba elevado, mientras que el ARNm
de’ GPA estaba disminuido. Por medio de inmunoelectroforesis
cruzada de proteinas plasﬁAticas; y por andlisis de los productos
sintetizados en un lisado de reticulocitos dependiente de ARNm
exdgeno, encontraron gue la concentracién de ciertas proteinas

estaba elevada, mientras que la de otras estaba reducida,
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En 1986, Tarugi y cols, (73) encontraron que los niveles
hepaticos de ARNm de apo A-1 estaban incrementados 3 veces,
mientras que los de apolipoproteina AII y de apolipoproteina E
no cambiaban en ratas con SN inducido con ANP.

£n 1989, Kaysen y cols. (158), en otro modelc experimental de
SH (inyeccién de suero antirrinén) encontraron que la dieta alta
en protelnas (40%), junto con la reduccién de la presién
coloidosmética del suero de estas ratas, estimula la slntesis
albdmina a nivel de la transcripcién de su gen.

Las ratas con SN inducido con ANP presentan una disminucién
importante de peso corporal (9-11) lo cual parece deberse a una
disminucién del consumo de alimento (11, 73 y observaciones no
publicadas)., Ademds, se ha demostrado que diferentes dietas y
cambios en la ingesta de alimento pueden alterar la sintesis de
protelnas, los niveles de ARHm especificos y las velocidades de
transcripcién (168, 228, 240, 242~248), Por lo tanto, no esta
claro si los cambios en los niveles de ARNm que se han observado
en el SN experimental se deben estrictamente a la enfermedad o
a la reduccién de la ingesta de alimento. Por otra parte, todos
log estudios a este respecto se han hecho solo en la etapa aguda
(proteindrica e hipoproteinémica) del SN y no se¢ han determinado
secuencialmente (durante las etapas pre-nefrética, nefrética, de
remisién y post-nefrética) los niveles hepdticos de los ARNm de
las proteinas plasmdticas. Tampoco se han correlacionado los
canblos en estos niveles con las principales alteraciones del SN
(proteinuria, hipercolesterolenia, hipertrigliceridenia,
hipoproteinemia, hipoalbuminemia) ni con los cambios en el

consuma de alimento, lo cual podria ayudar a esclarecer cudles
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son las sefales que inducen los cambios en los niveles hepkicos

de los ARNm.
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II OBJETIVOS

1, Medir los niveles hepdticos de ARNm de albumina, fibrinégeno,
transferrina, glucoproteina &cida alfa-1 (GPA) y apolipoproteinas
Al y E en diferentes etapas del sindrome nefrético experimental
después de la inyeccién del aminonucleésido de puromicina (pre-

nefrética, nefrética, de remisién y post-nefrética).

2. Investigar la influencia de la ingesta de alimento sobre los
cambios en los niveles hepdticos del ARNm de las proteinas
plasmdticas mencionadas en el sindrome nefrético experimental.
Con este propdésito se medirdn los niveles de ARNm de las mismas

proteinas en ratas alimentadas a la par de las ratas nefréticas.

3. Determinar la relacién entre los cambios en los niveles
hepdticos de ARNms especificos y las principales alteraciones del
sindrome nefrético (proteinuria, hipoproteinemia,
hipoalbuminemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e
hipertrofia hepdtica) asi{ como con los cambios en la ingesta de

alimento.
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III MATERIAL Y METODOS

1. REACTIVOS

El aminonucleésido de puromicina se compré de Sigma Chemical
Co, EUA. El alimento usado fué Nutricubos Purina para roedores
pequenos de Purina de México, S§.A. El tiocianto de guanidina fué
de Fluka Chemie AG, Suiza. Lla agarosa fué Sea-kem HGT de FHC
Bioproducts, EUA. El bromuro de etidio fué¢ de Boehringer-
Mannheim, Alemania. ‘Las membranas fueron Gene Screen de DuPont-
New England, USA. EL cTp-32p fue de Amersham, Inglaterra. La ADN
polimerasa I fragmento Klenow fué de Bio Labs, EUA. El liquido de
centelles usado fué Aquasol-2 de DuPont-New England Nuclear, EUA.
La pellcula de rayos X fué Kodak X-Omat XAR-5. Las bolsas de
hibridacién fueron de Kapak Corporation, EUA.

Los ADNc (sondas) gue se utilizaron para determinar los ARNm
especlificos (164, 165, 241) se procesaron en la Unidad de
Hepatologia Molecular del INNSZ y fueron proporcionados por el
Dr. Arturo Papnduro Cerda para la elaboracién de este trabajo
experimental.

El resto de los reactivos fueron de alta pureza y se

obtuvieron comercialmente,

2. DISERO EXPERIMENTAL

Para este trabajo se utilizaron ratas macho de la cepa
Wistar de un peso inicial de 110-120 g gue se mantuvieron en el
bioterioc del Instituto Nacional de la Nutricién. Se estudiaron

tres grupos:
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a) Grupo con sindrome nefrético (SN) (n = 32). El SN se
indujo con una inyeccién subcutanea de una solucién al 2% de ANP
en solucién salina al 0.9% a una dosis de 15 mg/100 g de peso
(9, 249). A-estos animales se les dié alimento estandar para rata
ad libitum.

b) Grupo alimentado a la par (AP) (n = 24)., Este grupo
recibid una inyeccién subcutdnea de vehlculo (salina al 0.9%) y
se le restringié el alimento a la cantidad ingerida por las
ratas con SN.

¢) Grupo control (C€) (n = 24). Estas ratas tanmbién
recibieron una inyeccién subcutdnea de vehlculo, pero se les didé

alimento ad libitum.

Los tres grupos tuvieron libre acceso al agua de beber. las
ratas se colocaron en jaulas metabélicas 2 dias antes de la
inyeccién del ANP o vehiculo (dla 0) y se mantuvieron en éstas
los siguientes 33 dias con el propésito de recolectar la orina y
registrar el consumo de alimento diariamente. A la orina se le
midié el volumen, se centrifugd y se dividié en allicuotas gque se
congelaron a -70°C hasta que se realizaron las determinaciones de
protelnas totales y albumina.

Para obtener un perfil de las diferentes etapas del SN se
sacrificaron animales en los dlas 2 (etapa pre—nefrética), 6
(etapa nefrética), 11 (etapa de remisién) y 33 (etapa post-
nefrética). En cada dia se sacrificaron 8 animales del grupo SN,
6 del grupo AP y 6 del grupo C.

Las ratas se sacrificaron por decapitacién, se recolectd la

sangre para separar posteriormente el suero, Yy el higado se
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extrajo lo mds rdpido posible. Este se pesé, una porcién se cortd
en pedacitos que se guardaron en tubos Eppendorf, se congelaron
en nitrégeno llquido y se almacenaron a -80°C hasta 1la
extraccién del ARN total. Todas estas maniobras se hicieron lo
nds rdpido posible y en hielo para evitar la degradacién del ARN

por las ribonucleasas.

3. CARACTERIZACION DEL SINDROME NEFROTICO

Para caracterizar el SN se realizaron las siqulentes

determinaciones:

3.1 PROTEINAS TOTALES EN SUERO Y ORINA.

Las proteinas se midieron por el método colorimétrico de
Lowry (250) para lo cual se prepararon las siguientes soluciones:
Solucién A: Carbonato de sodio 2.0%

Hidréxido de sodio 0,4%
Tartrato de sodio y potasio 0,02%
Solucién B: Sulfato de cobre 0.05%

Solucién C: 50 mL de solucién A + 1 mL de solucién B (se prepard
al momento de usarse).

Solucién D: Reactivo de Folin & Ciocalteu 1 N. Se prepard a
partir de la seclucién concentrada 2 N.

Solucidn E: Albdmina sérica bhovina {(ASB} 0.5 mg/mL. Con esta

solucién se prepard una curva patrén de 5 hasta 50
49

La solucién de albdmina o la muestra se colocaron en un

volumen final de 0.2 mL, a todos los tubos se les agregd 1 nL de
solucién €, se agitaron y se dejaron reposar 10 min,
posterioremente se les agregd 0.1 mL de solucién D mientras se

cstaban agitando vigorosamente en vortex. Después de 30 nin se
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determiné la densidad optica a 660 nm.

Antes de cuantificar las proteinas urinarias, é&stas se
precipitaron y se lavaron con dcido triclorcacético al 10% de la
siguiente manera: se mezclaron 200 pL de orina y 1 mL de 4cido
tricloroacético se centrifugaren a 2500 rpm durante 20 min, el
socbrenadante se decanté y esta operacién se repitid 3 veces hasta
que el resuspendido gquedara transparente. Finalmente, el
precipitado se resuspendiéd en 1 mL de NaOH 0.1 ¥ y de esta manera
la orina quedd con una dilucién 1:5; en algunos casos se hizo una
dilucién adicional 1:100 (ratas con SN de los dlas 5 y 15) con
agua destilada desionizada y se colocaron 0.2 mL de esta dilucién
en el ensayo. A los sueros se les hizo una dilucién 1:100 con
agua destilada y se colocaron 50 ML en el ensayo completande a
0.2 mL con agua destilada para obtener una dilucién final 1:400.
Los resultados de proteinas totales en orina se expresan en

mg/dla y en suere en g/dL.

3.2 ALBUMINA EN SUERO Y ORINA.

Esta se determind con el dato de protelnas totales y el
porcentaje de albdmina que se obtuvo del trazo densitométrico de
la electroforesis en acetato de celulosa. El porcentaje de
albumina se wultiplicé por la concentracién de proteinas totales
y ‘de esta manera se obtuve la concentracién de albdmina en g/dL

para el suero y en mg/dla para la orina (9}.

3.3 COLESTERCL ¥ TRIGLICERIDOS EN SUERO,
El colesterol y los triglicéridos séricos se determinaron con
estuches comerciales de Boheringer-Lakeside de acuerdo a las

instrucciones del fabricante. La determinacién del colesterol se
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ralizé con un método enzimdtico colorimétrico y 1la de
triglicéridos con un método enzimdtico ultravioleta. Los

resultados se expresan en mg/dL.

4. DETERMINACION DE LOS NIVELES HEPATICOS DE ARNms ESPECIFICOS

La cuantificacién de los niveles de hepéticos de ARNms
especificos se llevé a cabo por medio de los siguientes métados:

A} técnica de "Northern blot* y B) técnica de "Dot blot",

4.1 TECHICA DE "NORTHERN BLOTY.
En la figura 4 se muestra un esquema de la técnica de

"Northern blot".

4.1.1 Extraccién de ARN total.

Para extraer el ARN total se utilizé la téecnica de
Chomezynski y Sacchi (251) con algunas modificaciones que se
hicieron en la Unidad de Hepatologla Molecular del INNSZ y que a
continuacidn se describen:

1. Se homogenizaron con un politrén aproximadamente 200 mg

de tejido hepatico en 2 mL de solucién A en un tubo Falcon de 50

nkL.
Solucién A
Tioclanato de guanidina 4.0 M
Citrato de sodio, pH 7.0 25.0 mM
Sarcosil 0.5 %
2 Mercaptoetanol .1 M
2. Se transfiri¢ el homogenado a un tubo de vidrio Corex de
15 mL,

3. Se agregaron los voldémenes indicados de los sigulentes

G4



S9

TECNICA DE NORTHERN

a) b) ¢} d}

PURIFICACION TRANSFERENCIA DE ARNm MEMBRANA DE
DEL ELECTROFORESIS Pape) absoctents NITROCELULOSA

ARK TOTAL GEL DE AGAROSA CON ARNm UNIDO

b
DETECCION DEL
ARNm AUTORADIOGRAFIA HIBRIDACION MARCASE DEL
ESPECIFICOS Pelicuto LAVADO ADMNc CON
N /X spand 2p.4CTP
Ventrons 32p e p g
—_— stponn
36 9} e}
3]

h)

Figura 4. Pasos en la técnica de "Northern bloth,



reactivos: .
0.2 nL de acetato de sodio 2 M, pH 4.0

2.0 nL de fenol neutralizado* y a 65°¢C

0.4 nL de cloroformo

* para neutralizar el fenol se le dié el siguiente tratamiento:
se saturaron 50 mL de fenol con 50 mL de Tris-HCl1 1 M pH 8.0, se
agitd vigorosamente, se dejé reposar aproximadamente 20 min hasta
que se vieron claramente las dos fases y finalmente se desechd la
fase acuosa (superior). Esta operacidn se repitié dos veces mas
pero usando Tris-HC1 0.1 M pH 8.0.

4. Se agitd y se enfrié en hielo durante 15 min.

5. Se centrifugd a 10,000 x g durante 20 min a 4°cC.

6. La fase acuosa {superior) se transfirié a otro tubo
Corex y el ARN se precipité con 175 pL de NaCl 4 M y 5 nL de
etanol por cada 2 mL de fase acuosa durante 30 min a =709
(concentracién final de NaCl 0.1 M).

7. Se centrifugé durante 20 min a 10,000 x g a -10°C.

8. La pastilla se disolvid en 0.4 mL de solucién A, se
transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y el ARN se extrajo con
voltmenes iguales de fenol neutralizado a 65°C y de cloroformo.

9. La fase acuosa (superior) se separd y se precipité con
37.5 pL de NaCl 4 M y con 1 mL de etanol a -20°C (concentracién
final de NaCl 0.1 M) a -70°C durante 30 min y se centrifugé como
se describe en el paso 7.

10. La pastilla se resuspendid en 100 AL de amortiguador TE
10/1 pH 7.0:
Tris-HCL 10 mM
EDTA 1 mM
11. La concentracién de ARN total se determind al leer 1la

D.0. a 260 nm colocando 2 }JL de la muestra en 1 mL de
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amortiguader TE 10/1 (Una unidad de Asgq nm = 40 pg de ARN).
También se determind la D.0, a 280 nm y se calculd la relacién
260/280. Una buena preparacién de ARN deke tener una relacidn de

alrededor de 2.0.

4.1.2 Electroforesis de ARM en geles de agarosa.

La electroforesis se hizo esencialmente de acuerdo al
método de Thomas (252).

1. En un matraz Erlenmeyer se colocaron 0.8 g de agarosa
Y 60 mL de agua destilada y desionizada, y se disolvieron
calentando en agua a §5°C hasta que la solucidn guedara
transparente.

2. Se agregaron:

6.64 nL de MOPS 12 X

13.00 pL de formaldehide al 37%
4.00 nb de bromuro de etidio (10 mg/mL)

MOPS 12 X
MOPS 0.24 M
Acetato de sodio 0.06 M
NazEDTA 0.012 M

y se agité para homogenizar.

3. La solucién se vacié al molde del gel de 14 X 11 cnm
previamente ejuagado con agua estéril, secado y colocado en una
superficie. perfectamente horizontal con el o los peines
colocados. Se dejd solidificar durante 20-30 min a temperatura
ambiente.

4. En un tubo Eppendorf se colocd el volumen de muestra en
donde estaban contenidos 10 Jg de ARN total y 23 AL de solucién '
despaturalizante cuya composicidn es la siquiente:

Formamida 500 uL

MOPS 12X 83 uL
Formaldehide 37% 162 ML
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5, Se colocé en bano Maria a 60°C durante 10 min poniéndolo
posteriormente en hielo.

6. Se agregaron 3 jnL de solucién de carga de la siguiente

composicién:
Azul de bromofenol 0.25%
Xileno de Cianol 0.25%
Ficoll 400 15.00%

7. Sec colocd el gel en la cimara de electroforesis y se
agregd suficiente amortiguador de corrida para tapar ligeramente
el gel. Este amortiguador se prepard de la siguiente manera:

MOPS 12X 41.6 mL
Agua hasta 500.0 mL

8. Se colocaron las muestras en los pozos del gel (hasta un
miximo de 35 uL) y se corri¢ la electroforesis a 30-35 V durante
4 h aproximadamente. Después de que las muestras entraron al gel
se agregd el resto del amortiquador de corrida.

9. Se apagé la fuente de poder, se sacéd el gel del molde y
se lavé varias veces con agua destilada con cuidado de no
romperlo.

10. Se observé el gel con luz U.V. en un transiluminador y se
obtuvieron fotograflas del mismo. Se probd 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 ARNr18S vy 28S.

4.1.3 Transferencia del ARN de los geles de agarosa a las
membranas de hibridacién

La transferencia se realizé de acuerdo a las instrucciones
del fabricante de las membranas "Gene Screen" (Du Pont New

England):
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1. Se removid el exceso de formaldehldo enjuagando el gel
varias veces en agua destilada.

2. Se cortd la membrana (Gene Screen) a la medida exacta del
gel y se humedecié en amortiguador de fosfatos 0.025 M, pH 6.5 o
amortiguador de transferencia (50 mL de amortiguador 0.5 M
aforados a 1 L) durante 15 min antes de colocarla en el gel.

3. 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 gue los extremos del papel quedaron
inmersos en el amortiguador (Fig. 4C).

4. En el siguiente orden se colocaron el gel, la membrana,
4 piezas de papel filtro (ligeramente menores que el gel), de 8 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 dejdé que continuara la transferencia durante 12 horas.
El papel absorbente se cambid frecuentemente y: se agregd
amortiguador de transferencia cuando fué¢ necesario.

6. Se retiraron las toallitas y el papel filtro sin despegar
la membrana.

7. Se retird el gel junto con la membrana como una unidad y
se observé en el transiluminador de luz U.V. para comprobar que
todo el ARN se habla transferido.

8, Se separd la membrana del gel y se marcaron en esta las
lineas de referencia (ARN ribosémico) con ldpiz.

9. Se lavé cuidadosmanete la membrana con amortiguador de

transferencia para eliminar residuos de agarosa, ya que estos
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pueden interferir con la autorradiografla.
10. Se secé la membrana con papel filtro y después a
temperatura ambiente o bajo el calor de un foco.
11. Se envolvid la membrana con papel filtro y aluminio y se
colocé en un horno a 80-90°C durante 2-4 h,
12. Se guardd la membrana en una bolsa para hibridacién y se

colocéd a -20°C hasta la hibridacién.

4.1.4 Marcaje del ADNc con dcTp-32p

Las. sondas utilizadas se marcaron radiactivamente con 32p
por la técnica de "primer extension" descrita por Summers (253) y
. con modificaciones hechas por el Dr, Arturo Panduro Cerda como se
describe a continuacién:

1. En un tubo Eppendorf de 1.5 mL se colocaron:

2 pL ADNc (200 ug/mL)
1 pL NaOH 0.5 N
2 pL Agua destilada estéril
Después de 2 a 3 min se adicionaron:
1 puL Tris-HCl1 1 M, pH 7.0
1 pL ADN de timo de ternera (5 mg/mL)
2 pL Amortiguador de polimerasa 10X (acetato
de sodio 17.5 mM mds &XTP 0.5 mM)
10 uL dCTP - 32P (ac. sp. 3000 Ci/mmol).
1 pL Enzima ADN polimerasa I fragmento Klenow
(5000 U/mL).

2. Inmediatamente después de la adicién de la polimerasa, se
“incubd a 37°C durante 9 min.
3. Después de colocar en hielo, la reaccién se detuvo

adicionando 50 ML de amortiquador A cuya composicién es 1la

siquiente:
Tris~-HCl 0.02 M, pH 7.5
EDTA 0.01 M, pH 8.0
NaCl 0.15 M
Dodecil sulfato de sodio 0.1 %
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4. Se agregaron 5 uL de acarreador de ADN (ARNt de levadura,
5 mg/mL).

5. El ADN se precipité con 2 volimenes de etanol (155 pL).

6.  Se centrifugd durante 10 min a 10 000 X g y el
sobrenadante se decanté a otro tubo Eppendorf, se escurrié
ligeramente la pastilla y se disolvié en 200 uL de amortiguador
TE 10/1, pH 8.0 de la siguiente composicidn:

Tris-HCl 10 mM pH 8.0
EDTA 1 mM

7. Para determinar la actividad especifica de la sonda
marcada se colocaron 2 uL de esta en un filtro de fibra de
vidrio, se lavé en un Kitasato con filtro al vaclo con HC1 5 N y
etanol 3 veces.

8, El filtro se colocd en un frasco gue contenla 5 mL de
llquido de centelleo y se conté el 32p gurante 1 min. La
determinacién de la actividad especifica se realizé por duplicade

para cada sonda marcada.

4.1.5 Prehibridacién e hibridacién,
1. Se prehibridé la membrana en la bolsa de hibridacién

adiciondndole la siguiente solucién (8 mL/holsa):

cantidades para un volumen de 8 mL concentracién final
Formamida desionizada, 4 mL sol. 100% 50%
*Solucién de Denhardt al 2%, 0.16 mL 0.04%
+Solucién de citrato de sodio, 2 mL de sol, 20X 5X
Dodecil sulfato de sodio, 0.32 mL de sol. 25% 1%

ADN de esperma de salmén, 15 mL de sol. 250 pq/mb 50‘pq/mL
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*Solucién de Denhardt +Solucién de citrato de sodio

Polivinil pirrolidona {40kDa) 2% Citrato de sodic 0.3 M
Albdmina sérica bovina 2% NacCl 3 M
Ficoll (400 XDa) 2%

Se selld la bolsa y se coloctd en un horno a 42°C durante 16
h {(minimo 3 h) moviéndola constantemente.

2. Al final de este perlodo se abridé un extremo de la bolsa
de plastico y se agregd el ADNc radiactivo. La bolsa se selld
otra vez y se incubd a 42°C durante 16-48 h agitando
constantemente.

3. Se retird la membrana de la bolsa con mucho cuidado y se
lavéd de la siguiente manera:

a) Dos veces con 100 mL de solucién de citrato de sodio 2 X
{100 mL de solucioAn de citrato de sodio 20 X para 1 L) a
temperatura ambiente durante 5 min con agitacién constante.

b) Dos veces con 100 mL de una solucién de la siguiente
composicién: solucidn de citrato de sodio 2X y dodecil sulfato de
sedio al 0.5% (100 mL de solucidén de citrato de sodio 20X + 20
mL de dodecil sulfato de sodio al 25% pava 1 L) a 65°C durante 30
min con agitacién constante en un bafo Dubnoff.

Dodecil sulfato de sodio 25%

Dodecil sulfato de sodio 25 g
Agua 100 mL

c) Dos veces con 100 nL de solucién de citrato de sodio 0.1X
(5 mL de solucién de citrato de sodio 20X para 1 L) a temperatura
ambiente durante 30 min con agitacién constante.

4. La membrana se secd con papel filtro y se llevd a cabo la

autorradiografia.
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4,1.6 Autorradiografia.

1. Después del lavado, la membrana se secd con una pieza de
papel filtro, se protegid con una bolsa de pldstico y se colocd
en un cassette de exposicién Kodak X-Omat con intensificadores.

2. En el cuarto obscuro se colocd la pellcula de rayos X
y el cassette se colocéd a -70° el tiempo necesario.

3. La placa se reveld en un revelador automdtico.

4. Se realizé la densitometria y los resultados se expresan
como la relacién de las unidades densitométricas del grupo
experimental (AP & SN) sobre las unidades densitométricas del

grupo C.

4.2 TECNICA DE "DOT BLOT"

1. E) ARN total se extrajo de la manera descrita en la
técnica de "HNorthern blot" (seccién 4.1.1) y se corrid 1la
electroforesis (seccién 4.1.2) con el objeto de probar que no
estuviera degradado.

2. Se hicieron las diluciones necesarias para tener una
concentracién de 5 ug de ARN en 2 pL. Se prepararon 10 uL de la
dilucién con amortiguador TE 10/1 pH 7.0 previamente descrito y
se le adicionaren 2 PpL de formaldehldo al 37% (concentracién
final 3.7%).

3. El1 ARN se desnaturalizé calentando la muestra en baito
Marfa a 65°C durante 5 min y posteriormente se colocaron los
puntos de muestra en-la membrana (Gene Screen) (2 uL  por punte =
5 pg de ARN total).

4, Se dejaron sccar los puntos durante 15 min al calor de

una lampara y se enjuagd la membrana con solucién de citrato de
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sodio 2X.

5. Se secd con un papel filtro, se envolvid con papel filtro
y aluminio y se metié al horno a 80~90°C durante 2 h.

6. Se llevé a cabo la prehibridacién, la hibridacién, 1la
autorradiografia y el analisis densitométrico como se describié
en la técnica de "Northern blot" (seccién 4.1.6).

Todo el material y soluciones usados en 1las técnicas de
biclogla molecular se esterilizaron previamente y en muchos
casos se usd material nuevo (sobre todo puntas de pipetas, tubos
Eppendorf y pipetas Pasteur), asimismo el aqua utilizada fué

destilada, desionizada y estéril.

4.3 TECNICA PARA LAVAR EL ADNc DE LA MEMBRANA

Cuando se utilizé una misma membrana para hibridarla con dos
ADNc diferentes, después de haberla hibridado con el primero y
obtenido los resultados, la membrana se lavé de la siguiente
manera para eliminar el ADNc unido a esta:

1) Dos veces durante 15 min con una solucién 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 solucién, pero a
temperatura ambiente.

Por ¢ltimo se realizé una autorradiografla con largo tiempo
de exposicién para probar que no habla quedado material
radiactivo en membrana. Cuando se obtuvo alguna mancha en la
autorradiografia se repitié el lavado. Cuando la sonda presenté
una actividad especifica elevada, el primer lavado se hizo

durante 40 min cambiando la solucién de lavado. (calentada
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previamente a punto de ebullicién) cada 10 nin.

5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron come promedio + desviacién
estdndar (DE) de, por lo menos, 6 determinaciones. La prueba
estadistica aplicada fué el anAlisis de varianza de mediciones
repetidas (ANDEVA) multigrupos (254).

Se calculd el coeficiente de correlacién entre los cambios
en los niveles hepdticos de los ARNm especificos y las
principales alteraciones del sindrome nefrético (proteinuria,
hipoproteinemia, hipoalbuminemia, hipercolesterolenia,
hipertrigliceridemia e hipertrofia hepdtica) as! como con los
cambios en la ingesta de alimento. Una p < 0.05 se considerd

significativa.
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v RESULTADOS
1, CARACTERIZACION DEL SINDROME NEFROTICO

Los perfiles de peso corporal, ingesta de alimento 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 SN disminuyé un dla después de la inyeccién del ANP
(Fig. 5A) lo cual coincide con la disminucién en la ingesta de
alimento (Fig. 5B). El peso corporal mas bajo se alcanzd en el
dia 2 y entonces empezé a aumentar. Los perfiles de peso corporal
e ingesta de alimento de los grupos AP y SN fueron similares. y
significativamente menores que los del grupo C. El peso corporal
de los grupos AP y SN fué significativamente menor que el del
grupo C desde el dfa 1 hasta el dla 22 y la ingesta de alimento
desde el dla 1 hasta el dia 11 (Fig. 5). La proteinuria empezd el
dia 4 en el grupo con SN y alcanzé un valor maximo el dia 9
(391+177 mg/24 h) a partir del cual disminuyé paulatinamente
hasta alcanzar valores normales el dla 26 (Fig. 5C). El perfil de
proteinuria de los grupos C y AP fué similar y menor a 20 mg/24h.

De los datos presentados en la Fig., 5 se pueden distinguir
claramente cuatro etapas después de la inyeccién del ANP: la
etapa pre-nefrética (del dia 1 al dia 3), la etapa del SN severo
(del dia 4 al dia 10) y la etapa de remisién (del dia 11 al dia
25), a partir del dia 26 se podria considerar ya una etapa post-
nefrética.

Los perfiles de colesterol y triglicéridos se presentan en
la Fig. 6. En el grupo con SN el colesterol (Fig. 6A) aumenté

mAs de 5 veces en los dlas 6 y 11, y los triglicéridos (Fig. 6B)
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Figura 5., Perfiles de peso corporal (A), consumo de alimento (B)
y proteinuria (C) en los tres grupos de ratas estudiados: SN =
slndrome nefrotico, AP = alimentado a la par, € = control. El ANE
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a 30 determinaciones, La proteinuria se determind por el método
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significativa (p < 0.05) por ANDEVA
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Figura 6. Perfiles de colesterol (A) y triglicéridos (B) séricos
de los tres grupos de ratas estudiades: SN = slndrome nefrético,
AP = alimentados a la par, € = Control. Cada punto es el promedio
de 8-12 determinaciones # DE. El colesterol se determind con una
prueba enzimdtica colorimétrica, y los triglicéridos con wuna
prueba enzimdtica UV, * p < 0.05 por ANDEVA.
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aumentaron alrededor de 6 y 5.4 veces en estos dlas,
respectivamente. El grupo AP presentd los mismos valores de
colesterol y triglicéridos que el grupo C.

Los perfiles de proteilnas totales y albumina en suero se
muestran en la Fig. 7. Las ratas con SN presentaron
hipoproteinemia muy clara en el dila 6 (Fig. 7A), cuande las
protelnas totales disminuyeron 37% (de 7.6 a 4.7 g/dL): en el
aia 11 casi se alcanzaron valores normales (6.2 g/dL), es decir,
hubo una disminucién de solo un 16%, y en el dia 33 se
presentaron los mismos valores gue en los grupos C y AP al igual
gue en el dla 2. Asimismo, la albimina sérica disminuyé
significativamente {41%) en el dia 6 y regresé a valores cercanos
a los normales en el dla 1) (Fig. 7B). En los dias 2 y 33 no se
presentaron cambios. Los perfiles tanto de proteinas totales
como de albumina en suero en los grupos AP y C fueron similares y
se mantuvieron sin cambio durante el estudio.

La excrecidn de albémina por orina se presentd en los dlas 6
{153+35 mg/24 h) y 11 (162473 mg/24 h) en el grupo con SN. La
albémina representd el 69 y 68% de las protelnas totales
excretadas en estos dias, La albuminuria no se detectd en los
dlas 2 y 33 en el grupo con SN ni en los grupos € y AP en los 4
dias estudiados.

El peso del hlgado de las ratas € y SN aumentd de manera
similar, en camblo el peso del higado de las ratas AP permanecid
sin alterarse hasta el dia 11 y nunca alcanzé el peso de las
ratas C {(Fig. B8A}. En los dlas 6 y 11 hubo un aumento importante
en la relacién peso hepdtico/peso corporal en el grupo con SN

{(Fig. 8B}, lo cual indica una hipertrofia del higadc. También
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Figura 7. Perfiles de protelnas totales (A) y albdmina (B) en
suero en los tres grupos de ratas estudiadas: SN = sindrome
nefrético, AP = alimentado a la par, C = control. Cada punto es
el promedio de 8-12 determinaciones + DE. Las protelnas totales
se determinaren por el método de Lowry y la albdmina con el dato
de protelnas totales y el porcentaje de alb¥mina que se obtuvo
del trazo densitométrico de la electroforesis en acetato de

celulosa, * P < 0,05 por ANDEVA.
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hubo un aumento en esta relacién en el grupo C pero es un aumente
observado durante el desarrollo normal de los animales {165). En
cambio, en las ratas AP esta relacién peso higado/peso corporal
se mantuve sin cambios durante el estudio y por debajo del grupo

¢, e incluso disminuyd un poco mis en el dia 33,

2. NIVELES HEPATICOS DE ARNms ESPECIFICOS

Todas las preparaciones de ARN utilizadas tuvieron una
relacién de D.O. 260/280 entre 1.8 y 2.1. La concenracién de
estas preparaciones nunca fué menor de 5 Hg/3 pL.

En la Fig. 9 se presentan los perfiles de los niveles
hepdticos del ARNm de albtmina. En la parte superior se observa
el promedio de los andlisis densitométricos de 4 a 6
experimentos, y en la parte inferior se observa un '"dot blot"
representativo. Hubo un ligero aumento en el grupo AP en el dla
11. (1.6 veces). Sin embargo, el aumento en los niveles del ARNm
de albumina en las ratas con SN fué mucho mayor en los dlas 6 y
12 (2 y 4 veces respectivamente),

En la parte superior de la Fig. 10A se presenta un "Northern
blot" de albumina. Aqul también se puede apreciar un clare
aumento en la cantidad del ARNm de esta proteina en el grupo con
SN en los dlas 6 y 11 con respecto a los otros dos grupos (AP y

C}, siendo mayor este aumento en el dla 11. Para probar que este
7 efa un comportamiento especifico del ARNm de albtmina, la misma
membrana se lavé y se hibriddé con el ADNc del ARNr 185, Las
variaciones en la cantidad de ARNr en los dias estudiados son muy

diferentes a las variaciones encontradas para el ARNm de

82



4k ? ALBUMINA -]
i

V. .
; S
o i

j

EXPRESION RELATIVA DE ARNm
{NEFROTICO/CONTROL @

ALIMENTADO A LA PAR/CONTROL ©)

i ) R
0T 6 T )
DIAS DESPUES DE LA INYECCION DE ANP
O VEHICULO

dz d6 dt
ce @

d33
@ @ @ @
sN @ e o

Figura 9. Superior: Cambios en los niveles hepAticos del ARNm de
albtmina en los grupos con SH y AP con respecto al- grupo
control, Los valores relativos se obtuvieron dividiendo el valor
densitométrico del grupo experimental entre el valor
densitométrico de su respectivo grupe contreol. Cada punto es el
promedio de 4-6 determinaciones * DE. * p < 0,05 por ANDEVA.
Inferior: “Dot blot" representativo para el ARNm de albémina en
higado. € = control, AP = alimentado a la par, SN = sindrome
nefrético, d2, 46, dil y d33 = dias de estudio. En cada punto se
colocaron 5 ug de ARN total. la actividad especlfica del ADNc
marcado con CTP-"“P fué de 6 X 10’ cpm/ug de ADNc.
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Figura 10. Superior: "Northern blot" para el ARNm de albimina.
C = control, AP = alimentado a la par, SN = sindrome nefrético.
d2, ‘46, dl1 y di3 = dlas de estudio. En cada carril se colocaron
10 po de ARN tot%%. La actividad es?ecifica del ADNc de albVmina
marcddo con CTP-°“P fué de 6 X 10 cpm/ng de ADN. Inferior: La
misma membrana de la parte superior se lavé para eliminar el ADNc
de albtmina y se hibridé con el ADNc de ARNr 185 marcado de la
misma manera que el ADNc de albimina y con la misma actividad
especifica.
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albdmina., AdemAs la cantidad de ARNr es muy similar entre los
tres grupos estudiados en cada dla, lo cual sucede solo en el dia
33 para el ARNm de albimipa. 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
ARN total colocada en cada linea del gel, o en cada punto del
"dot blot", fu¢ constante (10 ¢ 5 pg respectivamente). Ademds, 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 ARN total gque se clocd, y, una vez
mads, es claro el aumento del ARNm de albimina en el grupo con SN
en este dia. Todos estos experimentos demuestran que los cambios
observados en los niveles hepAticos del ARNm de albumina, y de
los demds ARNms estudiados, son especificos y no se deben a
artificios de las técnicas o a variaciones en la cantidad de ARN
colocada en cada carril de los geles o en cada punto de los "dot
blots",

Los niveles de ARNm de transferrina aumentaron en las ratas
AP en. el dia 2 y después regresaron a valores normales (Figs. 13
y 14). En el grupo con SN se encontrd un incremento significativo
solo en el dia 6 (alrededor de 2.5 veces) y en los dilas 2, 11 y
33 no hubo cambios en los niveles del ARNm de transferrina.

Interesantemente, los perfiles del ARNm de fibrindgeno en
los grupos AP y con SH fueron similares (Figs. 13 y 14), Hubo un
aumento en el dla 6, pero éste fue de alrededor de 1.7 veces en

el grupo AP y de alrededor de 2.7 veces en el grupo con SN. En
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“'Figura 11. Fotografla de la electroforesis del ARN total en gel
de agarosa tefido con bromuro de etidio y visto con luz UV. ‘En
cada carril del gel se colocaron 10 ng de ARN total. .
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Figura 12. Autorradiografia de la técnica de "dot blot" para el
ARNm de albimina obtenido en el dia 11 del estudio en los grupos
analizados: C = control, AP = alimentado a la par, SN = sindrome
nefrético. Se hicieron las diluciones necesarias para colocar las
siguientes cantidades de ARN total: A = 5 jpg, B = 2.5 ng, C =
1.25_pg, D = 0.625 png. La actividad especifica del ADNc fué de 6

X 107 cpm/pg de ADNC.
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Figura 13. Canmbios en los niveles hepdticos del ARNm de
transferrina, fibrinégeno y GPA de los grupos alimentado a la par
y con sindrome nefrético con respecto al grupo control., Los
valores relativos se obtuvieron dividiéndo el wvalor
densitométrico del grupo experimental entre el valor
densitométrico de su respectivo grupo control. Cada punto es el
promedio de 3 & 4 determinaciones + DE., * p < 0.05 por ANDEVA.
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Figura 14.. "Dot blots" representativos para los ARNms de
transferrina, fibrindgeno y GPA. C = control, AP = alimentadec a
la par, SN = sindrome nefrético. d2, d6, dll y d33 = dlas de
estudio, En cada punto se colocaron 5 g de ARN total.
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los dlas 2, 11 y 33 los niveles de ARNm de fibrindgeno 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 dla 6 en el
grupc 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 encontré una elevacién importante en los niveles del ARNm de
apo Al en el dla 6 (4.2 veces} y en el dla 11 aun se encontraron
elevados los niveles de este ARNm. En los dias 2 y 33 no hubo
cambios significatives al igual que en todos los dias estudiados
en el grupo AP.

Con respecto a los niveles del ARNm de apoe E en el grupo con
SN se observé un incremento en el dia 2 de 2.3 veces, en cambio,
en el grupe AP se encontré una elevacién en los dlas 6 y 11‘(1.7
y 1.6 veces respectivamente).

Los niveles del ARNm de apo AL y ape E del grupo con SN
presentaron un coeficiente de correlacién negativo

estadisticamente significative (r = ~0.5759).

3. CORRELACION ENTRE LOS CAMBIOS EN LOS NIVELES HEPATICOS DE
ARNms ESPECIFICOS Y LAS PRINCIPALES ALTERACIONES DEL SINDROME
NEFROTICO EXPERIMENTAL.

Los coeficientes de correlacién obtenidos entre los cambios
en los niveles hepdticos de los ARNms especificos estudiados y

las principales alteraciones del SN se encuentran en la tabla 2,

Como podemos observar, los mensajeros que presentaron correlacién
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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
nefrético con respecto al grupo control. Los valores relativos se
obtuvieron dividiendo el valor densitométrico del grupo
experimental entre el valor densitométrico de su respectivo grupo
control. Cada punto es el promedio de 3 ¢ 4 determinaciones + DE.
* p < 0.05 por ANDEVA.
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Figura 16. "Dot blots" representativos para los ARNms do
apo AI y apo E. C = control, P = alimentado a la par, 8N =
sindrome nefrético. d2, d6, dll y d33 = dias de estudlo. En cada
punto se colocaron 5 9 de ARN total.

92



estadisticamente significativa fueron el de albdmina, ‘el de apo
Al y el de apo E: el ARNm de albamina correlaciond positivamente
con la proteinuria y con la hipertrofia hepAtica; el ARNm de apo
Al correlaclioné positivamente con 1la proteinuria, 1la
colesterolemia y la trigliceridemia, y negativamente con la
proteinemia y la albuminemia; por ultimo, los niveles hepadticos
del ARNm de apo E correlacionaron negativamente con la
proteinuria, la colesterolemia, la trigliceridemia y con la
hipertrofia hepatica. No hubo correlacién entre 1los 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 NIVELES HEPATICOS
DE ARNm Y LAS PRINCIPALES ALTERACIONES DEL SINDROME NEFROTICO.

ARNm

ALBU FIBRI GPA TRANS APC AI APC E

(16} (12) (8} (8) (12) (12)
PROTEINAS 0.67% Q.24 -0.09 0.08 0.58*% ~0.71*
EN ORIRA
PROTEINRAS 0.12 -0.52 -0.03 0.19 -0.89% 0.49
EN SUERO
ALBUMINA 0.30 ~0.25 -0.01 0.04 ~0.74% 0.44
EN SUERC
COLESTEROL 0.40 0.38 -0.10 -0.34 Q.70% -0.69%
EN SUERO
TG EN 0.45 0.36 0.04 0.46 0.74* ~0.74%
SUERO
INGESTA DE 0.04 -0.22 -0.34 ¢.01 -0.38 -0.42
ALIMENTO
PESO HIG/ 0.52* 0.13 0.05 0.38 0.38 -0.77%
PESO CORP

{ ) = n % P < 0.05 ALBU = Alb¢mina, FIBRI = Fibrinégeno,
GPA = Glucoproteina Acida alfa 1, TRANS = Transferrina, APO AI =

apolipoproteina AI, AP0 E = apolipoprotelna E, TG =
triglicéridos, PESO MHIG/PESO CORP = Peso .del higado/peso
corporal.
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v DISCUSION

Los datos presentados en este trabajo demuestran claramente
que las ratas inyectadas con aminonucleésido de puromicina
desarrollaron un sindrome nefrético tipico caracterizado por
proteinuria, hipoproteinemia, albuminuria, hipoalbuminemia,
hipercolesterolemia ¢ hipertrigliceridemia. Estas alteraciones
remiten espontdnemanente, lo cual estd 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 alteracidn en la concentracién {aumento o disminucién) de
casi todas las proteinas plasmdticas como consecuencia de cambios
en la sintesis, degradacién y/o pérdida por orina. Por lo tanto,
el SN constituye un excelente modelo para estudiar y comprender
mejor el complejo fenémeno de regulacién de la sintesis de
protelnas plasmdticas en todos sus pasos, desde la expresién del
gen hasta la secrecidén de la protelna.

A partir de la inyeccién del ANP se pueden ver claramente
diferentes etapas: pre-nefrética (antes de la proteinuria),
nefrética (durante la proteinuria y la hipoproteinemia), de
remisién (durante la proteinuria y con concentraciones normales

proteinas totales séricas) y post-nefrética (después de la
proteinuria), Estas etapas durante el desarrollo y remisién -del
SN, las cuales se acompahan necesariamente de cambios en la
sintesis de protelnas, lo hacen mas atractivo para estudiar el
mecanismo por medio del cual se altera este proceso. El estudio

secuencial que se hizo en este trabajo permitié analizar los
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niveles de los ARNms hepAticos en las diferentes etapas del SN y
compararlos con las alteraciones sistémicas que caracterizan al
SN con el propésito de tratar de encontrar las probables sefales
que inducen estos cambios. Ademas, el estudio de un grupo
alimentado a la par de las ratas con SN, permitié valorar el
impacto de la disminucién de la ingesta de alimento sobre las
variables estudiadas. Este grupo de ratas se caracterizé por
tener un perfil de peso corporal menor al del grupo C y similar
al del grupo con SN, sin embarge, a partir del dia 3 y hasta el
dla 11 (Fig. 5A) las ratas con SN tuvieron un peso corporal mayor
que las ratas AP. Este aumento no parece deberse a diferencias en
la ingesta de alimento (Fig. 5B}, sino a gue las ratas con SN
retienen sodio y agua desde el dia 2 1lo cual conduce a la
formacién de edema y acumulacién de liquido de ascitis (9) y por
lo tanto a un aumento artificial del peso corporal. La remisién
del edema y ascitis coincide con la disminucién del peso de las
ratas cen SH con respecto a las ratas AP (dla 11). A partir de
este dia el peso corporal del grupo AP es mayor que el del grupo
con SN hasta el dla 26, cuande las ratas con SN presentan una
proteinuria normal.

Es importante subrayar que en el presente estudio se usé un
control para cada dla debido a gue las ratas utilizadas estan adn
en etapa de desarrollo y se ha demostrado gue durante el mismo se
presentan muchos cambios fisiolégicos y metabélicos como por
ejemplo, cambios en los niveles hepAticos de diferentes ARNms y
en la transcripcién de sus genes (165).

Los cami: “n los niveles de los ARNi5 en las ratas con SN
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fueron de diferente magnitud y ocurrieron a diferentes tiempos
durante el perlodo de estudio. En el dia 2 (etapa pre-nefrdtica),
en el grupo con SN solo aumentd el ARNm de apo E, lo que estd de
atuerdo con los datos de Marshall y cols, (255)., En el dla 6
(ctapa nefrética) aumentaron los ARNms de albumina (2 veces),
transferrina (2.8 veces), fibrindgeno (2.8 veces) y apo Al (4.2
veces). En el dla 11 (etapa de remisién) aunentd el ARNm de
alblmina (3.9 veces) y el de apo AI (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 fibrinégeno, a
diferencia de los de albdmina y apo AI, no aumentaron en el dla
11. Estos datos, junto con el hecho'de que el ARNm de GPA no
cambié y de que el ARNm de apo E aumentd 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 AI y GPA en ambos grupos (SN y
AP) estdn totalmente disociados. Mientras dque los niveles del
ARNm de GPA no cambian en las ratas con SN, aumentan en el grupo
AP en el dla 6. Por el contrario, los niveles de ARNm de apo AI
aumentan en el grupo con SN los dlas 6 y 11 y no cambian en el
grupo AP, - Los niveles del ARNm de apoE aumentan en el grupo con
SN en el dia 2, y en el grupo AP los dias 6 y 11. Por dltimo, los
niveles del ARNm de transferrina aumentan en el grupo con SN en
el dia 6 y en el grupo AP en el dia 2. En el rasn de albumina’y

de fibrinégeno, 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
SN fué significativamente mayor que en las ratas AP. Todos estos
datos indican que las alteraciones en los niveles de los ARNms
en las ratas con SN no son consecuencia de los cambios en la
ingesta de alimento., De hecho, los niveles hepdticos 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 excrecién urinaria de albumina se
incrementa los dlas 6 y 11, su concentracién plasmdtica disminuye
solo el dila 6 mientras que los niveles de su ARNm aumentan tanto
el dia 6 como el dla 11. Por otra parte, los niveles plasmaticos
de GPA disminuyen (51) y su excrecién urinaria se eleva (50, 52-
54), sin embargo, los niveles hepdticos de este ARNm no se
modificaron. En cambio, los niveles circulantes de fibrinégeno
aumentan (60), su excrecién 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 hepdticos de
su ARNm no cambian, mientras que en el de la apo AI, aumentan su
concentracién circulante (64), su excrecién urinaria (64) y los
niveles de su ARNm. Por dltimo, la concentracién de transferrina
disminuye (46,47), y su excrecién urinaria (47,48) y los niveles
de su ARNm se incrementan. Por lo tanto, parece que no existe
una regla comin para todas las protelnas plasmdticas que
relacione 1los niveles hepdticos de 1los ARNms vy las
concentraciones circulantes de sus protelnas correspondientes,
por lo que e¢s improbable esta sea una sefal regulatoria de 'la

sintesis de protelnas en el SN.
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La concentracién normal de albdmina en presencia de
albuminuria importante que se observa en el dia 11, sugiere que
la sintesis hepdtica de albémina estd aumentada para compensar
completamente las pérdidas de albumina por orina. Esto es, la
sintesis de albimina aumenta en presencia de concentraciones
normales de albumina circulante. Con base en muchos experimentos,
se ha propuesto que la presién coloidosmética regula la sintesis
de albd&mina (32, 37-39, 149, 157, 158), sin embargo, la presién
coloidosmética en el dila 11 de nuestro modelo experimental debe
estar cerca de lo normal como consecuencia de que 1la
concentracisdn de proteinas totales y de albtmina yYa no estd baija.
Por lo tanto, parece que, al menos en este dla, la sintesis de
albdmina no estd regulada por la presién coloidosmética. Adenmds,
los niveles hepdticos del ARNm de albuimina en el presente trabajo
no correlacionaron ni con las protelnas totales ni con la
albdmina en suero, pero si con la proteinuria (Tabla 2). Sin
embargo, no podemos descartar que en el dia 6 la disminucién de
la presién coloidosmética estimule la sintesis de albimina. Por
lo tanto, es posible que diferentes senales regulatorias
participen en la modulacién de la expresién del gen de albidmina
durante las dTM™ cntes etapas de la enfermedad, o bien que este
aumento adicional del ARNm de albimina 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 protelna
por orina, mAds gue la hipoproteinemia o la presién oncética,
regulan la sintesis de albtmina en esta etapa de la enfermedad.

También se ha postulado que la disminucién de la presién

coloidosmética estimula la sintesis de lipoprotelnas y en
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consecuencia esta contribuye a la hiperlipoproteinemia (1,3). De
hecho, se ha observado en células de hepatoma en cultivo (187)
que los cambios en la presioén oncética. del medio regulan los
niveles del ARNm de apo B. En el presente trabajo se observé una
estrecha correlacién negativa entre los niveles hepdticos del
ARNm de apo AI y la concentracién de protelnas totales y de
albtmina, observacién también hecha en otro trabajo (64), lo cual
apoya la hipétesis de que la presién coloidosmética regula la
sintesis de lipoprotelnas. Ademds, los niveles del ARNm de apo AI
correlacionaron positivamente con la proteinuria, lo que estd de
acuerdo con la observaciédn de Kaysen y cols, (51), quienes
encontraron que la hiperlipidemia correlaciona con la
proteinuria,

El incrementoe en la concentracién hepdtica del ARNm de
albamina, transferrina, fibrinégeno y apo AI = sugieren que. el
aumento en la slntesis de estas proteinas (33-35, 47, 61, 71) es,
al menos en parte, a nivel del ARNm. Los cambios en los niveles
de los ARNms pueden deberse a un incremento en su sintesis, a una
disminucién ev su degradacidn o a una combinacién de ambos, Dos
estudios previoes (13, 37) sugieren que la clevacién en los
niveles hep&ticos del ARNm de albtmina son consecuencia del
aumento en la transcripeién principalmente. Ademds, se ha
postulado que la principal forma de regulacidn de la slntesis de
albumina en otras condiciones patolégicas y fisiolégicas es a
nivel transcripcional (148, 163-166). Asimismo, la elevacién en
la concentracién hepdtica del ARNm de apo Al se debe, al menos

en parte, a un aumento la transcripcién del gen (255). Estos
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autores (255) encontraron que la transcripcién del gen se
incrementa 1.8 veces, Yy que el ARNm de apo Al aumenta 6.1
veces, por lo que también se propone que hay un aumento en la
estabilidad de este ARNm. Asimismo encontraron gque el aumento en
la sintesis de la proteina in yitro fué aln mayor que el de los
niveles del ARNm, por lo que se piensa que ademds hay un control
traduccional.

Respecto a los demds ARNms estudiados en este <trabajo, no
existen datos en la literatura acerca del mecanismo por medio del
cual aumentan sus niveles hepAticos, 1lo cual seria muy
interesante investigar.

El aumento de apo AI en la etapa nefrética, pero no en la
pre-nefrética, 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
dnico trabajo publicado en donde se analizan los niveles
hepAdticos de ARNms especificos tanto en la etapa pre-nefrética
como en la etapa nefrética, sin embargo, estos autores no los
analizaron en las etapas de remisién =y post-nefrética como se
hizo en esta tesis. Tarugi y cols. (73) también encontraron gue
los niveles de ARNm de apo AI aumentan en la etapa nefrética y

“los de apo E no cambian.

Comparando la magnitud de los cambios en los niveles
hepaticos de los ARNm 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 hepAticos de ARNm de albimina en la etapa

nefrética, mientras que en esta tésis, al igual que otros autores

101



(10,13,27,36), se encontré un aumento de aproximadamente 2 veces
en esta misma etapa, sin embargo, sl se observé un aumento de 4
veces en este ARNm pero en la etapa de remisién. En el caso de
los resultados obtenidos para el ARNm de apo E, estos coinciden
con los datos de Marshall y cols. (255) en la etapa pre-nefrética
donde encuentran un aumento de 2.2 veces, sin embargo hay una
discrepancia con estos autores en la etapa nefrética ya que ellos
encuentran un incremento de 2.3 veces y en el presente trabajo no
se observaron cambios. Estas discrepancias pueden deberse al
esquema de induccidén del sindrome nefrético, a la cepa y edad de
los animales utilizados y a la severidad de la enfermedad en el
momento en gue se hace el estudio. Todo esto justifica adn mds 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 correlacién negativa que se obtuvo en el presente trabajo
entre los niveles de ARNm de apo AI y apo E en las ratas con SN
también se ha observado en otras condiciones patoldgicas y
fisiolégicas (165, 241). Ademds, los niveles del ARNm de apo E
correlacionaron negativamente con la proteinuria, siendo que la
apo AI correlacioné postivamente., De igual manera los niveles
del ARNm de apo E correlacionaron negativamente con colesterol y
crigiicéridos y los de apo Al positivamente.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que eﬁ
este modelo experimental no existe una respuesta franca de fase
aguda, ya que solo aumentd el ARNm de fibrindgeno, pero no el de

GPA. Asimismo las concentraciones en plasma de fibrindgeno
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aumentan (60) mientras que las de GPA disminuyen (51).

' La hipertrofia hepdtica que se presenté en las ratas con SN
“corrobora datos previos de la literatura (6,10,12,35,76,255).
Este fenédmeno probablemente es secundario al esfuerzo del hlgado
para aumentar la sintesis de proteinas. De hecho, la hipertrofia
hepatica correlaciond positivamente con los niveles de ARNm de
albumina. Asimismo se ha encontrado que hay un aumento en el
contenido hepdtico de ARN y ADN (10,35,76,256).

De los datos presentados en la introduccién, estd claro que
hay una multitud de senales que regulan la expresién de los genes
de las proteinas estudiadas en este trabajo. Actualmente no estd
claro cudles de estas senales pueden estar involucardas en los
cambios observados en los ARNm en el SN. Por ejemplo, se sabe que
la insulina induce un aumento en los niveles de ARNm de albdémina,
sin embargo, se ha demostrado que los niveles de insulina estan
disminuidos en el SN (257) por lo que es improbable gue esta
hormona esté involucrada. Las hormonas tiroideas estimulan la
transcripcién del gen de apo AI  y aumenta los niveles del ARNm
de albimina, sin embargo, los datos acerca de los niveles de
triyodotironina en las ratas con SN son contradictorios
{251,252).

Los niveles de los otros probables reguladores de 1la
expresién de estos genes tales como glucecorticoides, 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 participacién en la regulacién
de la expresién de estos genes en el SN gqueda 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

protelnas plasmdticas en el SN tales como el factor nuclear de
hepatocito-1 y el Tf-LF1l.

Este modelo experimental puede ser de gran utilidad para
estudiar la regulacién de la expresién especifica de tejido de
los genes de las protelnas plasmdticas. En el presente trabajo
solo se estudiaron los niveles de los ARNms en higade, 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 regqulacién
de su expresién en tejidos extra-hepdticos en el sidrome

nefrético.
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vI CONCLUSTIONES

1. Las alteraciones en los niveles hepdticos de los ARNms
especificos en el SN son de magnitud variable y se presentan en
diferentes etapas después de la inyeccién del ANP, lo que sugiere
que no existe una respuesta simultdnea de todas las protelnas vy

que la sintesis de cada una se regula independientemente.

2. Las alteraciones en los niveles hepadticos de los ARNms en las
ratas con SN no son consecuencia de los cambios en la ingesta de

alimento.

3. Los niveles hepdticos de los ARNms de las apolipoprotelnas AI

y E parecen estar reguladas inversamente en el SN.

* 4, Los niveles del ARNm de albumina no parecen estar regulados
por los niveles circulantes de esta proteina, pero s! por la
proteinuria en el dia 11. Sin embargo, en el dia 6 la albimina

circulante sl podrla tener un papel regulatorio.

5. Los estimulos regulatorios de los niveles hepaiticos de los
ARNms de apo AI y apo E podrian ser la proteinuria, 1la
colesterolemia y/o la trigliceridemia, y en el caso de la apo AL
también podrian ser los niveles circulantes de albimina y de

proteinas totales.
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