EEREAZA AUTONOMA DE MEXICO

}/ -
.»°y//7 Colegio de Ciencias y Humanidades
Unidad Académica de los Ciclos
Profesional y de Posgrado

EL SISTEMA DE LA VITAMINAD EN RATAS CON
SINDROME NEFROTICO INDUCIDO CON
AMINONUCLEOSIDO DE PUROMICINA.

T E S | S

Que para obtener el Grado de
MAESTRA EN CIENCIAS FISIOLOGICAS
p r e s e n t a

ROSA ISABEL SIERRA AMOR

77418 CON
México, D. F. N;L?‘ e TR 1992



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

RESUMEN,
GENERALIDADES: S{ndrome Nefrdtico.
INTRODUCCION. Sintesis y Metabolismo de la vitamina D

Metabolismo de 25-~hidroxivitamina D a

ajl
1,25-dihidroxivitanina D.
b) Mecanismo de accidn de la vitamina D: Efecto bioldqico

de 1,25(0H)2D en el intestino y en el huesa.
c) Regulacidn y metabolismo de la vitamina D: Efecto de
hormona paratiroidea.
d) Marcadores bioquimicos del metabolisme dseo.
ANTECEDENTES.
HIPOTESIS.
OBJETIVO.
MATERIAL Y METODOS: Animales y Disefio Experimental
Procedimientns Anallticous
Analisis Estad{stico
RESULTADOS .
DISCUSION.
CONCLUSIONES,

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS,

10

12

15

17
23
286
27
28
30
37
39
69
78

79



RESUMEN

El sindrome nefrdtice (SN), caracterizado por franca
proteinuria y edema presenta también alteraciones en el metabolismo
de calcio, fosforo y la vitamina D gque no han sido totalmente
estudiadas.

En este trabajo se estudic dentro del metabolismo mineral: el
sistema de la vitamina D, los marcadores bioqufmicos del
remodelamiento dseo y el impacto que estas alteraciones tienen
sobre el esqueleto en ratas con 5N inducido mediante una ddsis
dnica (15 mg/100 g) de aminonucledsido de puromicina (ANP).

Los animales del grupo control y con SN se colocaron en jaulas
metabolicas durante los 29 dias del estudio (3 d{as antes y 26 dias
despue's de la 1nyeccioﬁ de ANP o de veh{culo). Se recolectd la
orina de 24 horas y las ratas se sacrificaron secuencialmente los
dfas 2, 6, 12 y 26 para obtener una muestra de sangre y los fe’mures
correspondientes.

Se determinaren en suerc las concentraciones de protefnas
totales (PT), fosforo (P), creatinina (Cr), fosfatasa alcalina
{FA), calciov total (ca), calcio ionizado (Cai), osteocalcina (0C),
el fragmento wnedio de hormona paratiroidea (PTH-MM) y los
metabolitos de la vitamina D {25-hidroxivitamina D (25-0HD) y 1,25~
dihidroxivitamina D [1,25(OH)2D}}. En plasma, se determino’ el
adenos.{n-mono-fost‘ato ciclico (AMPc) ¥y en orina se determinaron
prntefnas totales, calcio, fo'sforo, ¢reatinina, hidroxiprolina y

AMPC.



En los femures se determind por densitometr{a de doble foton el
contenido mineral total (BMC-T) y la densidad de la masa dsea total
{BMD-T) .

Posterior a la inyeccioh, las ratas con SN desarrollaron franca
proteinuria (dia 14), hipoproteinemia (dfa 6), hidroxiprolinuria
(dfa 14) e hipocalcemia (dfa ¢), asi como disminucion de 1la
actividad de fosfataca alcalina (dfa 2), aumento de hormona
paratiroidea (PTH) (dfas 6 y 12) y disminucidn del contenido
mineral total (BMC-T) (d{as 2, 6, 12 y 26) y de la densidad de la
masa dsea total (MBD-T) (dias 2, 6 y 26).

El aumento en sangre de PTH los dfas & y 12 del padecimiento
parece no estimular a su sequndo mensajero el AMPc, el cual no se
medifica en sangre ni aumenta su excrecidn en orina, lo que pucde
deberse en parte a un defecto de la union hormona-receptor a nivel
de la membrana basal en el tibulo renal.

Aas{ mismo, hay un aumento de la excrecidn urinaria de
hidroxiprolina (OHPr), indicador del metabollsmo de la colagena
osea y por lo tanto de la desmineralizacidn del hueso. Los niveles
de osteocalcina (0C) aumentan el dia 6 del padecimiento dnicamente,
efecto que puede deberse en parte a la disminucidn de la funcidn
renal que se presenta en el SN.

por otro lado, la principal accicn de PTH es mantener la
homeostasis de Ca y P en equilibrio y la d¥nica v{a para obtener Ca
es a traves del hueso, mecanismo que favorece la desmineralizacidn

y por lo tanto la degi‘adacidn de la colégena dsea favoreciendo la



excrecioh de OHPr en la orina. El aumento de PTH a su vez estimula
a la l1-alfa~25-hidroxilasa renal, enzima responsable de transformar
25-0HD en 1,25(OH)2D, cuya actividad bioldgica es favorecer la
absorcidn intestinal de Ca. Sin embargo, este proceso no se observa
debido a la disminucion de 25-0HD en suero, metabolito precursor de
1,25(0H)2D.

Al dafa 26, la mayoria de las alteraciones fisioldgicas
desaparecen y regresan casi a sus niveles basales. Sin embargo, el
efecto que estas alteraciones biuqufmicas y mctaboﬁicas ejercen en
el esqueleto resultan ser de gran trascendencia y probablemente no
reversibles. Es por ello que la determinacich de los marcadores
biogqui{micos del remodelamiento esquelético, asi como del contenido
mineral del esqueleto resultan ser un arma dtil para identificar el

deterioro metabdlico Y oseo que se presenta en este padecimiento,




GENERALIDADES

SINDROME NEFROTICO (SN}: El SN experimentalmente se induce
con el Aminonucledsido de Purcmicina (ANP), cuyo nombre genérico es
el 6-dimetil-aminopurina,l-amino-d-ribosa, el cual es una potente
dreoga nefrotdxica. La Puromicina es un antibidtico que se obtjene
a partir del “Actinomyces albonigers", compuesto del cual se deriva
el aminonucledside. Aparentemente es el grupo amino (NH2) libre en

5

4 n
el nucleosido, el gue le confiere la potencia como agente

nefrot:c;xico (Fiegelson, E.B. et al. 1957) (Fig. 1).
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FIG. 1 ESTRUCTURA QUIMICA DE LA ADENOSINA, EL
AMINONUCLEOSIDO DE PUROMICICINA Y LA PUROMICINA.



El SN se caracteriza por proteinuria, hipoproteinemia, edema
e hiperlipidemia. Es comun qgue una vez que las concentraciones de
Albimina (Alb) en el suero disminuyen (< 2 mg/dL), se presentan las
demds alteraciones que caracterizan al SN. A partir del 6o dfa del
padecimiento, hay dilatacion de los tubules proximal, distal y
colector y, a partir del 9o dfa hay fusidn de 1las cdlulas
epiteliales con formacion de vacuolas y aumento de las células
endoteliales. Estos cambios favorecen el aumento de la
permeabilidad de la membrana a las prcteinas del suerc y disminuyen
su reabsorcion per el tubulo. Conforme aumenta la proteinuria hay
alteraciones semejantes a nivel de la mitocondria del tubulo
proximal as{ como disminucicn de la densidad en el citoplasma
(cambios hidrofo’bicos) (Vernier, R.L. et al. 1959). Estudios de
microsccpfa electronica en las biopsias renales de los nifios con SN
revelan cambios similares en la estructura de las células
epiteliales del glomérulo (Schnaper, H.W. et al. 1988).

La enfermedad que se presenta en las ratas es muy similar a
la que ocurre en el hombre, por lo que el estudic del SN inducido
con ANP nos permite conocer mejor las alteraciones gue se presentan
en este padecimiento, ocasionadas principalmente por la perdida de
protefnas por la orina, lo que origina un aumento de la excrecion
urinaria de metales, vitaminas, inmunoglobulinas, 1fpidos,
protefnas transportadoras de hormonas, por citar algunas (Frenk, S.

1955) .



INTRODUCCION

El sistema de la vitamina D esta formado por una serie de
compuestos derivados del colesterol (Fig. 2) los cuales al ser
metabolizados en higado y en rifioh, producen 1,25-Dihidroxi-
calcifersl, cominmente conocida como 1,25-Dihidroxivitamina D
[1,25({0OH)2D], ‘inico metabolito con actividad biolegica.

La accion principal de 1,25(0H)2D es aumentar la absorclon
intestinal de calclo (Ca), favorecer la movilizacidn de Ca del
esqueleto e indirectancnte aumentar la reabsorcion de Ca por el
rifion (Fig. 3) y de esa manera, mantener la homeostasis mineral

(Hollick, M.F. 1984).

SINTESIS Y METABOLISMO DE LA VITAMINA D: Una vez que el 7=
dehidrocolesterol es transformado en pre-vitamina D (pre-vit. D)
por efecto de la luz ultravioleta (290-315 nm) en la piel, se lleva
a cabo el proceso de isomerizacion y se convierte en vitamina D
(vit, D). En el hombre, este proceso ocurre durante los dos dias
posteriores al proceso de isomerizacioh una vez que se adapta
completamente a la temperatura del cuerpo (Hollick, M.F, et al.
1980). La vit. D asi formada, es transportada a la circulacion a
traves de la proteina acopladora a vitamina D (DBP) (Fig. 4) en las
siguientes ) o 4 horas, hasta llegar al higado {Ponchon, G. y De
Luca, H. 1969). Cada molécula de DBP tiene un sitio de unidn
especffico para vitamina D y sus metabolitos: 25-0HD>24,25(CH)2D>

25,26 (0H) 2D>1,25(0H) 2D (Napoli, J.L. y Horst, R.L. 1984).



8in embargo, DBP no parece ser la respohsable de transportarla a
los 6rganos blancos, ya sea para que sean metabolizados o para

ejercer su aceidn biologica (Calston, K. et al. 1985).
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FIG. 2 VIAS METABOLICAS DE LA VITAMINA D (Hollick MF:
Vitamina D: Importancia en la Medicina cl{nica.

Los Angeles, CA. Nichols Institute, 1981).
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a) METABOLISMO DE 25-HIDROXIVITAMINA D A 1,25-DIHIDROXIVITAMINA D:

En el hombre como en los animales, el sitio principal (si no
el unico) del metabolismo de 25-OHD a 1,25(OH)2D, es el rifion. La
enzima responsable de hidroxilar en posicidh 1 alfa, a 25~0OHD, es
la 1 alfa-25~nhidroxilasa. Esta es una oxidasa citocromo P=-450
mitocondrial que requiere de NADPH y ox{geno molecular para ser
activada (Chazarian, J.G. et al. 1973; Suda, T y Kurokawa, K. 1983)
(Fig 4A).

La 1 alfa-25-hidroxilasa se localiza en el tibulo contorneado
y en la pars recta del tubulo proximal. La enzima localizada en el
tubulo contorneado es exclusivamente estimulada per la hormona
paratiroidea (PTH), mientras gque la presente en la pars recta
responde solamente a calcitonina (CT).

La 1,25(0H)2D es aproximadamente 10 veces mas potente que la
vitamina D, en favorecer el transporte intestinal de Ca y su
movilizacion del hueso. En la actualidad se considera que
1,25(0H) 2D es la responsable de la accion bioldgica de vitamina D.
La vida media de este metabolito en 1la circulacidn es de

aproximadamente 6 horas.
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b) MECANISMO DE ACCION DE LA VITAMINA D: Efecto bioldgico de
1,25(0H)2D en el intestino y en el hueso: La vitamina D es una de
las hormonas que se encargan de regular la homecstasis de Ca, asi
como de mantener el recambio esquelético @ indirectamente favorecer
1a mineralizacion del osteoide. Aunque 1,25(CH)2D no parece tener
una accidn directa sobre la calcificacidn osea, favorece 1la
movilizacion de Ca del hueso, aumentando el nimero de osteoclastos
Yy por consiguiente la actividad osteoclaStica (Reynolds, J.J. et
al., 1973; Haltrap, M.E. et al. 1981). La deficiencia de 1,25(0H)2D
aumenta el tejido ostecide (matriz ckea no mineralizada), defecto
conocido como raquitismo en los nifios y osteomalacia en el adulto.
Es evidente que hay receptores para 1,25(0H)2D presentes en los
osteoblastos, pero no asi en los osteoclastos, lo que permite
pensar gque las cédlulas blanco para el metabolito activo de la
vitamina D son los osteoblastos.

Por atro lado, los osteoclastos son células multinucleadas
con actividad osea resortiva, que se forman a partir de 1la
diferenciacion Yy fusidn de los osteoclastos progenitores
mononucleares derivados a su vez de las celulas nemacopoy€Cicas.
cuando se administra 1,25(0OH)2D a animales deficientes en vitamina
D 1la resorcidﬁ Ssea osteoclaética aumenta, de igual manera el
ndmero de osteoclastos. Dos mecanlsmos diferentes inducen 1la
resorcion osteoclaétxca: la activacion de los osteoclastos
depositados y 1la formacion de nuevos osteoclastos. Este proceso

! N
involucra liberacion de enzimas lisosomales, cambio en el tamafio y
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el drea del nicleo y en la membrana lim{tofre; hay inhibicicn de la
coldgena osea y el efecto es paralelo a la resorcicn a nivel del
periostio (S5tern, P.H. 1990}.

A nivel intestinal, el papel principal de 1,25(0H)2D es
favorecer 1la absorcicn de Ca en el Intestino delgado,
particularmente en el duodeno, suprimir la secrecion de PTH
posiblemente directa o indirectamente vi{a el aumento de 1la
concentracidn de calcio en la circulacio’n. De esa manera provee de
suficiente calcio a la matriz osea de nueva formacion.

A nivel celular, 1,25(0H)2D tiene accicn directa sobre las
concentraciones de Ca, facilitando el transporte y la absorcion de
este idn en la membrana basolateral renal.

Muchas otras prote{nas parecen estar reguladas por 1la
presencia de 1,25(0H)2D en las cflulas oseas. Tal es el caso de la
osteocalcina, protefna producida por los ostecblastos y que tiene
un papel muy importante en el proceso de mineralizacion {Price,
P.A. 1984; Zerveck, J.E. et al. 1985) (Fig. 5). Esta prote(na
contiene tres residuos de aminoatidos del dcido carboxiglutdmico Y
representa el 3 % del total de la protefna dsea. Por otro lado, 1la
disminucién de uno o mas de los metabolitos de la vitamina D
origina un defecto en 1la absorcidn intestinal de ca Y por lo tanto
un aumento en la produccién de PTH, cuyo resultado es fﬁvorecer la
desmineralizacidén Osea para compensar la pérdida de este ion

(Goldstein, D.A. et al., 1981).
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c) REGULACION Y METABOLISMO DE LA VITAMINA D. Efecto de la hormona
paratiroidea (PTH): La PTH, la vitamina D (1,25(0H)2D) y la
Calcitonina se conocen como las hormonas reguladoras del
metabolismo del Ca y P. Sin embargo, la PTH esta considerada como
la mas importante de las tres.

La PTH es una hormona polipeptidica de 84 aminocdcidos,
secretada por las qléhdulas paratiroides y que al entrar en la
circulacich se rompe en dos o mas fragmentos, de los cuales, el
amino terminal (NH2) correspondiente al fragmento 1=-34 es el dnico
con actividad biolobica. En el rifidn, una de las principales
funciones de PTH es aumentar la absorcidn de Ca y favorecer 1la
excrecidn de fosfato {De Luca, H.F, 1984). Por otro lado estimula
a la adenilato ciclasa, enzima localizada en el tubulo proximal,
cuyo producto final es el adenosin-monofosfato ciclico {AMPC) ,
segundo mensajero de la accién de esta hormena. A su vez, la PTH
responde ante cualquier disminucidn de Ca en la circulacidn,
ectimulande a 1la -alfa-IZe-hidrexilasa renal aumentando la
produccién de 1,25(0H}2D para favorecer la absorcidn de Ca en el
intestino. Asi mismo, un regulador importante de la 1l-alfa-25-
hidroxilasa es el propio metabolito activo. En general, cuando una
enzima se suprime, la 24R-25~hidroxilasa renal se estimula. De
hecho, la concentracich de 1,25(CH)2D en sangre estimuia a la 24R-
25-hidroxilasa, aumentando la produccidn de 24,25(0H)2D. Sin
embargo, los mecanismos moleculares del est{mule Yy la regulacioﬁ de

estas hidroxilasas no son muy claros.
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En pacientes con SN, la hipocalcemia y la pérdida de 25-0HD
por la orina al ser acarreada por la DBP, pareciera que ejerce un
efecto directo sobre la produccloh de 1,25(0H)2D. Esta deficiencia
pudiera estar influenciada por la falta de sustrato y por otro lado
deberse a un defecto en la hidroxilacion. Por otro lade, el
aumento de PTH gque se presenta para compensar la hipocalcenia
caracteristica de este si{ndrome, indirectamente estimula a la 1-
alfa-25-hidroxilasa.

Como resultado de ello, los pacientes con SN desarrollan
hiperparatiroidismo secundaric. Este aumento de PTH en 1la
circulacion favorece la desmineralizacion y la resorcidn osea.
Paralelamente, algunos autores han encontrado la fraccion ionizada

de Ca por abajo de los 1{mites normales (Lim, P. et al. 1976).



17

d) MARCADORES BIOQUIMICOS DEL METABOLISMO OSEQ: El1 hueso es un
tejido complejo y esta constantemente en proceso de remodelamiento,
lo cual involucra a muchas sustancias asl como a diferentes
factores. En teoria, la determinacidn de la concentracion en sangre
de estas sustancias o marcadores bioqufmicos, permiten tener una
mejor idea del metabolismo oseo.

Actualmente =e cuenta con una serie de nrarcadores de 1la
actividad osea metabolica (Tabla 1) divididos en dos grupos
principales: aqiellos gque permiten detectar la actividad
osteoblaética (fcrmacién) y los que detectan 1la actividad
ostoclastica (resorcidn). Debe tenerse en cuenta también, que en
las enfermedades donde ambos procesos se llevan a cabo, existe un
balance en cual refleja el metabolismo oseo. A su vez, estos
marcadores s2 ven influenciados por otros factores, tales como el
remodelamiento esquelético Yy la depuracién metabélica, los cuales
deben compararse con mediciones directas de la formacion y la
resorcidn dsea como por ejemplo, la histomorfometrfa, el contenido
mineral y la densidad dsea, para tener validez ciinica.

La fosfatasa alcalina, ia excrecion urinaria de
hidroxiprolina y 1la osteocalcina (protefna GLA) son los 3
marcadores del metabolismo oseo mas copunmente usados, cuya
determinacioh permite estimar la escala de mineralizacidn Yy
resorcion osea.

Debido a que el hueso es rico en fosfatasa alcalina (FA) 1la

cual se encuentra en los osteoblastos, su determinacién se ha
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utilizado como marcador de la formacioh ostecblastica, ain a pesar
de considerarse el menos sensible y especifico de los marcadores
bioquimicos. En varios estudios se ha demostrado un aumento da la
actividad de FA con la edad en mujeres postmenopéusicas, en
pacientes con osteoporosis, en la enfermedad de Plaget y post
tratamiento con calcitonina o difosfonatos y en el caso de recafdas
{Delmas, P.D. 1990).

Un aumento significativo en 1los niveles de fosfatasa
alcalina se presentan en los pacientes con osteodistrofia renal,
hiperparatiroidismo primarie y secundario, hipertiroidismo,
metastasis o’sea, ostcomalacia y durante el restablecimiento de
fracturas oseas. A pesar de ello y debido a que en algunos casos el
aumento es ligero, el apoyo que puede dar a la inr.erpret:acio‘n
clinica es poco.

La hidroxiprolina {OHPr) total es un buen indicador de la
resorcién dsea. Los niveles de OHPr en la orina representan cerca
del 90 % de la OHPr liberada a partir de la degradacicn de la
colégena de varios tejidos. Principalmente durante el
remodelamiento esqueletico es excretada a la circulacion en au
forma lLibre, filtrada y reabsorbida casi totalmente por el rindn.
Cerca del 10 % de la OHPr es liberada en forma de péptidos los
cuales son ricos en OHPr filtrados y excretados en la orina
finalmente. Parece ser que estos péptidos son derivados de 1la
sintesis de la colabena de novo, por lo cual se les considera no

filtrables, marcadores de osteoformacidh y no de resorcich.
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En la mayorfa de los estudios se ha determinade la OHPr
total, la cual principalmente refleja la resorcidn désea. Los
niveles de OHPr en la orina reflejan el remodelamiento del
esqueleto pero tambien de las protefnas, slendo las proteinas de
tipo ro coldgenoc las que constituyen del 5 al 10 % de esta fase
orgénica. En plasma, la OHPr circula en varias formas: unida a
prote(nas, a péptidcs y en forma libre; sin embargo, sus niveles
son muy bajos y a su vez no resulta ser un {ndice lo
sufi~ientemente sensible del metabolismo dseo, quedando restringida
su utilidad a la determinacioh de los niveles de OHPr excretados en
la orina (Delmas, P.D. 1990).

Teéricamente la determinacidn de osteocalcina es un arma util
para evaluar la mineralizaci&n osea Yy parece no tener 1las
limitaciones que presenta 1a deCerminacioh de FA (Charles, P. et
al. 1985) o la determinacion en orina de OHPr, parahetros usados
comunmente como {ndices del recambio esquelético. En el caso de FA,
esta enzima es de origen oéeo, hepético, gastrointestinal vy
pulmonar. Mas aun los diferentes factores gue afectan 1la
degradacidﬁ de FA no estén totalmente claros. En el caso de OHPr,
la determinacion colorimetrica no es lo suficientemente sensible
para utilizarla como marcador de la resorcidn osea. Refleja la
ingesta en la dieta de gelatina y al mismo tiempo el reéambio de la
colagena dsea y no osea. Una porcion de la OHPr presente en la
orina se deriva de les péptidos relacionados con la sintesis de la

col&bena oéea y mucha de la OHPr que contiene pébtidos se libera
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durante la degradacicn de la colagena, son metabolizados y por ello
no aparecen en la eorina.

La osteocalcina (OC) o protefna GLA es un polipéptido de
cadena sencilla con un peso molecular de 58 Kdaltones en donde los
aminoacidos contienen tres residuos de la vitamina K (el acido alfa
gammacarboxiqiutémico) en las posiciocnes 17, 21 y 24, Estos
residuos impiden que 1la prote{na se una al Ca que es el principal
constituyente de la fase mineral del hueso. La OC resulta ser la
prote(na mas abundante de tipo no cola’qena que se sintetiza en los
ostecoblastos resultando ser un marcador espec{fico del
remodelamiento y formacion dsea.

Los niveles de OC se encuentran elevados en una variedad de
enfemedades metabolicas. En la rata, los niveles de OC se depuran
principalmente por filtracidn renal Y se ha visto que su aumento en
la circulacion es hasta 8 veces mds, despue% de 4 horas post
nefrectomia (Delmas, P.D. et al. 1983). Sin embargo, esto no
significa que en pacientes con funcion renal disminufda, el aumentn
de OC pudiera reflejar un aumento de la masa dsea o una
disminucion de la depuracion renal, o ambos. La OC correlaciona
muy bien con el crecimiento leongitudinal del hueso en el metacarpio
y a nivel de la metafisis, posiblenente porque refleja la actividad
osteohléstica, proceso que ocurre durante la osificacion

endocondrial.
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Densitometrfa osea (BMC) o Contenido mineral oseo (BMC): La
masa ¢sea puede medirse de manera exacta, precisa y sin riesgo
mediante varios metodos {Tabla 2).

Todos estos metodos calculan la masa osea en base a la
absorcion por fotones del tejido, utilizando radioniclidos o un
tubo de rayos X.

Los metodos de energ{a de doble fotoh se desarrollaron hace
pocos afios y se han enmpleadc en ia medicidn de sitios axiales como
la espina dorsal y la cadera, donde hay una gran cantidad vy
variedad de tejidos oseos. Hasta hace poco, los radionuclidos
fueron la fuente de fotones empleadas en estos me'r.odos, sin
embargo, la utilizacidh de los tubos de rayos X los han sustituide
debido al aumento en la precisién y a la disminucidn del tiempo de
conteo. La cuantificacich de la masa dsea se expresa en funcioh del
contenido mineral (gramos) o en unidades de masa corregidas por el
érea cuantificada (gramos/cm2).

La densitometrfia osea resulta ser un arma util para detectar
e identificar aquellas pacientes que cursan con disminucion de la
masa dsea. En el hiperparatiroidismo secundaric a enfermedad renal
o a mala absorcion intestinal, resulta ser de gran utilidad 1la

cuantificacidn de la masa dsea (Johnston, C.C. et al. 1990).
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TABLA 1 MARCADORES BIOQUIMICOS DEL REMODELAMIENTO OSEO

FORMACIOCN
SUERO O PLASMA
Fosfatasa alcalina total
dsea
Osteocalcina o prote{na

GLA i
Peptidos de procolagena I

RESORCION
PLASMA

Fosfatasa acida tartrato=-
resistente

Acido gamma-carboxi~
glutamico libre

ORINA
Hidroxiprolina total

Glucésidos de hidroxilisina
Enlaces de piridinolina

TABLA 2 TECNICAS PARA MEDIR

LA DENSIDAD DE LA MASA OSEA

TECNICA

Densitometria de un sélo foton

Densitometr{a de doble fotén
Densitometria de doble foton-
Rayos X .

Tomografla computarizada

% PRECISION % EXACTITUD

1 -3 5

2 -4 4 - 10
0.5 ~ 2 3 -5

2 -5 5 = 20
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ANTECEDENTES

Se ha demostrado que los pacientes con SN presentan
hipocalcemia, hipocalciuria, disminucich de la absorcidn intestinal
de Ca, aumento de PTH, osteomalacia y/o hiperparatiroidismo
{Goldstein, D.A. et al. 1981; Malluche, H.H. et al. 1979a). A pesar
de gque al principio, 1a hipocalcemia se atribufa a 1la
hipoalbuminemia, al estudiar los niveles de Ca ionizado (Malluche,
H.H. et al. 1979b; Goldstein, D.A. et al. 1977) se encontrd que
estaban disminu{dos. De manera similar se encontrd que los
metabolitos de la vitamina D en sangre estaban tambieh disminufdos
(Goldstein, D.A. et al. 1981; Malluche, H.H. et al. 1979%a:
Goldstein, D.A. et al. 1977:; Barragry, J.M. et al. 1977). Al
encontrarse en orina niveles detectables de los metabolitos de la
vitamina D, se pensd que la disminucion en sangre se debfa a su
excrecion en orina al ser acarreados por la protefna transportadora
de vitamina D (Barragry, J.M. et al., 1977). Posteriormente se
encontro que el metabolito biologicamente activo de vitamina D,
1,25(0H)2D tambi€n estaba disminufdo (Lambert, P.W. et al. 1982),
aungque no en todos los casos (Freundlich, M. et al. 1986).

Estos hallazgos han atrafdo la atencioﬁ de l1os investigadores
en relacion al metabolismo de Ca y la vitamina D en el SN y su
impacto sobre el esqueleto (Freundlich, M. et al. 1986; Kokor, A.
et al. 1983); sin embargo la informacion que se tiene es a&n

controvertida.
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Aunque la mayor(a de los estudios muestran que los niveles de
25-0HD estan disminu{dos, no es as{ con respecto a 1,25{0H)2D.
Algunos investigadores lo atribuyen a que los netodos para medir
1,25(0H) 2D detectan tanto la fraccion libre como la unida y es por
ello que resulta dificil llegar a una conclusidn mas concreta,
sobretodo si son los niveles de 1,25(0H)2D libre los que tienen
importancia fisicloéica (Auwerx, J. et al. 1986). Una situacidn
similar se presenta al relacionar los niveles de PTH y Ca ionizado
en estos pacientes (Alon, U. y Chan, J.C.M. 1983).

Por consiguiente, el estudio del sistema de la vitamina Dy
del metabolismo mineral, as{ como el impacto gue estas alteraclones
tienen en el esqueleto, resultan ser de gran impeortancia para
conocer mejor la fisiopatologfa del SN (Fig. 6).

En ratas con SN inducido con suero nefrotoxice hay
disminucion de los metabolitos de la vitamina D Yy aumento en la
excrecion urinaria de la DBP (Chan, Y.G. et al. 1983). Sin embargo,
se desconoce cuales son las alteracicnes del sistema de la vitamina
D y del metabolismo mineral en el SN inducido con ANP y, las

consecuencias que esto pueda tener en el esqueleto.
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AUMENTO DE LA PERMEABILIDAD GLOMERULAR

PERDIDA URINARIA DEL COMPLEJC DBP-VITAMINA D

Niveles de 25-OHD
bajos en sangre

Niveles de 24,25(0H)2D‘,’ Hiveles de 1,25(0H)2D
bajos en sangre bajos en sangre
Absorcicn Resistencia
Intestinal Esquelética
de Ca a PTH
disminuida

Reduccidn de los niveles
de Ca ionizado en sangre

N

Defecto en Aumento en la
la mineralizacion produccidn de
del ostzoide PTH
OSTEOMALACIA OSTEITIS FIBROSA
QUISTICA

FIG. 6 PATOGENESIS DE LOS DEFECTOS DEL METABOLISMO DEL CALCIO Y
LA VITAMINA D EN EL SINDROME NEFROTICO (Bernard, D.B.:
1982, Anormalidades metabdlicas en el sindrome nefrdtico:
patofisiologfa y complicaciones. Contemporary Issues in
Nephrology. 9: 85-119).



26

HIPOTESTIS

Las alteraciones en el sistema de la vitamina D en las ratas

con SN inducido experimentalmente con ANP, pueden conducir a:

I. Alteraciones en el metabolismo mineral

Y

IT. A un aumento en la desmineralizacidn dsea.
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OBJETIVO

En ratas con SN inducido con ANP:

I. Estudiar el sistema de la vitamina D y las alteraciones

del metabolismo de Ca y P.

II. Conocer la utjilidad que tiene el medir la concentracion de

los marcadores bicqu{micos del remcdelamiento oseo vy,

II1. Valorar el efectoc que estas alteraciones tienen sobre el

contenido mineral del esqueleto.
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MATERIAL Y METODOS

ANIMALES: En este protocolo, se usaron ratas Wistar mache
(n=80) de 120 a 150 g de peso, las cuales se alimentaron con una

dieta estdndar (Purina chow) y agua al libitum.

DISERO EXPERIMENTAL: 80 ratas, 40 control y 40 con SN, se
separaron en jaulas metabolicas de acuerdo al siguiente esguenas 8
grupos (cada uno formado por 10 ratas), correspondientes a los dias
2,6,12 y 26 del estudio. El grupo de ratas apareadas por peso y, en
el cual se indujo el SN se inyect& subcutaneamente con una dosis
dnica de ANP (15 mg/100 g de peso) disuelto en solucioh salina al
2 %, el dia o (Pedraza-Chaverrf, J. et al, 1990:; Amato, D. et al.
1992). Las ratas control recibieron al mismo tiempo, una ddsis
dnica de solucioh salina al 2 % como veh{culo.

Las ratas se colocaron en jaulas metabdlicas para colectar
orina de 24 horas en frascos de poliestireno los dfas 2,6,12 y 26
posteriores a la inyeccién de ANP o del vehfculo. E1 afa del
sacrificio, las ratas se anestesiaron con dter Y su sangre se
obtuvo por puncioh cardfaca. La muestra de orina se centtifu95 a
temperatura ambiente y se decantd en un tubo conico graduado en mL.
Una vez medido el volumen, una alfcuota de la orina se separd y
conqe16 a -20%. Los fémures se disecaron y se colocaron en frascos
con formol y se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su

N /
medicion.
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Se determind la concentracich en suero de protefnas totales,
fdsforo, creatinina y fosfatasa alcalina por colorimetria: ca por
absorcidn atomica; Ca ionizado por electrodo no selectivo; OC y PTH
por radioinmunoanélisis; 25-0HD y 1,25({CH)2D por acoplamiento a la
proteina acarreadora y al receptor, respectivamente y, en plaéma,
AMPc por radioinmunocanalisis. En la orina, se determinaron por
colorimetria, protefnas totales, fdﬁforc, creatinina e
hidroxiprolina, Ca por absorcion atomica Y AMPc por
radioinmunoanalisis.

En hueso, seé determind por densitometrfa de doble foton el
contenide mineral total (BMC-T) y la densidad de la masa dsea total
(BMD-T)} mediante un Densitometro Hologic QDR-1000. Igualmente se
calcularon estos indices en tres regiones anato%icas, 1a epifisis,

el centro y la diafisis femoral.
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PROCEDIMIENTOS ANALITICOS.

a) Colorimetricos.

Creatinina (Cr)(Jaffé, J. 1966): mediante un autocanalizador
marca Beckman Modelo 2, que posee un sistema de deteccion éptica
con una fuente de luz a 520 nm, un fotodetector y un circuito gque
mide los cambios en la solucidn de picrato alcalino por
absorbancia. Una vez que se introduce la muestra en la celdilla,
inmediatamente se pone en contacto con el reactivo de picrato
alcalino: la Cr presente en la muestra se combina con el acido
p(crico en presencla de iones hidroxilo, formando un complejo
rojizo. La muestra de sueroc se lee directamente y la muestra de
orina se diluye 1:100 con agua. Los resultados se expresan en
mg/dL. En el caso de la orina, el resultado final se calcula en
funcidn del volumen urinario en mg/Vol.

Fosforo (P) (Chen, P.S. y Toribara, H.W. 1956): el P
inorgénico presente en el suero y en los liquidos corporales, forma
fosfomolibdato con el molibdato de sodio. Por reduccidn con acido
ascd}bico, el fosfomolibdato se transforma en azul de molibdeno
colaidal, que se mide fotométricamente. La cantidad de azul de
molibdeno formado es proporcional a la de P inorqénico presente en
la muestra. El suero se desproteiniza primerc con 4acido
tricloroacétice al 10 % y la orina sc diluye 1:100 con agua. La
lectura se efectua & 830 nm en un especttofocémetro contra blanco
de reactivos. La concentracion de P en la muestra se calcula contra

una curva estandar (2,4,6,8,10 mg/dl,). Los resultados se expresan
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en mg/dL (suero) y en mg/vol (orina).

Hidroxiprolina (OHPr) (Pddenphan, J. et al, 1984): la OHPr,
amincacido que se libera al degradarse la cola:;ena o'sea, se
determina en orina, previa hidrolisis de la muestra. El complejo
formado es oxidado a pirrol por accidn de la cloramina T y
posteriormente se une al p-dimetilaminobenzaldehido. La
interferencia por cremdforos se climina mediante una reaccion
adcido-base con subsecuente precipitacidn del complejo insoluble. La
OHPr se extrae con tolueno y acido clorhidrico., Enseguida se
centrifuga la muestra para obtener una correcta separacién de las
fases orga'rnica y acuesa. El valor de OHPr se cbtiene al interpolar
en la curva esta'ndar (6,12,5,25,50 y 100 mg/dL) las lecturas de las
muestras. El resultado final se expresa en mg OHPr/mgCr excretada
en la muestra analizada.

proteinas Totales (PT) (Martinek, R.G. y Berry, R.E. 1965):
las protefnas y los pelptidos, al contrario de otros compuestos
nitrogenados como la urea, la creatinina, =1 dcido u'rico, ete.,
forman en solucion alcalina un complejo de color violeta con los
iones cobre. La reaccioh requiere de dos enlaces peptfdicos para
llevarse a cabo. lLas concentraciones de protefnas en suero y en
orina (dilucion 1:100 con agua) se leen en un especttofoto‘metro
contra una curva estahdar de albdmina se'riéa bovina

(5,10,15,25,35,50 ug/0.2 mL). Los resultados se expresan en mg/dL.
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b) Enzimaticos.

Fosfatasa Alcalina (FA) (Haussamen, T.U, et al. 1967): las
fosfatasas catalizan la hidrdlisis de los esteres del acido
fosforico. Para determinar la FA se utiliza como sustrato el p-
nitrofenilfosfato. La variacicn cbservada en el valor de extincidn
por unidad de tiempo es proporcicnal a la velocidad de
transformacio,n del sustrato y, por lo tants, a la actividad
enzimatica. lLa determinacicn de la actividad de esta enzima se
expresa en U/L y es el promedio de la extincion de tres lecturas
del suero, cuyo valor se calcula en una tabla de concentracion en

u/L.

c) Absorcion Atomica.

Calcio (Ca) (Manual del espectrofoto;netto de absorcion atomica
pPerkin-Elmer Modelo 2830): el Ca se determina por absorcion atomica
en un espectrofoto’metro de absorcioh atomica Perkin-Elmer Modelo
2830. El suero y la orina se diluyen con cloruro de lantanc para
evitar interferencias por prote;’nas o por aniones. Se emplea una
la'mpara catodica a una longitud de onda de 422.7 nm. La
concentracion de Ca en la muestra se calcula contra una curva
eta’ndar de carbonato de calcio (2,4,6,8, y 10 mg/dL). El resultado

se expresa en mg/dL o en mg/Vol.



33

d) Ion Selectivo.

Calcio 1lonizado (Cai) (Manual del Radiometer ICA I de
Radiometer Laboratories, Copenhagen): el Cal se mide en suero
mediante un electrodo para Ca ionizado no selectivo de Radiometer
Laboratories, Copenhagen. La muestra se debe mantener en atmosfera
de CO2 para evitar cambios en el pH. El eguipo se calibra contra un
est&%dar de Cai comercial con una concentracidn de s mg/dL; la
concentracioﬁ inicial de la muestra es corregida por el pH. El

resultado se expresa en mg/dL a pH 7.4.

e) Radioinmunoanélisis.

anp ciclico (AMPc) (De Alba, G, 1984): 1la determinacioch de
AMPc en plasma y en orina se efectﬁa por radioinmunoandlisis. La
orina se diluye con agua (1:50). La incubaci&h se lleva a cabo en
equilibrio y se deja en agitacién constante en frio durante 18
horas. la sepataci&n de la fraccion unida al anticuerpo se obtiene
al precipitar la muestra con un complejo de inmunoglobulinas y
sulfato de amonio. Despuéé de centrifugar la muestra, el
sobrenadante se decanta y el precipitado se cuenta en un contador
para radiacioﬁ gamma MACII (Micromediecs). Los valores de AMPc en
plasma y en orina se calculan contra una curva estahdar (0.25 a 10
pmol/tubo) y los resultados se expresan en pmol/mL ¥ eﬁ nmol/mg de
creatinina.

Hormona Paratiroidea (PTH) (Mallette, L.E. et al. 1982):

mediante radioinmunoanélisis y utilizando un estuche de-
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la casa comercial INCSTAR, U.S.A., se mide la fraccich media de la
molécula de la hormona (fragmento 44-68). Slmulténeamente, la
muestra problema (suero), el antisuero y la hormona marcada con
125-1, se incuban a temperatura ambiente durante 2 horas. La fase
de separacl&n es el complejo formade por un segundo antisuero
(producido en cabra) y polietilenglicol. El ensayo se centrifuga a
769 x g durante 20 minutos y a temperatura ambiente. E1
sobrenadante se decanta y el precipitado se cuenta con un contador
para radiacion gamma MACII (Micromedics): los valores obtenidos se
interpolan contra una curva estaﬁdar y los resultados se expresan
en pg/mL.

Osteocalcina (0OC) (Gundberg, C.M. et al, 1985): La OC o
protefna GLA, se determina utilizando reactivos de Biomedical
Technologies Inc. Stoughton, MA. U.S.A., espec{ficos para rata.
simultineamente la muestra problema (suero) diluida 1:50 con
amortiguador de fosfatos, pH 7.4 y, el antisuero se incuban a 4°C
durante toda la noche en aqitacién constante. El ant(geno marcado
con 125-I se agraga y se incuba en ensayo nuevamente a 4°C de 18 a
22 horas y en aqitacién constante. La fase de separacidn emplea un
segundo antisuero en amortiguador de fosfatos y polietilenglicol,
posterior a la cual se debe incubar el ensayo nuevamente por 2
horas mas a 4°C y en agitacidn constante. Los tubos se centrifugan
a 1500 x g durante 15 minutos en fr{o. El sobrenadante se decanta
y el precipitado se cuenta en un contador para radiacidn gamma
Packard MULTI-PRIAS 4. Los valores obtenidos se interpolan contra

una curva estandar Y los resultados finales se expresan en ng/mL.
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f) Por acoplamiento a la proteina acarreadora.

25-Hidroxivitamina D (25-0HD) (Sierra, R.I, et al, 1989): se
cuantifica en suero previa extraccidn con acetonitrilo y
purificaclén de la muestra mediante cartuchos de sf{lica c-18
(Millipore de Mexico, S.A. de C.V.). Una vez extra{da la muestra se
seca mediante atmosfera de nitrdéeno (N2) y se mantiene a -20°C
hasta que se procesa el ensayo. La cuantificacion se realiza en
equilibrio y en fr{o, utilizando un estandar de 25-OHD sintetico
(UpJohn de Mexico, S.A, de C.V.) en concentraciones variables de
0.25 a 10 ng/mL, 25~0HD marcada con tritio (25-Hidroxi-26(27)-
metil-JH}-colecalciferol de Amersham, Co. U.K. y suero humano, como
protefna acopladora. La muestra se reconstituye con etanol al 9% %
(0.5 mL, de los cuales 0.25 mL se utilizan para medir recuperacioﬁ
y el resto se procesa en el ensayo). lLa reaccion se lleva a cabo en
equilibrio y a 4 *C durante 1 hora: posteriormente se precipita la
fraccion libre con una suspensidn de carbon-dextran (1% - 0.1%) y
se centrifuga por 10 minutos a 4°C a 760 x g. El sobrenadante se
decanta en un frasco de centelleo l{quido al cual se le agregan 10
mL de I{quido de centelleo, para ser detectado por un contador para
radiacion beta {Packard Instruments); una vez obtenido el valor de
25-0OHD en la curva estahdar, los resultados se corrigen por la

' .
recuparacion y la concentracion final se expresa en ng/mL.
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1,25-Dihidroxivitamina D ({1,25(OH)2D} (Seino, Y. et al.
1983): la muestra de suero se extrae con acetonitrilo y se purifica
a traves de cartuchos de s{lica SEP-PAK (Millipore de México, S.A.
de C.V.); la muestra se seca bajo atmdsfera de nitrdqeno {(N2) Yy en
baflo de agua a 25 °C. La separacidn final de este metabolito se
efectia por cromathrafi: lfquida de alta resolucion {HPLC)
utilizando un cromatdgrafo Beckman Modelo 110 y como fase lfquida
una mezcla de Hexano-Isopropanol (90:10) y con un flujo de 1
mL/min. Una vez separada la muestra, se cuantifica mediante la
union a un receptor citosclico aislado del duodeno del pollo
(Yamasa, Co. Japon) y especi{fico para 1,25(0}41).20. La curva estdndar
es 1,25(OH)2D sintética {(Hoffman-La Roche, Nutley, NJ) en
concentraciones de 1 a 32 pg/mL. El compuesto marcado es 1,25-
Dihidroxi-{23,24(n)~3H)}~colecalciferol de Amersham, Co. U.K., que
se purifica por HPLC. La muestra se reconstituye con 0.250 mL de
etanol al 95 %, 0.125 ml se utilizan para medir recuperacidn y el
resto se procesa en el ensayo. La reaccidn se lleva a cabo en
equili{brio y a 4°C durante 1 hora. La fraccich libre se precipita
con  una suspensio’n de carbon-dextran (1% - 0.1%) mediante
centrifugacicn y a 4°C durante 10 min y a 760 x g. El sobrenadante
se decanta sn frascos de centelleo l{quido, a los cuales se les
agrega 10 mL de L{quido de centelleo para ser detectédos por un
contador para radiacio’n beta (Packard Instruments). El valor de
1,25(0OH)2D en la curva est:alfxdar se corriqé por recuperacio‘n Yy la

concentracioh final se expresa en pg/mL.
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g) Densitometr{a osea de doble fotén mediante energia de
rayos X (Manual HOLOGIC QDR-1000 y 1000/W) (Azria,M. 1989%}: la
densitometria dsea en los fémures derechos de las ratas control Y
con SN se midid utilizando un colimador de alta resolucion
integrado a un programa que calcula el contenide mineral total. {(9)
Yy la densidad de la nasa osea {(g.cm2). Los fémures se disecaron y
se colocaron en cajas Petri y se cubrieron con agua destilada para
su medicidn. Una vez que el contenido mineral total (BMC-T) y la
densidad de la masa dsea total (BMD-T) se midid de acuerdo a la
longitud total del fe’mur, se dividieron eStos en tres regiones
anatomicas: la epffisis (L1), el centro (L2) y la diadfisis (L3)

(Fig. 6A)
ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresan como promedio mds menos el
error estandar del nimero de sujetos.

Los datos se analizaron por la prueba de Bartlett. Cuando las
varianzas fueron homogéneas, los datos de ambos grupos de ratas se
analizaron por la prueba de t de Student no pareada; por el
contrario si las varianzas no fueron homoqeheas se utilizé 1la
prueba de U de Mann-Whitney.

Se aceptd que los valores son diferentes cuando p<0.05 en la

curva de dos colas.
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RESULTADOS

La sintomatolog(a que acompafa al SN, caracterizada por
edema, aumento del volumen urinario {Fig. 7) y franca proteinuria
(Fig. 8), se pudo observar en este modelo experimental inducido en
ratas Wistar macho empleando una ddsis dnica de ANP,

La proteinuria presenta su maxima excrecion el dfa 14, a
pesar de gque el aumento de prote(nas en la orina tiene lugar desde
el dfa 6, al mismo tiempo que las proteinas en la sangre disminuyen
(Fig. 9). Una vez que la fase aguda se presenta, el fenc':rneno es
reversible y para el daia 26, la concentracion de prote{nas en la
orina (Fig. 8) y en el suero (Fig. 9) regresan a valores normales.

La disminucich de Ca en la circulacion sangu{nea es diferente
significativamente el dia 6 del padecimientc {(Fig. 10), efecto que
se ve favorecide por la excrecidn urinaria de prctefnas Yy por la
hipoproteinemia que acompafia al SN. El mecanismo de defensa del
organismo, para compensar la pérdida de Ca es evitar la perdida del
mismo por orina, favereciendo su reabsorcidn renal. En este modelo
experimental, la concentracidn de Ca en orina disminuye el dfa 12
(Fig. 12) del padecimiento, efecto contrario a lo que pudiese
esperarse con respecto al aumento de PTH en circulacion a partir

del dia 6 (Fig. 15).
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FIG. 7 Volumen urinario (mL) de las ratas control (-*-) y con SN

(=+-) durante los 29 dias del estudio (3 dfas antes y 26

dfas despues de la inyeccioh unica de ANP).
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FIG. 8 Niveles de prote{nas en la orina de las ratas control (-e-)
y con SN (~+-) durante los 29 dias del estudio (3 dfas

antes y 26 dias despues de la inyeccion unica de ANP).
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FIG. 11 Niveles de calcio en la orina de las ratas control (-ew)

y con SN (-+-) durante los 29 dfas del estudio (3 dias

antes y 26 dfas despues de la inyeccicn unica de ANP).
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FIG. 13 Niveles de fosforo en la orina de las ratas control (-#«)
y con SN (~+-) durante los 29 dfas del estudio (3 dfas

antes y 26 A{as después de la inyeccio'n unica de ANP) .
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La excrecion urinaria de fosforo (Fig. 13) tambien comienza
a aumentar en el dfa 6 y presenta su fasae aguda el dfa 8, la cual
regresa a sus valores basales el dfa 26. En sangre y posterior a la
hipocalcemia, hay disminucich de los niveles de fo%toro, los cuales
presentan un pico maximo el dia 12 (Fig. 14) y son estadisticaménte
diferentes del resto de los otros dfas.

En la circulacidn, la homeostasis mineral se mantiene a
través de la relacidn Ca/P (1:1), y son las hormonas reguladoras
del matabolismo de estos wminerales, quienes mantienen este
equilibrio. La pérdida de Ca (total y ionizado) estimula a PTH
desencadenando un aumento de los niveles circulantes de esta
hormona en la sangre durante los afas 6 y 12 (Fig. 15), efecto que
favorece la desmineralizacidn del esqueleto y restablece de esa
manera los niveles de Ca a la normalidad.

El segundo mensajerc de la accidn de PTH es el AMP ciclico
nefrogéhicc, que resulta de la diferencia entre la concentracion de
este nucledtido en la sangre y su excrecidh total en la orina. En
nuestro modelo experimental los niveles de AMPC en plasma no se
encontraron aumentados (Fig. 16) a lo largo del sfndrome, ni
tampoco los de AMPc en la orina (Fig. 16A), lo que sugiere que la
respuesta yue ejerce la unidn hormona-receptor a nivel de la
membrana basal esta alterada Y que esto puede ser debido al daRb

tubular renal presente en el SN.
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FIG. 16 A Niveles de AMP cfclico en la orina de las ratas control

(-)yconsu(a)losd{asz, 6, 12 y 26 del

estudio.
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Los metabolitos de la vitamina D, 25-OHD y 1,25(0CH)2D se
encuentran disminuf{dos significativamente a 1lo largo del
padecimiento. Los niveles de 25-OHD disminuyen a valores
indetectables el dia &, detectables pero significativamente
diferentes con respecto al grupec control 1los dfas 12 y 26 del
s{ndrome (Fig. 17). Este metabolito es el precursor de 1,25(0H)2D
y al mismo tiempo, resulta ser el gue tiene mavor afinidad por la
proteina acopladora de vitamina D (DBP), la cual al ser excretada
por la orina favorece la excrecion urinaria de 25-OHD. En
consecuencia, los niveles de 1,25(0H)2D son indetectables el dfa s,
asi comoc significativamente diferentes los dfas 12 Y 26 (Fig. 18).

Los resultados muestran gque 1la maxima excrecich de OHPr,
aminodcido que se libera al degradarse la col&bena oéea, tuvo lugar
el afa 12 (Fig. 19) y, regresa a los valores basales el aia 26, de

manera semejante a la proteinuria.
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Niveles de 25-hidroxivitamina D {25-OHD)} en el suero de

las ratas control ({fJlf) v con sy ( g ) 1los dfas

2,6,12 y 26 del estudic.



FIG. 18
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1,25-(OH)2-D

B coxTroLESs ) NEFROTICAS

Niveles de 1,25-dihidroxivitamina D [1,25(0H)2D] en el

suero de las ratas control ([Jil}) v con sy (BEZEZ ) los
dfas 2,6,12 y 26 del estudio.
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FIG. 19 Niveles de hidroxiprolina en la orina de las ratas
centrol ( R ) ¥ con SN ( N ) tos afas 2,6,12 y 26
del estudio.
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La fosfatasa alcalina, uno de los marcadores bioqufmicos de
la actividad Osteobla’stica, se encuentra disminufda desde el dfa 2
Y se mantiene igual durante el resto del padecimiento (Fig. 20).
Aunado a lo anterior, los niveles de osteocalcina en sangre no se
modifican a excepcio'n del dia 6, cuando aumentan significativamente
con respecto al grupo control (Fig. 21). La concentracidn de
creatinina en sueroc solo aumenta el dfa 6 del padecimiento (Fig.
22).

Hasta ahora, no se habfa estudiado en este modelo
experimental de SN inducido en ratas con ANP, el contenido mineral
del hueso. Para ello, los fe’mures derechos de los animales control
Y con SN se disecaron y se les midid el contenido mineral dseo
total (BMC-T) y la densidad de la masa osea total {BMD-T) mediante
un densito’metro de enerqi’a de doble fotoh (Rayos X) Hologic QDR=-
1000. El BMC-T se encontrd francamente disminufdo a lo largo de los
26 dias del padecimiento (Fig. 23) mientras que la BMD-T, solo
mostro diferencia significativa los dias 2, 6, y 26 (Fig. 24).
Resulta interesante comentar el que no se encontro diferencia entre
ambos grupos el dfa 12 en 1o que respecta a BMD-T, lo que puede
sugerir gque el aumento de osteocalcina en sangre el dia 6 pudiese
compensar la desmineralizacion oSea que tiene lugar el dfa 12 del
padecimiento. De ser asf, este efecto representarfa entonces un
aumento de la actividad ostecblastica Y no una disminuciofn de 1la

depuracio’n renal de e-ta protefna.
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FOSFATASA ALCALINA
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FIG. 20 Niveles de fosfatasa alcalina en el suero de las ratas
centrol ([ v con sy ¢ BZ ) los dfas 2, 6, 12 vy 26

del estudio.
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FIG. 21 Niveles de osteocalcina en el suero de las ratas control

(-)yconSN(ﬁ) los dias 2, 6, 12 y 26 del

estudio.
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Con respecto a las tres regiones del fémur (epifisis, centro
y dia’fisis) estudiadas mediante BMC y BMD, se encontro’ que de
acuerdo al contenide mineral del hueso (BMC-T), la zona mas
afectada a nivel dseo en este sindrome fueron el centro (Requh L2)
Yy 1la diafisis (Region L3) (Fig. 26 y 27). Por el c0ntraria, la
ep{fisis (Regién Ll) no muestra desmineralizacion durante los
primeros dias del padecimiento (Fig. 25).

Con respecto a la BMD en la ep(fisis {Region Ll) y en la
aidrisis (Region L3) no se encontro diferencia significativa en el
afa 12 del sN (Fig. 28 y 30). Por el contrario la zona central
{Region L2) s{ fué estad{sticamente diferente con respecto al grupo
control el dia 12 {(Fig. 29). Lo anterior sugiere pensar, que esta
es la parte mas vulnerable del hueso a la accion de PTH, misma que

esta formada principalmente por hueso cortical.
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FIG. 23 Contenido mineral dsec total (BMC-T) de leos femures de
las ratas control ( ) v con sy ( 22 ) 1os afas 2,

6, 12 Yy 26 del estudio.
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REGION L2
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FIG. 26 Contenido mineral dseo (Reqién L2) de los femures de las
ratas control ¢ {if} ) ¥y con SN ( “#2 ) los dias 2, 6,

12 y 26 del estudio.
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FIG. 27 Contenido mineral 4seo (Region L3) de los femures de las

ratas control ( - ) y con SN ( 28 ) los dias 2, s,

12 y 26 del estudio.
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DISCUSION

Durante la decada pasada, el descubrimiento de 1la via
metabdlica de la vitamina D as{ como el advenimiento de nuevas
técnicas para la determinacidn de Ca ionizada, hormona paratiroidea
y los metabolitos de la vitamina D han permitido reiniciar el
interes en este tema.

Hasta hace poco, la hipocalcemia gue se presenta en el SN
solo se habfa relacionado con la disminucion de la protefna unida
al calcio, debido a la franca proteinuria que se presenta en este
sindrome. No se pensaba que la fraccion ionizada de Ca estuviera
afectada, y por lo tanto, la hipocalcemia del SN no se consideraba
de importancia patolégica. En 1976, Lim et al. lograron demostrar
que en los pacientes con SN, las concentraciones de Ca total (Ca
unido a la albﬁmina) no reflejaban exactamente las concentraciones
de Ca ionizado, adn despue% de corregirse por la concentracicn de
proteinas en el suero. Estudios posteriores demostraron que la
disminucion de la concentracidn de ca en el suero no solo se
observa en la fraccidn unida a proteinas sino tambieh en 1la
fracciéh ionizada, lo que generalmente se acompana por el aumento
de PTH en sangre. En algunos pacientes, hay evidencia radioldgica
e histoléqica de descalcificacidn y aumento en la resorcioh osea.
En el SN, este fenomenoc es reversible y los valores de Ca ionlzado
regresan a su concentracidn normal. Es importante notar que estos

cambios no se atribuyen a una falla de la tuncién renal, ya que la
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mayorfa de los pacientes con alteraciones del metabolismo mineral
tienen funcidn renal normal o ligeramente disminufda (Malluche,
H.H. et al. 1979b; Goldstein, D.A. et al. 1977; Goldstein, D.A. et
al. 1981; Freudlinch, M. et al. 1983; Alon, U. y Chan, J.C.M.
1983). En el SN, la pérdida por orina de proteinas, en este caso,
de la p:c:efna transyg
disminucidn en la circulacidn de los metabolitos de la vitamina D.
La disminucidn de 1la concentracion de 25-CHD en suero esta
directamente relacionada con el grado de proteinuria y con la
concentracion de albumina en suero. La administracion de 3H-
vitamina D ha permitido observar que 1la vida media de este
metabolito en la circulacidn esta significativamente reducida en el
SN Yy que 1la excrecion urinaria de 3H-25-OHD esta francamente
aumentada con respecto a su excrecién normal. Estos estudiocs han
permitido observar que los metabolitos de la vitamina D,
especificamente 25~0HD clrculan en el suero unide a una globulina
llamada prcte{na acopladora a vitamina D (DBP). El peso molecular
del complejo vitD-BP es de 58,000 daltones, menor que la albumina
(65,000 daltones) lo que facilita su excrecion por la orina
(Goldstein, D.A. et al. 1977; Barragry, J.M. et al. 1977).

La disminucidn del metabolito activo de la vitamina D,
1,25(0H)}2D puede deberse en parte a la pérdida por orina de su
sustrato (25-0HD) y, por otro lado posiblemente a una disminucidn
en la actividad de la 1-alfa-25-hidroxilasa renal debido al dano

tubular renal caracterist{co del SN (Mizokuchi, M. et al.. 1991).
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Al mismo tiempo que hay una reduccion en la concentracion
sérica de 1,25(0H)2D, la fraccidn 1ibre (no unida a la DBP) que no
es mas del 1% del total de la hormona, pero la tisiolo'gicamante mas
importante, posiblemente no se modifique y se mantenga en
concentracion normal, lo que explicar{a en parte el que el
metabolismo mineral no estuviera alterado. A pesar de ello, por el
momento parece ser que so’lo se esta de acuerdo en gque la
disminucion en sueroc de la concentracion de 25-OHD total y de la
DBP se deba a su excrecion Yy pérdida por la crina.

La deficiencia en la circulacien de los metabolites de la
vitamina D se acompana de una disminucioﬁ de la absorcidn
intestinal de Ca y por consiguiente una disminucion de los niveles
de Ca ionizado en suero, lo que estimula la secrecion de PTH al
torrente circulatorio y la reabsorcién de ca por el riﬁﬁh, lo que
disminuye su excrecidén por la orina.

En algunos casos, estos cambios afectan la estructura del
hueso, especificamente aumentande la actividad osteoclastica Yy
favoreciendo la desmineralizacioh osea. A su vez, la normalizacidn
de la proteinuria y de las concentraciones en suero de los
metabolitos de la vitamina favorecen el retablecimiento de las
alteraciones del metabolismo mineral que se presentan en el SN.

El hecho de que algunos autores reporten cambios en el Ca,
PTH y en los metabolitos de la vitamina D, y que otros no parecen
hacer caso de ello, nos lleva a pensar en la posibilidad de que

esto se deba a otros factores, como la edad, la duracion de la
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enfermedad, el ¢tratamiento con corticostercides, el grado de
disfuncidn renal, la proteinuria y la disminucion en suero de
albumina. Se ha propuesto tambien que en padecimientos de larga
duracidn hay una disminucion mas acentuada de los niveles de
albumina y 25-OHD y esto, sea la causa de los cambios observados en
la homeostasis de Ca y vitamina D.

En nuestro modealo experimental de SN inducido con ANP se
presenté el cuadro clasico de las alteraciones metabolicas de este
padecimiento: aumento del volumen urinario, protelinuria,
hipoproteinemia, hipocalcemia, fosfaturia e hipofosfatemia. Lo
anterior desencadenc un desequilibrio en la homeostasis mineral Yy
por consiguiente en el sistema enddcrino que regula este mecanismo.

Como es bien sabido, la hormona responsable de mantener los
niveles de Ca circulantes en equilibrio es la PTH y, es el
esqueleto cuyo contenido de Ca es del 90 %, quien resulta ser el
6rgano blanco ideal para suministrar tan codiciado mineral vy,
restablecer asi el equllibrio. A su vez, 1la PTH estimula a 1la
enzima responsable de convertir a 25-OHD en 1,25(0H)2D, metabolite
biologicamente activo y cuya accidn principal es aumentar 1la
absorcién intestinal de Ca. Sin embargo, este mecanismo se ve
francamente alterado en el &SN, debido principalmente a la
deficiencia del metabolito precursor de la vitamina D (25-OHD) y
responsable de suministrarlo a la circulacionh.

’
Resulta interesante observar que aun a pesar de encontrarse
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aumentada la concentracion en suero de PTH la cual debe estimular
a la l-alfa-25-hidroxilasa renal, este efecto no se presenta y
puede deberse principalmente a la deficiencia de 25-0HD. E1 aumento
en la circulacion de PTH durante el dfa 12, parece no estimular
tampoco a la adenilato ciclasa renal y por consiquiente esto no se
observa a traves de la producci&n Yy excrecion de AMPc, segundo
mensajero de la accidn de esta hormona. Esto permite pensar que la
respuesta hormeona-receptor en el SN se encuentra francamente
disminuida y que esto se deba en parte a una alteracion de la
membrana basolateral a nivel del tébulo renal.

Por otro lado, debe recordarse que los marcadores bloqufmicos
del remodelamiento esquelético presentes en la circulacioﬁ,
reflejan la actividad total de todo el esqueleto, incluyendo el
hueso cortical, subcortical y trabecular, el cual tiene diferentes
escalas de remodelamientc en los estados normales y anormales. Sin
embargo, estos marcadores bioqu{micos no detectan defectos o
alteraciones especificas de la actividad celular osea si no hay un
remodelamiento oseo al mismo tiempo. Por ello es ideal determinar
el nivel de estos marcadores en sangre (FA, OC) y en orina (OHPr)
Yy correlacionarlos con métodos tales como la densitometr{a de la
masa y del contenido mineral éseo, as{ como con la
histomorfometr{a. Estos metodos no invasives, se limitan a detectar
areas espec{ficas del esqueleto y permiten detectar defectos a
nivel celular (osteoclastos). Esto aunado a las diferencias que se

presentan al analizar partes del hueso (cortical como trabecular)
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deben de tomarse en cuenta al establecer el diagnoético.

Los estudios mds complejos sobre el efecto de 1,25(0H)2D en
hueso han sido en cola:;ena, donde se han encontrado efectos
catabolicos Y anabélicos. La diferencia en la respuesta puede
reflejar el estado de diferenciacio’n de la celula osea. Esto se
debe a que los osteoblastos poseen receptores para 1,25(0H)2D, los
cuales responden ante su efecto favoreciendo 1la sintesis de
osteocalcina.

Por otra parte, 1,25(0H)2D influenc{a la actividad de
fosfatasa alcalina y de 25-hidroxi-24-hidroxilasa en hueso. los
ultimos estudios con anallogos de la vitamina D, sugleren que la
estimulacion sobre la resorcion dsea puede estar disociada del
efecto da diferenciacion celular scbre la linea de monocitos; por
1o que se puede pensar que 1,25(0H)2D ejerza su efecto directamente
sobre los ostecblastos, y estos a su vez activen a los osteoclastos
o celulas oseas maduras.

En este modelo experimental, se encontro tambien que la
excrecion urinaria de OHPr estaba francamente aumentada, hallazgo
que apoya importantemente 1la hipo'tesis de nuestro trabajo. Se
confirma entonces que hay degradacio’n de la coldgena o'sea,
desmineralizacion del osteoide y que este efecto esta influenciado
por el aumento de PTH en sangre. Por otra parte, 15 actividad
osteobla’stica no aumenta en circulacion a exepcio’n del dfa 6 . lo
que permite pensar que su aumento en parte se deba a la disminucicn

de la depuracio’n de esta ptotefna por el rifion. Tampoce hay
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aumento de FA en sangre, marcador bioqu{mico de remodelamiento
esquelético junto con 0C, indicando con ello, que el proceso de
formacidn osea esta disminufde en el SN.

Mediante la densitometr{a de la masa dsea, pudimos observar
que existe un gradc importante de desmineralizacion y retardo del
crecimiento del hueso. La parte mas afectada resulta ser la regldn
central (L2) del fémur, la cual esta constituido por hueso cortical
principalmente. Este efecto se presenta durante toda la fase aguda
del padecimiento, lo que nos permite apoyar el hecho de gque durante
el SN hay una franca desmineralizacioh, debido en parte al aumento
de PTH como resultado de la hipocalcemia que se presenta durante la
fase aguda del s{ndrome: este aumento de PTH conlleva al aumento de
la actividad osteoclastica Y disminucion del contenido mineral y de
la densidad de la masa dsea. En respuesta a este efecto, las ratas
desarrollan hiperparatiroidismo secundaric durante la fase aguda
del padecimiento, 1o que confirma nuevamente nuestra hipétesis.

En este modelo experimental donde se indujo el SN en ratas
con una 1nyecciJn unica de ANP, se confirman los hallazgos
encontrados por otros investigadores en donde el SN se indujo con
suero nefrotéxico, as{ como 1las alteraciones del metabolismo
mineral que se presentan en los pacientes (nifics y adultos) que
cursan con este padecimiento. Por otra parte, es la primera vez que
se determinan los niveles de osteocalcina y del contenido mineral
y de la masa dsea mediante densitometr{a de doble fotén, asi como

la regién del hueso de mayor actividad osteoclastica Y., por lo
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tanto de desmineralizacion esqueléfica (Fig. 31).

Resulta interesante postular el que en el SN son varios los
mecanismos gue se encuentran alterados en el sistema de la vitamina
D y dJdel metabeolismo mineral. Por otro lado, el aumento de la
permeabilidad de la membrana renal a las prote{nas, minerales,
hormonas, vitaminas, 1{pidos v protefnas transpoftadoras de
hormeonas, por citar algunos, es mas complejo de lo gue parece y
requiere de estudios mas profundos para poder evaluarlos.
Aparentemente el mecanismo que involucra la respuesta hormona-
receptor, como es el caso de PTH-adenilato ciclasa y PTH-1-alfa-25-
hidroxilasa pareciera que también estd alterado en el SN.

Aunado a ello, 1los hallazgos encontrados en nuestro modelo
experimental de SN en ratas inducido con ANP, nos permitid valorar
el grado de desmineralizacion del osteoide a traves de los estudios
de densitometria de la masa 6sea y del contenido mineral. Por otra
parte, la determinacicon en sangre y en orina de los marcadores
bioguimicos del remodelamiento esquele%ico (formacioﬁ Y resorcicﬁ)
servirdn de apoyo a la investigacidén clfnica en la identificacidn
temprana de las alteraciones que caracterizan a este sindrome en el

humano.
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AUMENTO DE LA PERMEABILIDAD GLOMERULAR

PERDIDA URINARIA DE PROTEINAS DEL PLAMA

Complejo DBP-Vitamina D

DISMINUCION DE LOS NIVELES SANGUINEOS DE

25~0HD Y 1,25(0H)2D

Disminucidn de RESISTENCIA
la Absorcion ESQUELETICA
Intestinal de Ca A PTH

REDUCCION DE LOS NIVELES DE CA IONIZADO EN SANGRE

—

DEFECTO EN LA AUMENTO EN LA
MINERALIZACION PRODUCCION DE
DEL OSTEOIDE PTH
Osteomalacia osteitis Fibrosa
Quistica

FIG. 31 ALTERACIONES DEL SISTEMA DE LA VITAMINA D EN EL SINDROME
NEFROTICO EN RATAS INDUCIDO EXPERIMENTALMENTE CON ANP.
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CONCLUSIONES

1. Las alteraciones en el sistema de la vitamina D en las
ratas con SN inducido experimentalmente con ANP, condujeron a
alteraciones en el metabolismo mineral y en el sistema endocrino

que requla la homeostasis de Ca y P.

2. E1 desequilibrio homeostatico y hormonal que se presenta
en este padecimiento desencadend un deterioro irreversible de la
masa dsea asi como del contenido mineral del esqueleto, considerado

como la via principal de obtencich de estos minerales.

3. La determinacion de los marcadores bioquimicos del
remodelamientoesquelécico,especfficamenteosteccalcina,indicador
de la actividad ostecblastica (formacién), determinados por primera
vez en este medelo experimental, pernitid valorar la actlvidad dsea

metabélica ¥ su efacto sobre el esqueleto.

4. Gracias a la utilizacidn de la densitometria osea de doble
foton se pudo estimar el grado de deterioro esquelético y la zona

de mayor desmineralizacion del osteoide.

5. Se puede concluir entonces que los hallazgos encontrados
por otros investigadores en un modelo similar en dende se indujo

experimentalmente el SN con suero nefrotéxico, se confirman.
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