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RESUMEN

En este estudio se realizd un andlisis electroforético
secugncial en gel acetato de celulosa de las fracciones de
proteinas albumina, globulinas alfa-1, alfa-2, beta y gamma en
suero y orina de ratas con sindrome nefrdtico (SN) los dias 2,
4, &, By 10, 12, 16, 20 y 30 despuds de la inyeccién Unica de
aminonucledsido de puromicina (ANP ) en una désis
correspondiente al modeloc agudo.

A pesar de que se han realizado estudios previos sobre el
patréon electroforético de proteinas en suero y orina de ratas
con nefrosis experimental, no existe un patron electroforético
definido para las fracciones de protelnas en suero y orins
durante todo el periodo de la enfermedad de sindrome nefrdtico
en ratas. Ya que solo en 2 trabajos se ha encontradoc que, por
un lado, en suero la fraccidén globulina alfa-1 aumenta, la
gamma desciende mientras que las fracciones alfa-2 y beta no
cambiany por otro lado las fracciones de proteina zlfa~2 y
beta se incrementan en suero. Tales estudios muestran
diferencias en las fracciones de globulinas alfa-2 y beta, por
lo que los resultados no son muy consistentes.

En el presente andlisis se encontré que los niveles de
proteinas totales disminuyeron en suero y aumentaron en orina
los dias 4 al 16 y 6 al 14 respectivamente.

La fraccien albumina en suero disminuyd sus niveles los

dias 4 al 16 y su excrecidn aumentd los dias & al 165 la
i



fraccion globulina alfa-1 aumentd en sueroc los dias 8 al 30 y
en orina se incrementd los dias & al 14635 la fraccidn globulina
alfa-2 en suero no tuvo cambios significativos y su excrecion
urinaria aumentd los dias & al 10g la fraccidn globulina beta
disminuy® en suero los dias 4 al 20 y en orina s® incrementd
los  dias & al 163 la fraccidn globulina gamma bajé en suero
sus niveles los dias 6,8 y 12 significativamente y en orina
aumentdron los dias & al 10.

Se observd en estas ratas un incremento en 13 excrecién
.urinaria de todas las fracciones de proteina despuéw de la
inyeccidn unica de ANP; 1o que indica que la proteinuria no es
selectiva.

Los pertiles de las fracciones de proteinas fueron
diferentes; la fraccidn alfa-i aumentd en suero, mientras que
las demds disminuyeron y la fraccidn alfa~2 no se modificd,
esto sugiere que la concentracidn de las diferentes fracciones
de proteina en suero de las ratas nefroticas =se regula
independientemente.

€l patron electroforético de fracciones de protef{nas en
suero de ratas nefroticas inducidas con ANP tué diferente a
los patrones electroforéticos previamente reportados an
nefrosis humana y en ratas con respuesta inflamatoria de fase

aguda.
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I. -~ INTYRODUCCION

I.t. SINDRdHE NEFROTICO

GENERAL IDADES.

El sindrome nefrético (SN) es una enfermedad renal que se
caracteriza principalmente por una proteinuria masiva como
consecuencia del aumento en la filtracién glomerular de las
protefnas plasmiticas, hipoalbuminemia, retencidn de sodio,
edema generalizado, disminucidn de la presidn coloidosmética,
altaraciocones en la concentracidn de casi todas las proteinas
plasmiticas, hiperlipidemia, hipertrofia hepdtica con aumento
de ADN y ARN, alteraciones en el metabolismo de calcio y la
vitamina D, alteracidén en los factores de 1la coagulacidn,
disminucién de la inmunidad Hhumoral y celular ademds de
desnutricion (1-4).

Se piensa que las alteraciones sistémicas del SN son
secundarias a la pérdida de protefnas plasmiticas en orina
debido al dafo en =] glomerulo a nivel de la barrera de
tiltracion glomerular (1),

El SN que se presenta en humanos, puede reproducirse
experimentalmente en animales mamiferos como en ratas, donde
presentan alteraciones renales y sistémicas muy parecidas a la

enfermedad en los humanos (5).



Se han descrito diversas maneras de inducir sipdrome
nefrotico experimental a través de inyscciones con diferentes
compuestos como son los siguientes:
= suero antirrifdn ¢ suero nefrotaxico (5,6).

- adriamicina (doxorubicina) (7,8).
- daunomicina o daunorubicina. (9).
— ANP (Aminonucleosido de puromicina}) (4,10,12),
Los cuales inducen una masiva proeeinuril' cuructnrllgica

del SN.

Se han descrito 2 modelos experimentales 'coh ANP _ para

inducir sindrome nefroético.

a) MODELO AGUDO.

Este modela se induce por 1 G varias inyecciones
subcutdneas ¢ intraperitoneales, en una désis de 50 a 130
mg/100y de peso corporal total. Que produce nefrosis en ratas
ademis de una proteinuria masiva, =l GN al término de 7 a 14
dias despues de su aplicacién, alrededor de 3 semanas
posteriores la proteinuria disminuye y desaparece a las &

sSemanas.

b) MODELO CRONICO.

Este modelo produce dafo renal inducido por § ¢ varias
ddsis de inyecciones intravenosas a bajas dosis (5 mg/100 g de
peso corporal total) (12).

Grond et al. {25) reportaron que con inyecciones repetidas
de ANP se produce nefrosis cronica y el dafo renal es

irreversible,



1:2. -ESTRUCTURA: DEL GLOMERULO .*

Vﬂﬁsbémicamenta el glomérulo consiste en una intrincada  red
de. :lpil#res a través de la cual fluye sangre que se . bombea
por fuerzas hidrdulicas generadas par 1las contracciones
isorritmicas del carazén (figura 1).

€1 glomérulo es una estructura v barrera selectiva de
filtracién de moléculas de proteina, esta barrera estd
canstituida por la pared capilar glomerular que consta de 3
componentes:

a) cédlulas endoteliales cuyo citoplasma estd fenestrado,

b} la membrana basal glomerular (MBG) compuesta de J capas:

la ldmina rara interna (LRI}, la ldmina dansa (LD), la 1dmina
rara externa (LRE), y

c) los procesos podociticos de las células eplteliales,

La fenestracien de 1las c#lulas endoteliales es de un
didmetro promedio de 70 nm., Estas células no ofrecen una
barrera mecdnica aparente a la filtracidn de macromoléculas,
sin embargo, el cantenido de compuestos como los
sialoglicanos, proveen al endotelio de cargas negativas, para
repeler moléculas cargadas negativamente como la albumina.

Estas células endoteliales permiten que todos los elementos
solubles del plasma puedan estar en contacto directo con la
membrana basal glomerular.

La membrana basalt glomerular (HéG) esta compussta
principalmente de una malla de fibras de coldgena. La LRI

tiene un espesor de 300 a 350 nm en el humanoc pero puede
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variar: .de 150‘ a 350 nm en diferentes especies, 1a LD
constituye una barrera significativa de filtracian de
‘protElnas plasmédticas neutras basadas en su tamaho molecular
debido  a la red de fibrillas smpaquetadas y compuestas por
coldgena tipo 1V, Se piensa que los espacios entre estas
tibras son poros con moléculas neutras donde se tamizan las
moléculas en base a sus dimensionesi lIa LD contiene pocos
residuos anidnicos, excepto los grupos carboxilo libres de la
coldgena, la hendidura del poro contiena una carga negativa
debido a la presencia de dcido sidlico, rico en glicoproteinas
que sirven de barrera a la filtracion de moléculas anidnicas,
la LRE es la parte mids externa de la pared glomerular hacia el
espacio de Bowman.

Los procesos podociticos de laws celulas epiteliales Qque
estan parcialmente embebidos wn la LRE, se encuentran como
extensiones citoplidsmicas sujetas al exterior de la MBG como
una serie de interdigitaciones de procesos podociticos. Entre
los procesos podoci{ticos adyacentes hay espacios de un tamafo
de 20 a 30 nm que estin cubiertos por una membrana fina
conocida como diafragma de hendidura que contiene espacios
rectangulares de un tamafo aproximado de 4 x 14 nm, a través
del cual pasan las moléculas pequefas y probablemente
restringen el paso de la albumina y de moléculas mds grandes
(13},

Tanto la LRI y LRE determinan una barrera que puede
retardar las moléculas de proteinas anidnicas, por wu
contenido de protecglucanos tales como el hepardn sulfato-

protecglucano y otras glicoproteinas sulfatadas o grupos

5
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1.3 -PROTEINURIA

El " pasv anormal de proteinas plasmdticas en la orina se
connce como proteinuriag puede ser consecuencia de un
increments en la permeabilidad glomerular ocasionado por una
lesion glomerular o de una resorcion detectuosa de proteinas
por un tubulo lesionado o saturado (15).

En el sindrome nefrdtico el incremento de la excrecion
urinaria de algunas proteinas ha sido bien documentada (14),
aiendoc la albumina la principal proteina urinaria en el SN,

Se ha descrito que la proteinuria es paralela al nivel de
proteinas en el plasma y a la proporcion de filtracion
glomerular, pero en diversos estudios realizados en humanas y
animales con SN se demuestra que la disminucion en la
concentracian de albumina plasmidtica no siempre ne
correlaciona con la proteinuria. Esto puede deberse al aumento
en el catabolismo de la albumina que se ha observado en el SN
{15)3 otros factores que pueden contribuir a explicar ls
hipoalbuminemia son la disminucitin en su sintesis, cambios en
su distribucidn & pérdida total en ®1 cuerpo (2).

La pérdida de albumina por orina es importantej sin embargo
la perdida por i misma no explica la hipoalbuminemia, pero

tambieén se ha visto que en muchos pacientes con SN la



velocidad de sintesis de la alﬁﬂmina hepatica puede
incrementarse al menos el triple para compensar su peérdidag
por atro lado también la velocidad de sintesis de albumina
puede estar aumentada en pacientes si la ingestion de
proteinas es adecuada. (2,14).

La hipoalbuminemia juega un papel importante en la
patogénesis de la hiperlipoproteinemia y del edema (146).

El edema junto con la ascitis se deben a una disminucidn en
la presidn coloidosmética provocada por la pérdida de
proteinas plasmiticas principalmente albdminat(2,3,17)3 esto
produce una reduccién en la presién oncédtica de la sangre
favoreciende el movimiento de agua al espacic intravascular e
intersticial y se inicia la retencidn de sodio para mantener
la osmolaridad de los ligquidos del cuerpo dando un progresivo
desarrollo del fluido extracelular siendo esto una
mani festacidn del edema (1S5,17).

El1 descenso de las proteinas séricas coincide con el
periodo de la mixima proteinuria y también ocurre un aumento
en «l volumen urinario como consecuencia de la disminucion del

liquido de ascitis (12).

1.4 MECANISMOS DE PROTEINURIA

La proteinuria en el SN se presenta por dafo a nivel de

glomérulo, fundamgntalmente en la estructura que permite el



f‘ltf‘dd de- DFQtiinls, lc que conduce a una filtracién de
ﬁrotelnas gue exceda la capacidad de absorcién mixima del
tubulo.

Se ba sugerido que la pérdida de protecglucancs an la MBG
puede contribuir a una proteinuria en forma masiva; en otros
estudios sobre SN se ha descrito que la glucomsa y la manosa se
acumulan principalmente en las glicoproteinas componentes de
la MBG y le inducen cambics en la orientacidn de su estructura
tridimensionalj estos cambios principalmente alteran el tamaho
de sus poros propiciando que exista un aumento en la excreclidn
de proteinas (3).

El ANP utilizado para inducir SN, parece tener su sitio de
accioen en el epitelio glomerular, donde produce la fusién de
pedocitos ocacionande un dafo en la MBG (5,12,14) y unma
proteinuria, ademids de otras alteraciones sistéemicas
secundarias que se manifiestan en el SN.

Para determinar el paso de proteinas en la orina final,
existen diferentes wmecanismos, que estan en funcién de la
barrera de filtracion, la cual se define por 2 sistemas:

—~ La barrera tamafo selectiva, basada wn el tamaho molecular
y/4 su configuracién de proteinas.

- La barrera de carga selectiva, basada en la densidad de
carga molecular (3).

Todos estos mecanismos que permiten el paso de moléculas
considerando el tamafo, deformabilidad de la carqQa eléctrica y
la configuracion molecular, asi como la hemodindmica
glomerular (13).

En el SN estos mecanismos estan alterados dando como

8



resu;tido li,prote§nuria.

/1.8° ALTERACIONES EN LOS NIVELES DE PROTEINAS CIRCULANTES EN
EL SN,

Las proteinas circulantes tienen diferentes funciones
fisioldgicas dentro del organismo y gque de acuerde con el

papel especifico de cada proteina tienen ciertos niveles de

concentraciton en plasma, las alteraciones en la concentracién
de cada proteina puede indicar diferentes condiciones
patologicas.

En 21 SN existen algunas proteinas involucradas, mismas gue
por sus caracteristicas como la referente a su carga eléctrica
y su movilidad electroforética, han hecho posible sU
determinaciéong sin embargo, Sse han realizado pocos estudias
para dilucidar el mecanismo exacto de las proteinas
plasmiticas individuales en la enfermedad de SN.

La concentracién en el suero de algunas proteinas en la
nefrosis experimental y humana se encuentra alterada debido a
que existen grandes cambios en el metabolismo de proteinas
plasmiticas (3,16).

ta concentracidén de varias proteinas en suero ha sido
medida en SN y se ha demostrado gque, a pesar de una marcada
hipoproteinemia, la concentracién en suerc de alqunas
proteinas no cambia y que la de otras aumentas (2,4).

Los niveles varian de acuerdo con la magnitud de 1la



ehfefmedéd. 'se ha visto que las proteipas totales disminuyen
en ' suero durante la mixima proteinuria (entre los dias 10 y
12y, pér lo que se ha propuesto que existe relacion entre la
pérdida de protelinas en suero y su incremento en orina e&n esta
enfermedad (3).

La digaminucién en la concentracién de una proteina
circulante puede ser consecuencia de una reduccion en  su
sintesis, del incremento en su catabolismo, de la excrecidn
urinaria o una combinacidn de estos tactores (4), o©o por al
contrarioco el incremento en la concentracion dJde protefina
circulante en #1 SN puede ser consecuencia de un aumento en la
asintesis y/o0 una disminuciédn de su catabolismo, sin embargo,
las proteinas tales como la albumina, glicoproteina 4cida
alfa-1 y transferrina no tienen la capacidad de incrementar su
gsintesis para llegar a balancear su pérdida urinaria y/o
incrementar su degradacion (§).

AlqQunos estudios de andlisis electroforéticos de protefnas
séricas en pacientes y animales con SN donde demuestran que la
albumina y las globulinas gamma estan disminuidas, mientras
que en ratas con SN se describe una disminucién en los niveles
séricos de globulina alfa=2 y un aumento para la globulina
alfa-1 (20,23).

E1 patrén electroforético de las proteinas de la orina en
pacientes con SN es muy similar cualitatitamente al de suero
normal perao con grandes diferencias cuantitativas (18).

Los niveles séricos de inmunoglobulina G (1gG) westan
disminuidos en los pacientes con 5N y esto se debe a que la

I1gG se pierde en grandes cantidades ya que aumenta su

10



catabolismo. Cuando los pacientes con SN entran an :la etgpn,dé7

remision, 1los niveles de IgG tienden a reghesarija;%va

normales mientras que los de la inmunoglobulina ﬁ v(lgM
mantienen elevados durante varios afos después. Lgldﬁfi;iéqci
de la IQG junto con la reduccidn en la inmunidad :el@ﬁéri;en‘
astos pacientes trae como consecuencia un in:remanto  enla’
incidencia de infecciones. También 1los  niveles [§e7 7la;
IgM e inmunoglobulina € (IgE) estan aumentados y ln; de 'la

Inmunoglobulina (IgA) estan reducidos (21). ) 7 R

Otras proteinas de transporte cuya concentracion esta
disminuida y/0 se pierden en la orina en pacientes con SN son
la transcortina, proteina que une Zinc, globulina que une
tiroxina y proteina que une vitamina D (21).

Se ha descrito que la disminucion de la glicoproteina dcida
alta-t (GPA) puede deteriorar la activacidn de la lipasa de
lipoproteinas ya gque contiene un cofactor para reaccién de
esta enzima, esto junto con la pérdida urinaria de la lecitin
colesteral ac{l trasferasa puede contribuir a alteraciones en
el metabolismo de las lipoproteinas en el SN (21),

En el SN existen alteraciones como la hiperlipidemia y 1la
hipercolesterolemia; en etapas tempranas del SN se incrementan
las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL?Y, las
lipoproteinas de intermedia densidad (IDL) y las lipoproteinas
de baja densidad (LDL). La hiperlipidemia en el SN es debida
una sobreproduccidn hepdtica de lipoproteinas plasmdticas las
que son muy grandes para ser eliminadas en la orinaj este

estudio se ha descrito en higado perfundido aislado (1&6).



Par otra parte, en otros estudios demuestran una reducciop
en la actividad de algunas enzimas {19,20), estas
abservaciones se han tomada en cuenta, al realizar estudios
para observar la actividad de enzimas seéericas en el SN
inducidoc con ANP donde se define que la actividad de cada
enzima durante la nefrosis experimental es regulada
especificamente, dado que los mecanismos de sintesis y

degradacion son diferentes para cada proteina (21).



11 ANTECEDENTES DIRECTOS

El  modelo de nefrosis experimental y la nefrosis humana se
caracterizan por profundos cambios en los niveles y en el
metabolismo de las proteinas plasmdticas (4,15,19,29,30). Por
otra parte, el patron electrofordtico de proteinas en suero
estd claramente alterado (23,24,37,38).

Se han establecido diferencias en el patrén electroforético
de proteinas séricas en la nefrosis experimental y nefrosis
humana.

En la nefrosis humana se ha observado que las fracciones
alfa-2 y beta globulinas se incrementan en suero y la fraccioén
alfa-1 no se altera (11,36,37). En la nefrosis experimental en
ratas tratadas con ANP se ha encontrado que las fracciones
globulina alfa-1 aumenta (23,38) y la globulina Qamma
descienden en suero (23) y las fracciones de glaobulinas
alfa-2 y beta no cambian (23) o se incrementan (24). Sin
embargo, estos dos trabajos (23,24) en la nefrosis
experimental los resultados sobre ] patrén electroforético de
proteinas seéricas no son constistentes. En ambos estudios
existen diferencias en los niveles de las fracciones de
globulinas alfa-2 y beta (23,24).

En ratas con SN inducido con ANP se ha visto que en suero
aumenta la proteina slfa-1 macroglobulina y aparece la
proteina alfa-2 macroglobulina que es considerada una proteina

de fase agquda ya que también se incrementa en la respuesta

13



inflamatoria en el modelo en ratas con respuesta de fase aguda
inducido con turpentina (38).

Esto ha conducidoa a postular que en ratas onefroticas
inducidas con ANP ocurre un cambio similar en las proteinas de
fase aguda al observado en enfermedades inflamatorias como el
caso de ratas con absceso provocado por turpentina(3®). E€En
estas ratas con respuesta inflamatoria se ha observado que la
albumina, las globulinas alfa-1 y gamma descienden, y que las
globulinas alfa-2 y beta aumantan (39,40).

Por otro lado se ha visto que la proteina glucoproteina
dcida alfa-1 incrementa sus niveles en circulacién durante la
respuesta de fase aguda y decrece en ratas nefroticas (38).
Ya que no se ha descrito el cambio secuenctni de los niveles
de las fracciones de proteinas séricas y urinarias durante
todo el pericdo del SN dentro del modelo agudo, no se¢ tiena un
patron de electroforésis de proteinas definido para el 6N que
muestre el cambio paulatino en estos pertiles. De tal manera
s® ha realizado en este estudio un anilisis electroforético
secuencial de los cambios en los niveles de fracciones de
protetnas talbumina, globulinas alfa-i, alfa-2, beta y gamma)
tante en suero como en orina de ratas con SN inducidas con ANP
durante todo el periodo de la nefrosis, para determinar si el
patron electroforético de ratas con SN inducido con ANP es
similar a 1os patrones de perfiles electroforéticos de
protainas reportados en humanos y en ratas con respuesta de

fase aguda.
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 I11 -OBJETIVOS

“Analizar los cambihs secuenciales en ‘lus; perfilas de
tracciones electroforéticas de proteipas en suero y orina. en

ratas con SN inducidc con ANP.

Determinar si el patron electroforético de ratas con SN
i{nducido con ANP es similar o no a los perfilaes
electraforéticos de protefinas previamente reportados para la
nefrosis humana y para las ratas con respuesta de fase aguda

inducida con turpentina.



IV  MATERIAL Y METODOS

IV.1 REACTIVOS:

Se usaron los siguientes reactivos:

Carbonato de sodio, hidroxido de sodio, tartrato de sodio y
potasio, sulfato de cobre, dcido tricloroacético, metanol
absoluto, 4cido acético glacial (J.T. Baker de Meéxico).

Aminonucledsido de puromicina (& dimetilamino-9-(3 smino-3—~
desoxi-D-beta-ribofuranosil) purina}), reactivo de folin-faenol,
albumina wsérica de bovino, acido tricloraceético (Sigma
Chemical Co. St. Louis, Mo).

Amprtiguador HR (tris barbital-sodio barbital), solucien
rojo Ponceau-5§ (solucidn acuosa 'ulfolllx:lli:n‘ y dcido

tricloracético) de Helena Laboratories Texas, USA.

Iv.2 EQUIPO:

En este estudioc se uso el siguiente equipos
~ Decapitador para animales pequefos de Harvard Co. (catdlogo
85-0012) .
— Jaulas metabdlicas de fabricaciédn nacional para recolectar
orina de rata libre de heces, que constan de una malla
metalica (que permite el paso de la orina y retiene las
heces), un cono colector para que escurra la orina hacia un

recipiente, comederos y bebederos.
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Balanza granataria Ohaus 700 (clplcidld 2610 9')".
Gradillas de acrilico. ‘ : ';
Centrifuga refrigerada Damon/lEC Divisidn modelo P}IféOOO.‘
vortex de Scientific Products SB 200. )

° o,

Cangelador Reven (-80
Espectrofotametro Carl Zeiss PMQ I1.
Balanza analitica Mettler tipo H-15.

Papel filtro Whatman No. 42 sw 11 cm de diimetro.

Agitador magnético Corning PC-353.

Ciémara de electroforésis y accesorios (Helena quarntér)eq’,

Texas USA).

Densitometro (Hoeter Sciantific Ingtrument) . GS-300-115.. V

San Francisco, Cal, USA. ;
Fuente de poder PS 1500 (Hoefer Scientific lnltrumenti;

Graticador (Kipp-Zonen Holland) tipo IIl.
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1v.5 DISEND eSPERIMENTAL

En este trabajo se usaron 100 ratas macho de la cepa Wistar
de un peso carporal de 180-310 g.

Las rat;s se dividieron en 2 Qrupos: control Yy
experimental. A las ratas del grupo control (n=10) se les
administréd solucidn salina estéril, y al grupo experimental
{n=90) se le administro ANP en solucidn al 2% a una dosis de
15 mg/100 g para inducir el SN. Las ratas se alimentaron ad
libitum, tuvieron libre acceso al agua y permanecieron en
jaulas metabdlicas para la recolwccidon de la orina de 24 h
hasta el dia de su sacrificio.

Las ratas del grupo experimental 58 sacrificaraon
secuencialmente por decapitacion (n=10 cada dia), los dias
2, 4, &, 8, 10, 12, 14, 20 y 30 despues de la inyeccidén de
ANP. La sangre se recolectd en tubos de plistico y después de
la retraccidn del codgulo se centrifugaron a 2000 rpm par 20
min para posteriormente separar e] suero.

Las muestres de suero y orina se guardaron congeladas en
alicuotas 1 ml hasta la realizacidn de la @lectroforésis de

proteinas y la determinacién de proteinas totales.
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IV.&  METODOS ANALITICOS

IV.&6.1 DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES. EN.SUERD.

La  determinacidn de ﬁfdtelﬁas:¥Dtil¢s:énriuerq de rata se
realizé por el método colorimétrico. de clowry - et, al,

modificado por Hartree. (26),

Reactivos:
Solucién As C;rbanatu de so&tu ;l 2%;7 E
Hidroxido de sodio al 0.4%
Tartrato de sodio y potasio al 0.2%
Solucién Br Sulfato de cobre al 0.5%
Solucién Ci 50 ml de solucidn A + 1 ml de solucidén B.
Solucion Dt Folin 1 N. Se prepara a partir de una sclucion 2N
Solucidn E:t Solucidn patrdn de Albumina sérica de bovino 0.05%

1 mg/ml.

Procedimiento:

Elaborar wuna curva estdndar de 5 a 50 ug en un volumen final
de 200 ul de ASP al 0.03%.

a) Colocar la muestra © la albumina patréon en un volumen final
de 0.2 mi a cada tubo.

b) Agregar a cada tubo 1 ml de solucion C, dejando reposar 10
min,

c) Adicicnar 100 ul de la solucidn D agitando continuamente y
se dej¢ transcurrir 30 min, al final de 1los cuales se

determing 1a D O a 440 nm.



IV.6.2:  DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES EN. ORINA.

La’ determinacion de la concentracidn de proteinmas totales
en orina de 24 h, se realizo con @1 método antericrmente
descrito, después de precipitarlas con dcide tricloracético y

raesuspenderlas en hidrdxido de sodio.
Reactivos:s

~.Acido tricloroacético al 10%.
= 0.1 ml de orina de 24 h.

= Hidréoxido de Sodio al 0.5 M.
Procedimiento:s

Precipitar 0.1 ml de orina con 1 ml de #cido tricloracético
al 10 %.

Centrifugar a 2000 rpm por 10 min.

El precipitado lavar 2 & 3 veces con dcido tricloracético al
10%, se resuspendid el precipitado en hidréxido de sodio.

Se usaron 200 ul de diferentes diluciones 1:200 o 1:100,

Por ultimo medir la concentracidn de proteinas totales por el

mismo método que para suero (pausos a,b,c,d).
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IV.6.3. ELECTROFORESIS EN' ACETATO DE CELULOSA:
a) PRINCIFIO.

Las proteinas estidn formadas por residuos de aminodcidos
unidos covalentemente, pueden ser polares o no polares, es
decir, tienen una carga eléctrica.

El movimiento de cada proteina a traves de un campo
eléctrico es llammado electroforesis. Las diferentes proteinas
pueden ser separadas si tienen diferentes velocidades en un
tampo eléctrico, éste (=1 aplicado en una solucidn
(amortiguador) situado en los electrodos de carga cpuesta a la
de las proteinas. As{ cada proteina se mueve hacis el
electrodeo contraric a su carga eléctricag dependiendo el
amortiguador usado, serd la velocidad para cada proteina,
ademiw del tipo de matriz usado de soporte para la
electroforesis,.

Para las proteinas el pH generalmente usado es el rango de
7-93 las soluciones amortiguadoras mantienen wste pH y asi la
carga neta de las proteinas en el proceso de la
electroforesis.

El soporte utilizado en esta ténica es el acetato de
celulosa, en el gque la carga neta de las protetnas es la
riapansable casi exclusivamente de la separacion de las
proteinas.

En esta técnica las proteinas que se encuentran en el suero
y orina, se fraccionan y se separan de acuerdo a ®su Ccarga

electrica y a un particular pH (8,6-B.9) en las siguientes
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fracciones de proteina; Albumina, proteina con carga wléctrica
negativa, &3 la que mds distancia recorre en el gel hacia el
dnodo y es la mis prominente en sueroj posteriormente las
fracciones ALFA-1, ALFA-2, BETA y GAMMA globulinas .

Estas 5 fracciones de proteina tiene diferante movilidad
electroforética, y en cada fraccion se sncuentran agrupadas
otras proteinas (18).

La smeparacidn a través del uso del gel acetato de celulosa
hace posible realizar mucho mis rdpido el andlisis usando
volumenes de muestra pequefos.

La determinacion de estas fracciones de proteina se realiza
para obtener su concentracidn y cuando sus niveles se
encuentran alterados pueden indicar diferentes estados

patoldgicos (15).
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b) ‘METODOLGGIA:

= Ambrtsgui or

Barbital-"

Sodio Barbﬂiai)’en 1 litro de agua destilada a pH 8.6-8.9 y se

quarda-en refrigeracion hasta su uso.
~ Solucidn para destedir. Se prepara 1 1 de dcido acético

S% en agua destilada.

al

= Solucion aclaradora. Se preparan 100 ml de acido - acético

glacial y metanocl en una proparcidn 1:4 (para uso didrio

desechando el sobrante en cada uso).

— Solucién colorante de Rojo Ponceau-5. Un volumen de 300
de Solucidn al 0.5 % de Ponceau-S en una solucidn acuosa
dcido sulfosalicilico al 3.5 4 y de dcido tricloroacético

3.5 %.

Procedimiento:

1) Hidratacién de las membranas de acetato de celulosas

depositaron 500 ml de amortiguador HR en un recipiente vy

y

ml
de

al

Se

5@

tamaron las placas TITuM 111, previamente marczdas con lapiz

durc en el dngulo superior derecho del lade durc o plistico.

Las membranas se colzocaron en una gradilla porta-placas

la



cual ‘se sumergla'lg sguad‘r, para que no se

formar;n burbu:as. se

humede:ieran ltué de utos.y: ; ,;" i oras (Fxgura
"2:). en este estudxn se h:drataron lasg placas un tiempn de 30

minuens.;,

Se.colocs un

2) Praparacian da 1a camarn de‘electrof reﬁiés,ﬁ

mlnimu ‘de 100 ml’ de lmortiguadur HR: en kcada: uno' de “los

:omparttmientcs externcs de la camari, con lste amurtxguador '

se colocaron 2 tiras de papel fxltrn a lo larqc de los puentes
‘de :la cdmara, con estas tiras se establecid un contacto entre
el amortiguador -y las membranas de . acetato de celulosa. La
cdmara de guardd carrada hasta que el amortiguador tomara una

temperatura ambiente (Figura 2b).

3} Colocacidn de las muestrasy con un sistema de aplicacién
de muestras (Super Z), formado por 2 bases tcmamuestras con 8
pozos marcados cada una, una base de alineacién y el aplicador
super Z. Se depasitaron 10 ul de cada una de las muestras en
cada pozo de 1la base tomamuestraj se taparon con un

cubreob jetos para evitar su evaporaciotn (Figura 2c).

4) Se sacaron las membranas de gel acetato de celulosa del
amortiguador y se secaron unifaormemente con papel filtro.
Inmediatamente después se colocd una de las placas en una base
de alineacion con el lado del gel hacia arriba de tal manera
que  la marca de la pliva quedara hacia marca de orientacion
del cdtodo y del lado i2gquierdo superior en donde sa colocd la

muestra numero 1| (Figura 2d}.
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ietairs soviesron

FIGURA 2). Procedimiento de electroforesis. a) Humedaeci~=
miento de membranas de acetdto de celulosa, b) Prepara-~
cién de la camara de electrotorésis, c) colocacién y apli-=
cacién de las muestras, d) tincién y corrimiento de fag---
muestras y e) aclaracién de tas membranas.



5) 'Preparacion del aplicador super Z: Se alined el aplicador
en ' la base tomamue;tras y se@ sumergieron los dientecillos 2
veces en las muestras, la primera carga se depositd sobre

un papel absorbente limpio para verificar si los dientecillos
funcionaban correctamente. Nuevamente se cargo el aplicador y
se colocd sobre la membrana aplicando las muestras uns sola
vez haciendo presion uniforme y manteniendola por 10 segundos

(Figura 2d).

6) Se quitd el aplicador de la membrana y esta se sacod
cuidadosamente y se colocd en la cimara de electroforésis con
@l plistico hacia arriba, orientado el lado de la aplicacién
de las muestras hacia el catodo de la cdmara. Se colocd un
portacbjetos sobre la membrana para aseqgurar que ésta hiciera
contacto con el papel filtro en los electrodos (Figura 2d), la
cdmara se adaptd a una fuente de voltaje ¥ se realizd la
®lectrofaresis a 200 V y corriente constante durante 235
minutos para muestras de suero y 30 minutos para muestras de

orina.

7) Una vez terminado este tiempo, las membranas se pusieron a
tenir durante 3 minutos en rojo de Ponceau-S, se sacaron det
colorante, el exceso que no se fijod a las proteinas se eliming
en un primer lavado con dcido acético al 5 % durante 4
minutos, con agitacion ocasional y cuidadosa. Se paso & otros

2 lavados de 4 minutos cada uno en idcido acético al 5%,

B8) Lass membranas se deshidrataron en 2 lavados sucesivos de

metanol absoluto en un tiempo de 10 minutos por bana. Se
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pasaron ‘a un baho final de una mezcla de solucidn aclaradora

de metanol-dcido.acético por 5 minutos.

) Las' membranas se secaron en un horno a una temperatura de
%0 a. 60°C por un tiempo de 3 minutos. Inmediatamente después

se hizd @l trazo densitométrico.

10) Una vez terminada la electroforésis de las muestras en
suero y orina de ratas nefrogicas tratadas con ANP y de
muestras de ratas control, se ideptificaron cada una de las
bandas de cada muestra en la membrana de acetato de celulosa,
comparandolas con los picos de las curvas en los trazos
densitométricos de cada una de las $ fracciones de proteina

correpondientes.
c) DENSITOMETRIA DE LAS ELECTROFORESIS

Una vez terminada la electroforesis las placas se montaron
en un densitémetro (Hoefer Scientific Instruments)., E1 aparatoc
se calibré a cero en la posicion de transmitancia., E1
densitémetro se conectd a un registrador griafico el cual
tambidn se calibrd a cero. Se hizo la densitometria empleando
una sensibilidad de registro de 0.5 V con una ganancia de 70 y
una velocidad del papel de 10 mm/seqg.

Se abtuvieran los trazos densitométricos de cada una de las
muestras de suero y de orina durante los dias del estudiao
secuencial.

En el papel graficador se obtuvieron curvas donde cada pico
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representd un; de liﬁ cinéu fracciones diferentes de proteinas
{Albumina, ‘Alfq¥1, Alfa-2, beta y Gamma), mismas Qque se
identificaron a traves de un patrén de trazo densitomeétrico de
referencia para electroforesis en acetato de celulosa anexo en
el manual de la técnica de electroforesis de proteinas en gel
{Figura 3).

Del trazo densitométrico se obtuve la concentracidén de cada
muestra de las 35 fracciones de proteina diferentes en una
muestra, esto se hizo a través de upa cuantificacion
indirécta, pesando el papel del drea bajo cada unas de las
fracciones, esto es, tomando a2n cuenta el peso de todas las
fracciones y el peso de cada una de ellas, se calcule el
porcentaje respectivo. Con este dato y con el de la
concentracion  total de proteina se obtuve la concentracion de

proteina de cada una de las fracciones.
IV.6.4 ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos de las graficas estan expresados como la media +
el error estandar., Las comparaciones contra el control se
hicieron por medio de comparaciones por comparaciones
multiples de acuerdo al método de Dunnet (28).

Un valor de P { de 0.05 se considerd significativo.
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FIGURA 3). Patron de localizaclén de protefnas en suero.
Cada pico de la curva representa la movilidad electrofo-
rética de cada fraccidn de proteina (albimina, globulinas
alfa-1, alta-2, beta y gamma) cada fraccién agrupa dife
rentes proteinas.



V. RESULTADOS
V.t ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN SUERO

En la figura 4, se cobservan los cambios wn cada una de las
-] fracciones electroforeticas durante todo el estudio
secusncial, en las muestras de suero de ratas nefroticas
inducidas con ANP y de ratas control.

Los dias B,10 y 12 se después de la inyeccidn unica de ANP
las fracciones albumina, globulina beta y gamma se hacen menos
aparentes con respecto a las correspondiente en la muestra
controls la fraccidn globulinas alfa=-1 en ¢éstos dias es la mis
ancha que en el control y la fraccidn globulina alfa-2 ce
mantiene cualitativamente similar a la correspondiente en 1la

muestra control.
V.2 ELECTROFORES1S DE PROTEINAS URINARIAS

En la figura B, se observan las diferentes muestras de
electroforesis de proteinas en orina del dia 10

correspondiente a la méxima proteinuria, se presentaron las 5

fracciones electroforeticas en bandas mids anchas.
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FIGURA 4. Electroforesis de protelnas en suero, Se observan
las muestres que corresponden a cada uno de los dias del
estudio secuencial en ratas Inducidas con ANP y rates con
trol (C) . En cada muesira ase deflnen 6 bandas corrzapon~
dlentes & cada una de las fracclones alectrolorsticas de- -
proteina.
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FIGURA 5). Electroforesis de proteinas urinarias. Se obser—
van diferentes muestras de! dia 10 del estudic (méxims pro
teinurla) de rates inducidas con ANP. En cada muestra se -

definen & bandes de cada una de las fraccioes electroforé—
ticas de protalna,



V.3 - TRAZOS DENSITOMETRICOS DE:LAS ELECTROFORESIS DE  PROTEINAS
EN SUERQ.

En la figura &, se obtuvieron 1los trazos densitométricos,
donde cada curva representa las 5 fracciones de proteina de
las diferentes muestras después de la inyeccidn unica de ANP,
anteriores a la mixima proteinuria (dia 10) y de ratas
controly los picos de cada curva muestran la cantidad
individual de cada fraccitn de proteina presente sn suerocy gque
cada fraccidn desciende con respecto a las fracciones de la
muestra control; excepto el pico de 1la fraccion alfa-t
continua siendo mayaor que el correspondiente en la muestra
control.

En la figura 7, se muestran los trazos densitométricos de
fracciones de proteinas presentes en suero del dia 10 al 30,
de ratas nefrédticas inducidas con ANP, las curvas del trazo
del dia 10 corresponden a una marcada hipoproteinemia, a
partir del cual se observa una tendencia a recuperar laos
niveles de lss fracciones de proteinas en las curvas de manera
similar a la curva del trazo densitométrico de la muestra

cantrol.

V.4 TRAZO DENSITOMETRICO DE LAS ELECTROFORESIS DE PROTEINAS
URINARIAS.

En 1la figura 8, se muestra el trazo densitométrico de una
sola muestra de orina representativa del dia 10 donde we

ochservan claramente las S fracciones de proteinas que
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SUEROS

CONTROL DIA 2

FIGURA 8). Trazos densitométricos de lam electroforesis de
suero de ratas nefrdoticas sacrificadas en diferentes diaa.
Cada gréfica representa una sdéla rata. Del dia 2 al 8 aon
previos a la méaxima proteinuria.



SUEROS

DIATO ~ . - DIA 12

FIGURA 7). Trazos densitométricos de las electroforesis en
guero. El dia 10 representa la méaxima proteinuria, los dias
12 al 30 son posteriores a la mliama.



ORINA

DIA 10

FIGURA B). Trazo densitométrico de la electroforésis de —
protelnas en orina de ratas inducidas con ANP de! dfa 10.



carrespander maxima proteinuria.

V.57 " 'VOLUMEN: URINARIOD.

En laygrtfica 1, se muestra el volumen urinario de:24: . h, ..

‘que sumenta significativamente los dias B8 y 10 con un vﬂaldr,de L

27413 'ml y 254#8.6 ml. h respactivamente, para regresar’

" lentamente a valores cercanos al control (15+3 ml) el.dia 30% =

v.ée PROTEINAS TOTALES.

En la grafica 2a), se muestran los cambios en la
concentracion de proteinas totiles ®n suero durante todo el
estudio. En el suero de ratas controles fue de 7.3+0.2 g/d1,
disminuyd notoriamente hasta alcanzar el valor mds bajo el dia
& won 3.9%0.2 g/dl, y posteriormente aumentd a valores
normales en el dia 20,

La excrecidn urinaria de proteinas totales (grifica 2u0),
aumentd swsignificativamente de 37:3.5 mg/24h en el control s
210323.4 mg/24 h ®n el dia 4, alcanza valores miximos las
dias 8 y 10 (de 820+125 y 810+138.3 mg/24 h respectivamente) y
disminuye a valores cercanos a los normales en el dia 30

(120x16.4 mg/24h) .

37



URINARIO

*
30+ T
¥
=
<
(aN]
~ 20+ .
> -
w E &I
=
o |
-
o
I NN N N T T R =L
> IO ———22% %5 0 12\%s 20 50

DIAS

GRAFICA 1). Volumen urinarlo de 24 hb;u. de ratas inducl

das con ANP en diferentes dias del estudlo y ratas control
{c).
*p = 0.05.
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GRAFICA 2), a) Determinacién de protelnas totales en suero
b} en orina de ratas inducidas con ANP y ratas control (C).
* p < 0.06.
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V.7. .FRACCION ALBUMINA.

Los. perfiles de albumina sérica se muestran en la gqrifica
3a). “En el grupo control fué de 3.11+0.1 g/dl, se observd una
hipoalbuminemia significativa desde el dia 4, siendo mds
notoria en los dias B8 y 10 con concentraciones da 0.45:0.06 y
0.5940.07 g/dl respectivamente, incrementandose después a
valores normales el dia 20.

La excrecion urinaria de albamina (grtfgca 3b) - aumenta
desde @l dia 4 (59+7.37 mg/24 h), alcanzd su valor mlxi@é dé'
I64+94.33 mg/24 h en el dia 10 y regresd a. valor-; vnn

diferentes de los normales el dia 20,

v.8 FRACCION GLOBUL INA ALFA ~ 1.

La concentracieén de esta fraccidn disminuyd ligeramente en
suero de 1.09+0.05 g/dl an el grupo control, a 0.94:+0.04 g/dl}
on lus dias 2 y 4, Posteriormente aumentd constantemente hasta
llegar a su mdximo d& 2.74:10.15 g/dl en el dia 12 a partir
del cual disminuyd, pero se mantuvo significativamente alto
al final del estudio respecto al control (grdfica 4a).

En la gr4fica 4b), se cbserva que la excrecid urinaria de
la fraccion alfa-l aumentd a partir del dia 4, alcanzé su
mdxima excrecidén en el dia 10 (240+42.1 mg/24 h) y
paulatinamente disminuyd a valores cercanos a los normales con

respecto & la excrecion del grupo control de 7.3+0.85 mg/24 h.
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GRAFICA 3). Perfll de albumina. a) suero y b) en orlna,
ratas Inducidaa con ANP y ratas control (c)
* p ¢ 0.06.
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GRAFICA 4). Perfil de la fracclon globulina alfa-1, a) en
suero y b) en orina de ratas Inducidaa con ANP y ratas
control (C}.
« p < 0.06.



v.? FRACCION GLABULINA ALFA - 2,

La fraccion globulina alfa-2 disminuyo -igni}icgkiyéﬁ-ntgi}'
@n suero el dia & (0.53+0.04 g/dl); los dias 2,.4, io, 12}116,>
20 y 30 no cambiaran significavamente con respecto Ql 9rupo
cantrol (0.87+0.05 g/dl) (Grdfica Sa). :

En orina la excrecidn de esta fraccion fué significativa el
dia & con 131+21.51 mg/vol. 248 h con respecto al énntrul dn
7.5+1.22 mg/24 hi la mdxima excrecidon fué de 142+40.44 mg/24 h
@n el dia 8 y disminuye lentamente a valores cercanos a4 los

normales al tinal del estudio (Grafica 5b).
V.10 FRACCION GLOBULINA - BETA.

Estd presenta en suero de ratas control en una
concentracion de 1.33+0.11 g/dl. Después de la inyecciédn de
ANP su concentracion disminuyd en forma significativa hasta un
minimo de 0.48#0.03 g/dl en al dia 10, y después se incrementd
ligeramente para alcanzar valores normales con respecto al
control el dfa 30 (Gréfica &4a).

La excrecidn urinaria de la fraccién globulina~baeta aumenta
de una concentracion en los controles de 120#+0.45 mg/24 h  a
una excrecidn mdxima en el dia B8 de 1184+24,.10 mg/24 h para
regresar posteriormente a valores normales el dia 20 (Grdfica

&b .
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GRAFICA 5). Pertil de la fracclén globulina alfa-2. a) en
auero y b) en orina de ratas Inducidas con ANP y ratas
control (C).
« p £ 0.06.
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GRAFICA 8). Pertil de la fracclén globulina beta. a) en
suero y b) en orina de ratas iducidas con ANP y ratas
contro! {(C).
* p < 0.06.



V.11 FRACCION GLOBULINA - GAMMA.

La fraccion globulina~gamma en suero aumentd en el dia 2 a
1.19+0.08 g/dl con respecto al valor en el grupo control de
0.85+0.05 g/dl. Sin embargo, este aumentao no fue
significativamente diferente. El1 dia 4 no fué diferente y los
dias &6, B8 y 12 disminuyd significativamente, para regresar

nuevamente a valores normales el dia 16 (Grafica 7a).

La excrecion urinaria de esta fraccion aumentd desde el dia
4 alcanzd significancia estadistica el dia &6y el dia 10
lilegd a su valor midximo (44+11.42 mg/24 h). Raegreséd a valores

normales en orina el dia 12 (Grdafica 7b).
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GRAFICA 7). Perfil de la fracclén globulina gamma. a) en

suero y b) en orina de ratas inducidas con ANP y ratas
control (C).

* p < 0.056.



VI. - DISCUSION

La cuantificacion de las diferentes fracciones
electroforéticas de proteinas (albumina, globulinas . alfa-{,
alfa—-2, beta y gamma) mediante la técnica de electroforesis en
gel de acetato de celulosa, muestra que existen cambios en la
concentracion de las fracciones de proteinas en susro y orina
en ratas con SN inducido con ANP,

Se encontrarogn cambios en la concentracion de proteinas
totales en suerc y orina, ael como en cada una de las
fracciones de proteina analizadas en este modwlo de nefrosis,
observando diferencias entre una fraccion de proteina y otra.

Los resultados obtenidos scbre la pérdida en orina de todas
las fracciones electroforéticas sugiere que esta pérdida no es
selectiva, y hace evidente que existe una alteracion
morfélogica en la BFG, de hecho se ha observado en estudios
previos sobre la fusion de podocitos debidos a la destruccién
de la arquitectura’'de las células epiteliales de la BFG en la
nefrosis inducida por ANP.

Ademds el andlisis electroforético secuencizl mostré que
para cada fraccidn de proteina hay una alteracidn mixima (dia
8 al 12) en su concentracidn tanto en suero como en orina,
abteniendo para cada una de las fracciones electroforeticas su
concentracién y su perfil conforme al tiempo transcurrido
después de la inyeccidn Gnica de ANP, ademds dentro de este
modelo agudo se observo que las ratas tienden a recuperarse de

la nefrosis; ya que las proteinas totales en suero y orina
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regresan a niveles basales siguiendo la remisian del SNy
aungque la mayoria tiene el mismo patrén, cuantitativamente son
diferentes, es decir varian en su concentracion.

El perfil electroforético de proteinas en suero de ratas
nefraticas inducidas con ANP muestra una clara alteracion en
la concentracién de las fracciones de gproteina donde 1la
albumina y globulinas beta y gamma disminuyen, aungue siguen
el mismo perfil tienen diferencias cualitativas y
cuantitativas, sin embargo regresan a sus niveles basales en
los dias 16-30. La fraccidn globulina alfa-i aumenta
permaneciendo elevada en suero hasta el final del estudio y la
globulina alfa-2 cambia ligeramente; estos hallazgos sugieren
que la concentracion de las diferentes fracciones de proteina
en suero de las ratas con SN se reqgula independientemente a
pesar de que todas se pierden en orina.

En contraste, los perfiles de fracciones de proteina en
orina se incrementan con un pico midximo los dias 8 y 103 donde
la globulina alfa-i incrementa su concentracidn y también en
suero.

La concentracién de una proteina en suero es el resultado
de un aimero de variables: sintesis, degradacidn, pérdids y/o
cambios en el valumen plasmdtico.

La peérdida urinaria de albumina y globulinas beta y gamma
puede estar relacionada con el descenso de estas fraccliones en
suero. También se ha descrito en estas ratas nefroticas que la
sintesis (11,16,27,29,41) y degradacién (16) de 1la albumina
aumenta y que la degradacion de la IgG se incrementa (30).

La fraccioén globulina alfa-1 aumenta en suero a pesar de su
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Perdida urinaria; esto sugiere que puede estar incrementada su
sintesis ¢ disminuida su taza de degradacidén de tal manera gue
alcance a compensar su pérdida urinaria.

Exlgten algunas proteinas que pueden contribuir a explicar
los cambios que se observan en cada fracciéon de protefna para
cada patrdn reportado (nefrosis humana, nafrosis experimental
y en ratas con respuesta de fase aguda)l.

Se ha visto que la proteina glicoproteina 4dcida alfa-1
incrementa sus niveles en circulacidn durante la respuesta de
fase aguda en ratas (39) y decrece en ratas con SN (22,31},
wsta proteina sigue @l mismo patron que las fracciones
Qlobulina beta y gamma en el SN (descienden en sSuero y sw
incrementan en orina (31,32,33) (figura 9).

A diferencia de las ratas con SN, en la nefrosis humana las
fracciones de proteinas globulinas alfa-2 y beta incrementan
su concentracien en suero (27,28,36,37). Las diferencias
observadas en 1los niveles de fracciones globulinas alfa-1 vy
alfa-2 en nefrosis humana y ratas nefroticam tratadas con ANP
se pueden deber al aumento de macroglobulina alfa-1 en suero
de ratas nefraticas inducidas con ANP y al aumento de la
macroglobulina alfa-2 (39) en la nefrosis humana (figura 9).

El descenso de la fraccidan globulina gamma en sSuero puede
explicar la alta susceptibilidad a infeccionas observadas
durante €1 SN (16).

A diferencia de las ratas nefroticas, en las ratas con
respuesta inflamatoria inducida con turpentina las fracciones

globulina alfa-2 y beta aumentan (39).
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Se cbservarcn diferencias en los perfiles electroforéticos
de proteinas en sueroc en ratas nefroticas inducidas con ANP y
laos reportados para nefrosis humana y ratas con respuesta de
. fase -aguda  por turpentina (34,35,356) de tal manera que en
ratas con SN inducido con ANP no acurre una respuesta tipica

de fase aguda (fiqgura 9).
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Vil C“LUSIMS .

El‘partron -lnétrofur-ﬁ:u de proteinas léri:;suy urinarias
en ratas con  sindrome nefrético inducido .con. ANP - estd
claramente alterado.

Todas las fracciones wlectroforeticas, de proteina e
pierden en la orina de ratas con SN inducido con ANP, lo Qque
indica que la proteinuria no es selectiva.

Las diferencias en los perfiles de las fracciones de
proteina on suero, indica que estas son reguladas
independientemanta.

En las ratas con SN inducido con ANP no ocurre una

respuesta de fase aguda tipica.
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