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1. RESUMEN

Se 1ndujé sindrome nefratico (SN) en ratas macho de
la cepa Wistar, de 135-180 g, con una inyeccién Gnics de
aminonuclesdésido de puromicina (ANP) y se estudiaron en un
periodo comprendido de 28 dias, dos dias antes de la
inyeccién y 26 dias después. Se obtuvieron los siguientes
resul tados:

# Las ratas presentaron proteinuria del dia 4 al 25 ¢on
pico maximo de excrecién el dia 14,

#* Hipoproteinemia (dfas 6 y 12), hipocalcemia (dia &) e
hipofosfatemia (dia 12); ésios se normalizaron e}l dia
26 del estudio.

# La actividad sérica de la fosfatasa alcalina disminuyso
desde el dia 2 y permanecioé baja hasta el dia 26 del
estudio,

# Los niveles plasmaticos de AMPc no se modificaron a lo
largo del estudio.

% La concemtracién de 25 (DH)D disminuyé los dias & vy
12, volviendo a valores normales para el dia 24.

# Se presentsd fosfaturia con excrecisén maxima el dia B.

# La hipocalciuria se observs desde el dia 2 hasta el 12
con un pico de excrecisn minima el dia 9.

# Aumento en 1a excrecién urinaria de hidroxiprolina
alcanzando un valor maximo en el dia 14 Yy

permaneciendo elevada al final del estudio.

Estos datos indican que las ratas estaban #n un periodo



intensamente nefroéotico y que tienen alteraciones muy
importantes en el metabeolismo mineral y en el s1stema de
la vitamina D.

£l aumento en la excrecion urinaria de hidroriprelaina
sugiere que las alteraciones en el metabolismo mineral
tienen tuerte impacto sobre el esqueleto, ya gque esta
ultima es un marcador importante en la degradacién de 1la

colagena ésea.
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11. GENERALIDADES

2.1. SINDROME NEFROTICO
El sindrome nefrético (SN), es una e@nfermedad que se
presenta en humanos de todas las edades, en los nifos
generalmente es idiopatico ( de origen desconocido!), pero
en los adultos puede ser secundario a una

glomerulonefritis o a una intoxicacién .

En ratas se puede inducir experimentalmente .

Se caracteriza por proteinuria, hipoproteinemia,
albuminuria, disminucison de la presién coloidosmética,
ascitis, edema, lipiduria, retencién de sodio,

hipercolesterolemia e hiperlipoproteinemia. Ver esquema
A (1-5),

[ 9] aumento en la permeabilidad glomerular a las
proteinas plasmaticas inicia las alteraciones sistémicas
metabalicas que caracterizan al SN. La hipoalbuminemia en
SN es secundaria a un aumento en el catabolismo, y a 1la
pérdida de albumina por orina. Llas consecuencias de
hipoalbuminemia son muchas (1), entre ellas destacan:

a) Hiperlipidemia: La hipoalbuminemia produce una
disminucien en la presioen oncética, lo que a su  vez
estimula la produccion de lipoproteinas a nivel! hepético.
Este aumento, Junto con una disminuciémn en el catabolismo
de las lipoproteinas, produce hiperlipoproteinemia.

b Edema: La disminucién em la presisn oncoética,
favorece el movimiento de fluidos del comportamiento

vascular al i1ntersticial causando edema y astitis.

3



E1 aumento en la tfiltracién de las proteinas trae
como consecuenciat
a) Disminucién en 1la inmunidad humoral, Esto es
secundario a la disminucién en el nivel de las
inmunoglobulinas producida por pérdida de ellas en 1la
orina y a una disminugisén en su sintesis, ¥y a que el
factor B del complemento disminuye. Al alterarse la
inmunidad humoral, =e modifica la inmunidad celular
debido a la interaccisn de ambos procesos lo cual lleva a
un  aumento en la susceptibilidad a infecciones por
organismos oportunistas (p.e. nNneumococos que son causa de
muerte en SN).
b) Deticiencia en elementos traza (Cu,Fe,Zn) que se
pierden por la orina.
[ 3] Alteraciones en el metabolismo hormonal, pues se
pierden por arina proteinas acarreadoras tales como la
globulina transportadora de tiroxina.
d) Deficiencia de calcio y vitamina D.
e} Estado hipercoagulable, secundario a alteraciones en
casi todos los factores de la coagulacion.

2.1.1.MODELOS EXPERIMENTALES PARA ESTUDIAR SN

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

a) suero antirifon

b) aminonucleoésido de puromicina (ANP)

&) adriamicina

d) daunomicina



SINDROME NEFROTICO
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——- PROTEINURIA RETENCION DE SODIO
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ESQUEMA A.

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA PATOGENESIS DE LAS

ALTERACIONES EN LA HOMEOSTASIS DE CALCIO EN PACIENTES
CON S8INDROME NEFROTICO (Am J Clin Nutr 1978;31:1672-80).



Debido a que el SN inducide en ratas con ANP se
parece mucho al sindrome con lesiones minimas encontrado
en humanos, se ha utilizado como uno de los modelos para
estudiar SN.

Se han descrito dos variantes de la nefrosis inducida
por ANP, el modelo agudo y el modelo crénico (&) . El
modelo agﬁdo, se induce por una o0 varias inyecciones
subcutineas o intraperitoneales que van de 50 a 150 mg/Kg
de peso corporal total, estas inyecciones desencadenan
una proteinuria masiva y SN al término de 7 a 14 dlas
después de su aplicacién ;3 alrededor de 3 semanas , la
proteinuria disminuye vy desaparece a las & semanas; aste
modelo es reversible.

El modelo c¢rénico se induce por una o varias
inyecciones intravenosas a bajas dosis (5 mg/ 100 q) y se
encuentra asociado a proteinuria cranica y dafo
irrevarsible.

El ANP es producido por la hidrélisis del residuo p-
metoxitirosil que se encuentra unido al grupo amino del
residuo aminorribosa del antibiatico puromicina y estas
relaciconado estructuralmente a la adenesina. Cuando se
acetila el grupc aminu del residuo aminorribosa pierde su
netrotoxicidad y se excreta sin cambio en la orina. No se

metaboliza in vivo ni 1n vitro.

Esto sugiere que el grupo amino es muy importante
para producir el efecto nefrotoxico, ver figura A (&),

Hasta ahora, el mecamismc por el cual el ANP  produce



dafo renal se desconoce, sin embargo, hay eviderncias que
el metabolismo del ANP es i1ndispensable para producir el
_daﬁa renal. Se piensa que los radicales libres, tales
como peroxido de hidrageno, superexide e hidroxilo,
producidos durante el metabolismo del ANP  son los
responsables del dafo.

El ANP produce una reduccién en la densidad de carga
de las células wepiteliales debido a que se pirerden
sialoproteinas y hepardn sulfato proteoglucanos, que como
se sabe, participan de manera importante en la funci1én de

la filtracion de proteinas plismaticas aménicas (&',

PURGMICINA
(M =471.52)

L

—gz-
(=3

=0
H :c-H
HE —< >— 0Hy

FIG. A ESTRUCTURA DEL AMINONUCLEOSIDO DE PUROMICINA (ANP).




2.2.VITAMINA D Y &N
2.2.1.METABOLISMO DE LA VITAMINA D

El sistema de la vitamina D est4 formado por una
serie de compuestos derivados del colesterol que al ser
metabolizados en higado y en riféen producen 1,25
dihidroxicalciferol, metabolito con actividad biolagica
cuya acci&ﬁ pramaria es favorecer la absorcién intestinal
de calcio, y de esta manera mantener en equilibrio la
homeostasis mineral (7).

Una vez que el 7 dihidrocolesterol es transformado en
previtamina D por efecto de la luz ultravioleta (2%0-315
nm) en la piel, se equilibra térmicamente a vitamina D
proceso que ocurre de dos a tres dias al adaptarse
completamente a la temperatura del cuerpo (8). Es
entonces transportada a la circulacieéen por la proteina
acopladora de vitamina D hasta llegar al higado dentro de
las siguientes horas (9). Agui sufre una primera
hidroxilacien en el carbén 25, en presencia de 1la 25
hidroxilasa microsomal dependiente de NADPH, de oxigeno
molecular y de iones Mg, transform&ndose en 25 hidroxi
vitamina D. La wvida media de weste metabolito en Ila
circulacion es de Z a 3 semanas y es de 2 a 5 veces mé&s
potente que su precursor, la vitamina D (fig. B).

Aunque la 25(0H)D, como 1,25(0H)»D sufren maltiples
hidroxilaciones y woxidaciones, sin embargo, e&n ambos
casos sy ackbividad es nrula. A la fecha, mas de 22

metabolitos se encusntran presentes en estado de



intoxicacién y sin efecto faisioclaeglico © que actuan como
sustrato de varias enzaimas para producir los derivados
hidroxilados en la posicién 1.

La vitamina D es una de las hormonas reguladoras de la
homeostasis de calcio y responesable de mantener al hueso
saludable; aunque 1,25(0H)pD3 no parece tener una acfien
directa en la calcificacien oséa, Y s sabe

perfectamente que favorece la movilizaci1én de calcio de

hueso aumentandoe en numeroc de osteoclastos vy por
consiquiente la actividad osteocldstica {10y, En e]
intestino (duodenc), favorece la absorcién intestinal de

calcio (Ca) y fésforo (P) ingerida en la dieta, a traves
de 1) aumento de la entrada de Ca y de P a traves de la
membrana plasmatica del intestino, 2) movimiento de Ca
en el citoplasma y 3? transporte de Ca de 1la membrana
basolateral a la circulacién . En hueso la actividad
osteocldstica a través de los monocitos perifericaos,
tambien se cgnoce que aumentan los niveles circulantes de
osteocalcina (11,12) . Se conoce que la hormona
paratiroidea (PTH) estimula la actividad de la adenilato
ciclasa en el tubulo proximal! desencademando una serie de
eventos que concluye con un aumento de la absorciodn
tubular de Ca lo que estimula la secrecion de fosfato en
la orima y aumento en la produccien de 1,25(DH)oD (13).
En los pacientes con SN, se pierde 25(0H)D en la

orina, por lo que su concentracisén en sangre disminuysa.

§in embargo, no se sabe s1 este ejerce algun efecto scbre



la disminucien de 1,25(0H)ZD y de 24,25(0H)3D; estos
pacientes también cursan con hiparparatiroidismo

secundario y por ello aumentan la desmineralizacisen y la

resorcién osea. A pesar de tener niveles de PTH elevados,

tienen calcio ionizado bajo. Frecuentemente una

deficiencia de uno o mas metabolitos de vitamina D trae

como consecuencia un defecto en la absorcién intestinal

de Ca y/0 una respuesta a la calcemia en el esqueleto

debido a PTH (fig. C} (14).

Por lo tanto los pacientes con SN parecen tener wuna
deficiencia de vitamina D, lo cual compete a los tres
metabolitos mas activos. Una disminucién en los niveles
de 25(0H)D precursor de 1,25(0H)2D, en pacientes con SN
se han encontrado niveles normales y bajos. Por 1lo
anteriormente expuesto, podria no corresponder sin
embargo, si existe una pérdida de este metabolito en la
orina yYy/o una disminuecién de su produccidén en el
rifén.Por otro lado, es posible también la pérdida de
estos metabolitos en la misma.

ta deficiencia de uno o mas de estos metabolitos
entonces esta asociada a un defecto en la mineralizacién
del osteoide 1lo cual con lleva a la osteomalaciay uwna
disminucién en la absorcién intestinal de Ca y wuna
disminucion en la respuesta calcémica a PTH. Esto origina
una cafda en los niveles de calcio ionizado, lo cual
estimula la actividad de las glandulas paratiroideas y

por consiguiente un aumento en los niveles de PTH

10



circulantes lo cual aumenta la actividad osteocléstica.

Lz UV,

7- DIHIROCOLESTERDL et COLECALCIFERYL.  emmemmmeeete CALCIDICL
Q§po 25(CH)D COLECALCI-
[N — FER:]..
S5 RIROY

1,25(CH),COLECALCIFEROL

24.5(0%)2 COLECALCIFEROL
FIG. B OONVERSION DE 7- DIKIOROCOLESTEROL A VITAMINA D ACTIVADA POR LA LUZ
WTRAVICLETA {U.V.) POR EL HIGADO Y EL RIFON,

DISINNE LA
SINTESIS DE\

DISMINUYE LA ABSORCION CALCITRICL DISMINUYE LA SINTESIS
INTESTINAL DE CALCIO Y LA RESORCION OSEA, / DE PTH.
DISdlMJYE NMENTA
EN.C]O SER!CO
AMENTA ISMINANE

INCREMENTA LA SECRECION
DE PTH.

INCREMENTA LA ABSORCION

INTESTINAL DE CALCIO Y LA RESCRCIO OSEA /

INCREMENTA LA SINTESIS
DE CACITRIOL .

FIG. C. INTERRELACICPES DE CONCENTRACIONES DE CALCIO SERICO, PTH ¥ CALCITRIOL,




2.3.HORMONA PARATIROIDEA (PTH) Y ADENOSIN MONOFOSFATO
CICLICO (AMPCc).

2.3.1.HORMONA PARATIROIDEA (PTH)

Las glandulas paratiroides producen una hormona que

caontrola los niveles de calcio en el plasma (15). Se
consideréd - que la accién principal de esta hormona era
liberar el calcio y el fésforo del hueso vertiédndolos al
torrente tirculatorio.
Se pensoe que la aceidén que éjer:la la hormona era
praincipaimente sobre el rifen, ya quae aumentaba 1la
excrecian de tfésforo urinario y como consecuencia
disminuia su concentracién sérica lo que daba lugar a un
aumento en los niveles de calcio plasmatico.

Ahora esta claro que la hormona paratiroidea (PTH)
controla el transporte de calcio y wuna parte del
transporte de fésforo en el rifan, el intestino y el
hueso. También se concluyé que una segunda hormona estaba
anvolucrada en la homeostasis del calcio sé&rico. Esta
hormona, calcitonina (CT), es producida en el hombre en
las células C de las glandulas tiroides. Su secrecién se
estimula c¢on la hipercalcemia y tiende a disminuir los
niveles séricos de calcio a travées de la modificacian en
el transporte de este ion en @l hueso, el rifén y
probablemente el intestino. En resumén la PTH actua
especificamente sobre 1los receptores de las ceélulas
tubulares de la corteza del rifsén y también sobre las

células oseas.

12



2.3.2.ADENOSIN MONQOFDSFATO CICLICO (AMPc) .

Se ha postulado el concepto del segundo mensajero en
el mecamismo de accién hormonal. La hormona constituye @l
primer mensaj)ero, el segundo mensajero es una sustancia
producida en las celulas blanco en respuasta a la
estimulacian hormonal y que es la ancargada de
desencadenar la respuesta metabélica caracteristica del
érgano blanco y de la hormona estimulante en cuestion.

€1 AMPc es uno de los compuestos que satisface el

concepto de sequndo mensajero hormonal, lo cual se apoya
en lo siguiente;

a) La estimulacieén hormonal produce cambios medibles
en la concentracisén de AMPc.

b) Los cambios de concentracién de este nucléotido
preceden a un auments o disminucion en la funcien
caracteristica del érgano blanco en respuesta a un
estimulo hormonal determinado. v

c) La accion de la hormona puede potencializarse
usando agentes inhibidores de la enzima
fosfodiesterasa.

) In vitig, la adiciéen de AMPC a un cultivo
celular origina una respuesta semejante a 1a que

se produce por estimulacisén hormonal en el

organismo.

2.35,3.-MECANISMO DE ACCION DEL AMPC.

El mecarmismo de accién del AMPc como segundo

13



mensajero hormonal es el mismo para todas las hermonas.

La diferencia en la respuesta producida por cada wuna
de e2llas se debe a la presencia de receptores hormonales
especificos en los organos blanco, la presencia de
ciertos 1ones en €l medio circulante, la naturaleza misma
gel érgano blanco, y otros factores que no estan
plenamente establecidos.

Para 1llevar a cabo su funcién, la hormona se une a
receptores correspondientes en la membrana celular del
ergano blanco lo cual activa la produccisén del AMPc a
través de la enzima adenilciclasa gue se localiza tambieén
en la membrana celular y actda sobre el ATP produciendo
AMPc  y dejando en labertad al pirofosfato inorganico en
una reaccion dependiente de iones magnesio {(fig. D). EI1
AMPc asi formado es responsable de las cambios

metaboslicos subsecuentes a la eatimulacieon hormonal.

MEMBRANA CELULAR

ADENIL CICLASA

ATP AMPc + PP§

i4a



2.3.4.EL AMPc COMO PGRAMETRO DE LA EUNCION PARATIROIDEA

Primeramente, la determinacién del nucléotide tanto
en plasma como en orina de sujetos aparentemente sanos y
bajo condiciones basales permitic establecer que 1la
concentraciéen plasmatica de AMPc se mantiene en niveles
constantes, producto de la accién hormonal en diversos
tejidos mentras que la concentracién wurinaria es el
resultado de la filtracién glomerular del AMPc plasmatico
y de adicien de wunpa fraccisn de AMPc producido
directamente por el ridén y que se denominé fraccién
nefrégena (146).

En resumen puede establecerse que:

El AMPc plasm&tico es producto de la economia de
diversos tejidos dotados con la enzima adenileciclasa.

El AMPe wurinario es la suma de la filtracién
glomerular de AMPc plasmatico y de la fraccisn nefrégena
excretada directamente a la orina por el riién.

A pesar de gue varios agentes pueden estimular 1la
producci1é6n de AMPc por el rifien, ésta depende wunicamente
de la accidén que ejerce la PTH sobre el mismo.

La concentracion del AMFc urinario puede considerarse
como pardmetro de la funcion paratiroidea que refleja
fielmente la accién de la PTH sobre el rifén.

Después de que el AMPc ha cumplido su funcieén, es
rapidamente transformado, por la enzima tcsfodiesterasa,

la cual cataliza la hidrolisis de este nucléotido en la

5



posicién 3’ produciéndose adenosin % fosfato; esta
reaccion es dependiente de i1ones magnesio y s lleva a

cabo en el citosol.



2.4, HIDROXIPROLINA

El1 mayor componente orgdnico sseo es la colégena, vy
es conocido que la regulacién de esta sintesis y
degradacion es critica para un buen funcionamiento del
remodelamiento o¢seo. Debido a que la hidroxiprolina se
encuentra exclusivamente en la molécula de colagena se
pueden hacer determinaciones adecuadas para examinar los

cambios en la degradacion de la colagena (17-19).

2.4.1. EALLAS GENERALES
De la clase de aminoicidos que se encuentran en las
proteinas, 1la prelina y la hidroxiprolina son dos
miembros que contieren el anille pirrdlico y tienen
propiedades quimicas y metabélicas conferidas por un
grupo amino secundario mas que par un  grupo  amino
primario.

La L-prolina ademas de que forma parte de laé
proteinas, y se encuentra como un aminodcido libre en los
fluidos y en los tejidos de plantas, animales y de
bacterias.

€1 metabolismo de la hidroxipraolina en los humanos,
ocurre en el rifRen. La hidroxiprolina es convertida a
glicina y seraina; el sitio de este metabolismo es en el
tubulo proximal (17), la hidroxiprolina es considerada
como un marcagor de osteodestruccién, en cambio la PTH se

cansidera como un regulador del remodelamiento oseo.



2.4.2.ENFERMEDADES ACOMPANADAS POR ALTERAGCION EN LA
EXCRECION DE HIDROXIPROLINA URINARIA.

Los andlists indican que algumas enfermedades se
acampafian por alteraciones del metabolismo de la
caolagena,
colagena, entonces ocurren tambios en la excrecien de
hidraxiprolina. Se ha visto que los valores de
haidroxiprolina se ven afectados en condiciones que
alteren el metabolizmo de la colagena en el organismo,
como emfermedades endécrinas, y en desordenes que
1nvolucren la colagena osea. No se ha observado que
pequefos cambios locales en tej)ido conectivo, como
1nfarto al miocardio o ulceras de pierna, causen un
cambi1o significante en la excrecién de hidroxiprolina.

En el hipoparatiroidismo marcado es la dnica
enfermedad @&n la que se conoce una cafda severa en la
excreci1on de hidrogxiprolina (20,210,

La administraciran de cortisona produce disminucién en
la excreci1én urimaria de hidroxiprolina.

El incremento en la excrecian urinaria de
hidroxiprolina {cuadro A) puede observarse en pacientes
con acromegalia, hiperparatiroidismo, sindrome de Turner,
enfermedad de Paget, metastasis 6sea, fracturas de hueso,
leuwcemia mielo:ide, mieloma maltiple, osteomalacia,
artritis reumatoide, escleroderma, en casos de enfermedad
i terirfo cor@ectaivo, sindrome de Marfan, colitas

ulcerativa, etc (22).
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2.5.EQSFATASA ALCALINA (Palk).

En la practica clinica, por 1la determinacion de
fosfatasa alcalinma mide un grupo de enzimas que catalizan
la hidrelisis de ésteres de fosfato en un medio alcalino.
La Palk es producida por varios tejidos (cuadro B),
unicamente: la porcién producida por hueso e higado son
detectadas en suero de personas %anas. También puede
orginarse en intestino y placenta.

Las causas de concentraciones anormales en suero de
fosfatasa alcalina "osea" se enlistan en cuadro C. La
fosfatasa alecalina es producida por osteoblastos y, como
se discutie previamente hay bajos niveles oseos de
pircfosfato los cuales facilitan la mineralizacién. La
sintesis de Palk es deficiente en hipofosfatasia, wuna
rara consecuencia hereditaria asociada con baja
mineralizacién oseéa, fracturas patolégicas Yy
acondroplasia, como desordenes inherentes de crecimiento
eseo endocondrial .

La produccion de DOHpr tambien disminuye en la
malnutricién y en el escorbuto, lo mds comun es que se
encuentren concentraciones disminuidas como enfermedades
asociadas que tienen Palk sérica elevada, Los valores
altos significan un  ingcremento de la actividad
osteoblastica, y puede verse en sarcoma ostecbldstico,’
fracturas en i1nfantes (rickets), enfermedad de Paget vy
acromegalia.

tos niveles elevados se asocian con hiperparatiroidismo,

20



resultado de una mineralizacién ésea asi como de PTH que
induce actividad osteoclastica. los niveles altos de
Palk "hepatica" reflejan la obstruccién biliar vy no se

estsd excento de tener una enfermedad hepatocelular.
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CUADRO B.

FUENTES DE Palk

OSTEOBLASTOS
CELULAS DEL CANICULO BILIAR
PLACENTA
LEUCOCITOS
CELULAS DEL TUBULOC PROXIMAL RENAL

GLANDULA MAMARIA ACTIVA

CUADRO C.

ENFERMEDADES OSEAS ASOCIADAS CON
CONCENTRACIONES ANORMALES DE Palk SERICA

DEFICIENCIA

ACONDROPLASIA
MALNUTRICION SEVERA
ESCORBUTO

EXCESO y1poFOSFATASIA

SARCOMA OSTEOBLASTICO
OSTEOMALACIA

EMFERMEDAD DE PAGET
ACROMEQALIA

HIPERPARATIROIDISMO
NIROS EN EDAD DE CRECIMIENTO




Il. ANTECEDENTES
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I1XI. ANTECEDENTES

En humangs con sf{ndome nefrético axisten alteraciones

en e]l metabolismo de calecio, fésforo y de la vitamina D.

Sin embargo, estas alteraciones no estan
caracterizadas secuencialmente en el modelo experimental
inducido por aminonucleésido de puromicina (ANP) ni
tampoco se conoce )l impacto de estas alteraciones sobre
el esqueleto, por lo que se hace importante el

conocimiento de este mecanismo bioquimico.
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IV. HIPOTESIS




IV. HIPOTESIS

E£]1 metabolismo mineral y del sistema de la vitamina D
estan alterados en ratas con sindrome nefrético 1nducido

con aminonuclessidoc de puromicina (ANP ) |



V. OBJETIVOS
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V. OBJETIVODS

- Estudiar las alteraciones en el metabolismo de la
vitamina D y calcio y su impacto en el esqueleto en ratas
can SN inducido con ANP midiendo:
+ Concentraciones séricas de creatinina, proteinas
totales, fosfatasa alcalina, calcio, fésforo, 25
{OHID.
#+ Concentraciones urinarias de creatinina, proteinas
totales, calcio, fésforo.
#+ Excrecisen urinaria de hédroxiprolina (OHpr) .

*+ Concentracién en plasma y en orina de AMPc.

- Evaluar s1 los cambios en el sistema de la vitamina D

son reversibles.



VI. MATERIAL
Y
METODOS
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BATERIAL ¥ METODOS

&.1.REACTIVOS

CREATININA (444180 Creatinine Reagent Kit)

Amortiguador alcalino

Solucién picrica

Patrén calibrado

FOSFORD (34)
Acido ascerbico al 10%

Reactivo B

Acido triclorocacético al 10%

Solucién stock

FOSFATASA ALCALINA (Monotest B,

Amortiguador

éustratn

26

O-1688 M de hidréxido de

sodio. Amortiguador con
borato y fosfato de sodia.
0.05 M de acido picrico.
5.0 mg/dl (0.44 mmol/1l,
440 umol/1l) creatinina en

0.1 N HCl1. .

Molibdato de amonio 4.2 g

Acido sulfdrico conc.23.7ml

fosfato de potasio 0.4392
g/7100 ml.
optimada, Lakeside)

(48)
Dietanaolamina 1 mol/l3
pH 9.8
Claruro de magnesio
0.5 mmol/l.
p-nitrofenil fosfato

10 mol/1



HIDROX IPROL INA 492

Amortiguador de boratos 0.1 M, pH 9.1

Amortiguador de acetato citrato AcONa 3HZ0 14,2 g
Citrato de sodio 9.32¢9
Acido citrico 1.379
H20 c.b.p. 250 ml
Estandar 5 mg hidroxiprolina + 10 ml
agua desionizada
talmacenar a -303C)
AMPC
196G
Sultato de amonioc sobresaturado
Trietilamina{TER)
Suero cero ("0")
PROTEINAS TOTALES (47)
Solucioh A Carbonato de sodioc 2%
Hidréxido de sodio 0.4%
Tartrato de sadio
Sulfato de cobre al 0.5%
Reactivo de Folin Cicocalteau
Patran de albiumina sérica bovina (ASB) SOmg/100ml
25-HIDROXI-VITAMINA D3
Acetonitrilo (HPLODH
Cartuchos C1B Sep Pack (Haters)
,Estandar de 20 (OH)D3I sintetica (Up Jahn)
29-hidraw1 (26,27-met11=3H) vitamina DI tAamersham U.N)

9Ci1/mmol.



Carbeén dextran (1/0.1%)
CALCIO (3I8).
. Carbonato de calcio

Acido claorh{drice concentrado

Oxido de lantano

6.2.EQUIPD

% Auto analizador para creatinina, automatizado Beckman

Mod. 2

* Radioinmunoanalisis, contador para radiacién gamma MAC

11. Micromedics.

% Espectrofotometro de absorcién adtomica Perkin Elmer
2830

#+ Cromatégrafo HPLC Beckman mod. 110 A

# Colortmetre Bauch & Lomb

# Colorimetro Spectronmic 20

# Espectrofotémetro Beckmarn mod. 42

&£.3. DISERD EXPERIMENTAL

Se usarén ratas macho, cepa Wistar, de 135-180 g. E1l
SN se indu)é por una inyeccieén Unica subcutanea de ANP
{15 mgr/:00 g de peso corporal total) en solucisn salina
al 2 %3 el grupo control recibi1é vehiculo (soclucien
salaina) en el mismo volumén que para el Qrupo que se
recibia ANP.

las ratas se colocaréen en jauias metabélicas para la
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recoleccién de orina de 24 horas, durante 28 dias, con
libre acceso de alimento y agua.

Posteriormente se sacrificaron por decapitacion los dias
2,6,12 y 26, dias que sirvierdén para recolectar suero vy
plasma.

tas orirnas recolectadas dia por dia se almacenarsén en
dos alicuotas de 3 ml, en tubos de plastico, cada una vy
se acidificaren al 1.5% con acido clorhidrico concentrado.

Una de estas alicuotas se almacend a 4°C (uso diario)
y la otra se almacens a -35%¢ para confirmar los
datos obtenidos con la alicunta de 4°C.

Después de que las ratas se sacrificaron ls sangre se
recolecté en un tubo de plastico con ayuda de un embudo
dael mismo material y otra porcién (800 pl) se recolects
en wun tubo Eppendorf, conteniendo 2 gotas de EDTA al 10
% . Del tubo de pléstico se obtuvéd suero y del tubo
Eppendorf Se obtuvée plasma ( agitar suavemente por
inversisn). Las muestras se centrifugaron a 3,500 rpm
durante 10 minutos se separaron y se repartieron en

alicuotas y se almacenaron a -355°C.

NOTA: ES SUMAMENTE IMPORTANTE PROCESAR LAS MUESTRAS
SERICAS DE INMEDIATO, ya que como en @l caso de fosfatasa

alealina, estas pueden perder actividad.
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4.4, DETERMINACIONES
1) Enorina:
Hidrcxiprolxna: colorimétrico
AMPC~UT; RIA
Creatinina; autoanalizador
Calcio total; Absorcién atomica
Proteinas totales; colorimétrico

Fosfaoroj colorimétrico

ii) En suero:

Fosfatasa alcalina: colorimétrico
2S(OHID3; HPLC

Creatininaj autoanalizadaor

Calcio total; absorcién atamica
Protefnas totales; colorimétrico

Fosfoaraj colorimétrico

iii) En plasmas

AMPcs RIA

%)
L]



&6.5. TECNICAS
DETERMINACION DE FOSFORO

i) REACTIVOS

A. Acido ascaerbico al 10%

B. Heptamolibdato de amonio 4.2 g
H2504 concentradao 22.7 ol

C. Acido tricloroacético al 10%

D. Solucién stock de KHoPOg:

0.43%2 g /7100 ml
E. Solucién Standard:

1 ml stock/ 100 ml Hp0Q

CURVA STANDARD

CONCENTRACION (mg) SOLUCION STD (ml) Hp0 (ml)

1 0.5 4.5
2 1.0 4.0
3 1.5 3.5
4 2.0 3.0
& 3.0 2.0

ii) MUESTRAS
QRINA
100 pl orina + 9900 pl agua
SUERO
~100 pl suero + 900 pl TCA al 10%
-se agitée en vortex

-centrifugacien por 10 min. a 2200 rpm. a T ambiente
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PROCEDIMIENTO

~Se colocé de cada punto de la curva Standard 0.5 ml
{para el blanco agregar 0.5 ml de agua) + 1.0 ml de agua
+ 2.5 ml de mezcla D.

-para las muestras problema colocar de la dilucisén 0.5 m}
+ 0.5 ml de agua + 2.5 ml de mezcla D.

- agitar en vortex

~ incubar a 37°C por 1 hora

- leer a 830 nm

DETERMINACION DE FOSFATASA ALCALINA (Palk).
(Monotest B, Lakeside!}
i) REACTIVOS
A. Amortiguador
dietanolamina impl/}, pH 9.8
Clorurc de magnesio .09 mmol/1
B. Sustrato

p-nitrofenilfosfato 10 mmol/]

PROCEDIMIENTO

-Se d§501v16 una tableta del frasco B con 3 m]l del frasco
A.

-Longitud de onda Hg 405 nm (4Q00-420 nm)

celdgilla |} cm de paso

°c

Temperatura 25
-Se pipetearon a la solucién reactiva 0.05 ml de 1la

prueba



-B@ mezclaron y se disparé simultaneamente el crénometro.
Se repitierén las lecturas exactamente a 1,2 y 3 minutos
después.

~Se determind el cambio de extincisn promedio por minuto
{ E/mind.

-5i e)]l cambio de extincién excedia 0.280 para mediciones
tomadas durante 3 min., se diluia a 0.1 ml de prueba con
0.9 ml de solucién salina a2l 0.9%4 y se repetia la

determinacién {resultado por 10).

caLCULO
Los valores para la actividad de la fosfatasa alcalina

en suero se calcularén 3

Eq05 nm/min X 3300 = U/I1

DETERMINACION DE HIPROXIPROLINA

i) REACTIVOS

a. Amortiguador de baratos 0.1 My, pH F.1
(se preparé cada semana)

mortiguador de acetato-citrato, pH &.0

(se conserveé en refrigeracion y en envase plastico)

acetato de sodio 3 Hz0 14.2 gr
citrato de sodio 2 Hp0 2.37 gr
acido citrico 1.37 gr
agua desionizada c.b.p. 230.0 ml
€. Hidréxido de bario saturado 250.0 ml

d. Acido clorhidrico, 1 M

e. Arido clorhidrico, 0.003 M
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f. Hidréxido de sodio, &M, 100 ml
9. Tolueno concentrado

h. 2=-propanal

i. Reactivo de Erlich’s

(s prepard el mismo dia)

PDAB (Paradimetilaminobenzaldehido? J3.125 Qr
HCLl cone 3.825 ml
2-propanc 1 20.0 ml

J. Cloramina T (Cl1-T) al 7% en proporcién 1:5
(se preparé para uso inmediato)
0.7 g de C1-T en 10 ml de agua
se tomé 1 ml + 4 m] de amortiguador acetato- citrato
se mantuvé en la obscuridad , cubierto con papel
aluminia.
k. Preparacién del standar.
STOCK
5 mg de OHpr + 10 ml de agua desionizada
se almacens a 30,C en un tubo Eppendort
OHpr (Sigma Chemical STD Lavis)
1:5 10 mg — 1000 ml
ii) CURVA STANDARD
dilucién 1:1

concentracién

a. 2 ml Stock aforar a 10 ml con agua 100 mg/t
b. S ml de a + 9 ml de agua 50 "
., Sml de b + 5 ml de agua 25 "
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d. 5 ml de c + 5 ml de agua

e. 5 ml de d + 5 ml de agua

- S pasé a tubos de 13 X 100 y se agite en

min. a velocidad maxima

- Se centrifugéd a 2500 rpm. durante 5 min.

12.5

6.25

"

rotor 10

- En tubos por separado de 13 X 100 se agregé 2.0 ml de

HCl 0.003 M y se le adiciono 2.0 m]l del sobrenadante

de los tubos anteriores.

- Se agitd en vortex y se centrifugse a 2500 rpm., 10
min.
— Se separd la fase organica (tolueno) y se leyé la fase
acuosa a 550 mm.
DETERMINACION DE AMPC
EN PLASMA:
i) REACTIVOS
A. Amortiguador MES, pH 6.19
0.976 g en 250 ml de agua desionizada, ajustar pH
con NaDH S5 N.
ii) CURVA STD
To 5 10 20 40 8o 120 200
MES 400 395 330 ;;;——_;bo 320 280 20;—
SUERO D" 100 100 100 100 100 100 100 100
ETE - S 10 20 40 a0 120 200

Suero "0" y muestras, se realizé dilucien 1:50

40 pl de plasma + 1960 pl MES
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Pilucidn del STD, 1310

100 ul del STD + 900 ul MES
PDilucién dieel anticuerpo, 11 280
Fragco t &0 pl para disolver en 15 ml de MES

Ea recomendable realizar e1 cdlculo para los
mililitros - que se van a utilizar.

1 ]
123

Frasco: 241 pl para disolver an 60 ml de MES

Es recomendable realizar los calculos
correspondientes para el nimero total de tubos, cada uno
lleva 240 ul.
Acetilacién: (tiene una vida media de dos horas y de debe
preparar al momento de usarse)

Cada tubo 25 pl.
TEA (trietilamina) 1000 pi
AnhAc {(anhidrido acédtico) 500 1

Se prepardé en proporcién 231

iii) PROCEDIMIENTO
TECNICA DE RIA.
1. Se realizd curva STD con volumen final de 500 pl ¥y se
acetiléd gcon 25 pl.
2, Preparacisn de muestras, suero "0" y controles
normales de AMPc plasmatico con dilucien 1150 de MES.
1960 pl MES + 40 pl de plasma = vol. final 2000 pl
3. De cada una de las soluciones anteriores se tomarsn

500 yl y se pasaron a3 tubos previamente rotulados, se

3&6



acetilé con 25 ul de TEA, se agits.
4. Ya acetilado transferir 100 gl a tubos borosilicados

para rgilizar el ensayo como sigue:

TUBO BUFFER MUESTRA Ac  # INCUB 196 cpm
1 TC 1 - - - 200 -
2 TC 2 - - - -
3 1C 3 - - - 18 -
4 TC 4 - - - -
3 TC 5 - - - H -
e R =]
6 CO ! 300 - - s 10011
7 co 2 ‘300 - - 19G
8 Co3 300 - - A +
- 2,5 ml wew-
9 7O 1 100 100 100 4 (NH4) 5504
10 TO 2 100 100 100 al &o%
i1 TO 3 100 100 100 ac
12 s
13 5
14 10
15 10
15 20
17 20
18 a0
19 a0
20 8o
21 80
22 120
23 120
24 200
25 200
26 €1
27 C1i
28 C 2
29 €2
0 c3
31 €3
32 P
33 P

TC= CUENTAS TOTALES
COo=

TG= BLANCO

C = CONTROLES

P = PROBLEMAS
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DETERMINACION DE PROTEINAS SERICAS

i) REACTIVOS

A. Carbonato de sodio

NaOH

Tartrato de sodio y

potasio

B. Sulfato de cobre

C. 50ml de A + 1 ml de B

usar)

0.02%

0.5

%

(se preparé al momento de

D. Reactivo de Folain Ciecalteau 2N

E. Splucién patrén de albimina séraca bovina

(ASBY,

que es aproximadamente al 5% usandc 50 mg/100 ml.

i1i} CURvVA STD

TuBO PROTEINA ASB ABUA vDL.,
mg ul ul TOFAL
BLANCO - - 200
1 S 10 190
2 10 20 180
3 15 30 170 200 ul
a4 25 50 150
S 35 70 130
& S0 100 100
i1i) SUERO

1. De una dilucian 1:100
Puede modificarse

concentracion de protefinas e

se tome 0.1 ml + Q.1 m} de agua

dilucioén

de

acuerdo

la muestra.

la



2, Se agregé 1 ml de solucién C, s® esperardén 10 min.

3. Se agregé 0.1 ml de solucién D, se espera 30 min.
d.nputsl de habaer agitado al momento de poner 1la
salucién D.

4. Sea leyd s 680 nm y se expresaron los resultados en

mg/dl.

1. Se precipitarén las muestras a procesar con TCA al 10%
200 p1 de orinma + 600 pl de TCA al 10% y se agite

2. Se centrifugarsn 10 - 15 min. a 2200 rpm.

3. Se retiro el sobrenadante

4‘. Se adicioné al precipitado 1 ml de TCA y ne agité

5. Se volvié s centrifugar, los lavados se repitieron

hasta que @1 precipitado quedara blanco.

&. Se +tiré el sobrenadante y se rasuspendié el
precipitado en 200 ul de NaOH 0.5 N.

7. Se realizo la dilucién correspondiente; para las ratas
con SN fué desde 11530 hasta 1:250 en el periodo
critico y para las ratas control 1:10.

8. S# agregs 1} ml de selucién C, se esperaron 10 min. vy
se adicjoné O.1 ml de solucién D, e esperaron 30

min. y se leys a &60 nm.
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DETERMINACION DE 25 (ODHID

Adaptada a2 microtécnica.
~Se golacaron 0.250 ml de suero y se agregé 2,000 cpm de
H3—25 (OH)Dx/ 50 pl mas 2.750 ml de solucién salina al
0.9 %.
~ Se reposé 30 min, a temperatura ambiente y se adicioné
3 m]l de acetonitrilo {(grado HPLC) y se agité por 30 seg.
en el vortex.
- Se centrifugé 15 min. a 2,500 rpm a 4 “c:
- A tactivar)
- B Se transtirié el sobrenadante al cartucho de silica
Cig previamente activada.

Se lave el tubo con 1.0 ml de solucién salina al 0.9
% y se eluyé con J.0 ml de metancl grado analitico: agua
165:35)
- El siguiente paso fué¢ desechar,
- C se agragéd I ml de acetonitrilo HPLC y se colects en
tubo la 25 (OH)Dg3
- Se secd con nitrégeno a 25 °C en baRo de agua y en
campana de extraccién. se resuspendio en 500 ul de etanol
bidestilado al 99 4.
- Del paso anterior se toman 100 ul para cuantificar por
duplicado en tubos borosilicados y Que puede servir para
ensayo de la proteina acopladora a vitamina D (DBP) vy
250 1l para calcular el % de recuperac:isén en un frasco
para contar radioactividad.
- Los tubos A,B y C son de desecho, lavado-desecho y para

colectar la 25 (OH)Dz, respectivamente.
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TECNICA PARA CALCIO SERICO ¥ URINARIO
SOLUCION STOCK DE CALCIO:
500 mg de carbonato de calcio/!
A 1,249 g de CaCOxy se afadis 50 ml de agua
desionizad, seguido de esto afadir gota a gota en volumen
minimo de MCI ltaprox. 10 ml). Hasta completar la

disclucién de CaCOz, aforar a un litro de agua.

SOLUCION STOCK DE LANTANO (La ***)

Ltantano 50,000 mg/1
Pisolver 58.44 g de Lallyx con 50m! de HoO, afadir
lentamente y con cuidado aprox. 250 m! de HClegne Para
disolver =1 La 303, afaorar a un litro,
SOLUCTONES STANDARD DE Ca2+
A partir de las spluciones stock preparar soluciones

standard de 5,4,3,2 y 1 ppm de Caz, aprox. mg/l
Para preparar las soluciones standard de calcio para
suero?

STD 5 mg/1
Tomar 1 ml de solucién stock de Caz+ y diluirlo a2 100 ml}
taforar).

STD 4 mg/1
Tomar de la solucién stock 1O ml, aforar a 100 ml.

STD 3 mg/l

Tomar X ml de la solucisn de 5 mg/100 ml de C32+ y aforar

a 50 ml.
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STD 2 mg/)
Tomar 2 ml de la solucién 5 mg/100 ml de C52+ y aforar a
50 ml.

8Tb 1 mg/1
Tomar en un matraz de 50 ml, de soclucion de 5 mg de
Ca2‘/100 ml y aforar a3 50 ml.
NOTA.

Todos los esténdares deberan tener una concentracien
de lantano para sueros del 0.1 5 y los estandares para
arinas del 0.5 %.

Por 1o tanto para los estadndares de suero, antes de
aforar se agregara | ml de solucién stock de lantano (S %

de lantano!) para atorar a 50 ml.
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b.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados estan expresados como €} promedio % la
desviacion estandar. Se hicieron ansdliysis de varianza
{ANDEVA! con el propasito de i1nvestigar i habfa grupos
diferentes del control. £]1 ANDEVA se realjzé usando una

talculadora Hewlett Packard modelo 41 Cu.

&.7. PRUEBAS DE REPRODUCIBILLDAD

a) Interanalisis: Se real:za la determinacion de cada uno
de los amalitos anteriormente men:xénados de  una  misma
mezcla de sueros y orinas de ratas nourmales en diterentes
ensayos.

b) Intraanalaisis: Se realize la determinacién de Jos
analitos anterjormente mencionados de una misma mezcla de
sueros Yy orinas de ratas normales, siete veces y €anco

veces, respectivamente, dentro de un mismo ensayo.

Para los dos grupos mencionados anteriormente se

calculé el coeficrente de varlacien,
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VII. RESULTADOS
Todas las ratas inyectadas con ANP presentan edema,
hidroxiprolinuria y fosfaturia de forma masiva, ligera
hipocalciuria, hipocalcemia (dia 2), hipoproteinemia
(dias y 12), hipofosfatemia {dfa 12), bhipofosfatasia
{(dias 2-26), disminucisén en niveles séricas de 25 (OK)ID
(dias & y 12)., La creatinina sérica uanicamante se

encontré aumentada el dia 6.

PETERMINACIONES URINARIAS

PROTEINAS. Grafica No. 1. La proteinuria empieza cuatrg
dias después de la inyeccién de ANP, encontrandcse un
valor maximo el dia 14 (241.95 * 28.83 vs. 3.31%1.92
mg/vol del control), posteriormente cae hasta valores de
30-40 mg/vol desde el dia 17 llegando a valores similares

al grupe control al final del estudio.

HIDRDX IPROLINA, Grifica No. 2, Los niveles urinarios de
hidroxiprolina aumentan desde el tercer dia de estudio
mostrando un pico maximo el dia 14 (142 + 52.60 vs. 3.87
* 2.02 mg / g de Cr del control) para posteriormente
disminuir de 20-25 mg / g de Cr sin 1llegar a valores

similares al grupo control al final del estudio.

FOSFORO. Grafica No. 3I. se observa que el fistoro
urinario aumenta desde el tercer dia para tener un pico
de excrecion madxima el dia @ (165.22 % 52,60 vs. 3.39 +

1.59 mg/vol del contraol) posteriormente este analito cae

a4



EXCRECION URINARIA DE
PROTEINAS (mg/vol)

300 —
{p<L001)
250
200+
150}
100}
60} }\v\\
0 L L‘L—L: - R —t, .
-6 0 5 10 1B 20 25 30
TIEMPO (DIAS)
l —— CONTROLES —+S.N. I
CuUsSP841204

GRAFICA No. 1

45



Vil DISCUSION
DE
RESULTADOS




EXCRECION URINARIA DE
HIDROXIPROLINA (mg/g Cr)

200
(p<0.007)
150 |
100
50
\‘\k+
o) N O S e
(0] 5 10 15 20 25

TIEMPO (DIAS)

- Controles —— S.N. l

GRAFICA No.2

CUSP841204

46



EXCRECION URINARIA DE FOSFORO

(mg/vo!)
200F
(p«0.001)
180
100
50 -
o} L +
-5 (0] 5 10 15 20 25 30
TIEMPO (DIAS)

l —— CONTROLES —+ 8. N. I

CUSPB41204 GRAFICA No.3

47



gradualmente hasta llegar a valores control desde el dia

19 y permaneciendo asi hasta el dia 26.

CALCIO., Grafica MNo. 4, Se observa hipocalciuria desde el
segundo dia de aplicacién de la inyeccisn de ANP y un
valor minimo en el dia 9 (0.160 * 0.06 vs. 0.90%9 * 0,303
del control), posteriormente se aprecia un ligero
aumento en la excrecién urinaria de calcio sobre todo en
el dia 19 para en el dia 23 y hasta el final del estudio

permanecer con valores similares al cantrol.

Determinaciones en suero.
PROTEINAS. Grafica No. S. Se observé hipoproteinemia
estad{sticamente significativa (p < 0.005) los dias & y
12 con respecto al grupo control.

Para el dia & se observaron 5.40 % 0.79 vs, 9.30 =
0.91 mg/dl del contraol y para el dia 12 (5.94 £ 1.75 vus.
.14 = 1.82) del control. €l dia 2 y 26 muestran valores

similares los dos grupos.

FOSFORO. Grafica No. &. Todos los dias gque duré el
estudio se observaron valores similares entre el grupo
experimental y el grupo control, excepto en el dia 12 que
se muestran valores diferentes (5.50 % 1.11 vs. 8.47 =*

2.04 mg/dl del control) y con una p < 0.001.

CALCIO. Grafica No. 7. Se mostrd diferencia significativa
{p < 0.005) en el dia 6, manifestdndose como hipocalcemia

(8.97 £ 0.98 vs. 10,49 = 0,70 mg/d]l del control}.
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25(DHID. Grafica No. B. Se observe que hay una
disminucién en los valeores séricos de este analito lo que
concuerda con hallazgos anter:iores en padecimientos con
SN (41-45), Se observaron diferencias significativas (p <
0.02) los dias 6 y 12 ( 12,39 & 0.38 vs. 146.08 % 2.31
ng/m) del control) y ( 13.08 * ,.041 vs. 16.40 * 1.91

ng/ml del control) respectivamente.

FOSFATASA ALCALINA, Grafica No. 9. Se cbservé a lo largo
del estudio hipofosfatasia mostrandose valores
sigm ficativamente diferentes (p < 0.00!1) con respecto a
los controles. El dia que se observs marcadamente una
disminucién en 1os valores de éste analito fué el dia &

(72.0 % 16.99 vs. 516.7 * 121.8 UsL del control).

AMPc., Grafica No. 10. Permanecid sin cambio a 1o largo

del estudio.

CREATININA, Grafica NO. 11, Permanecié¢ sin cambio a 1o
largo del estudio, excepto el dia & en el cual los dos
grupos muestran ser diferentes (p ¢ 0.005). El1 grupec
experimental muestra 0.62 3 0.17 vs. 0.38 * 0.04 mg/dl

del control.
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VIII.DISCUSION DE RESULTADOS

Al sequndo dfa de la inyecei1on del ANP  la Palk

sérica y calecio sérico disminuyen, al tercer dia empieza
la excresisn urinaria tanto de OHpr como de fasforo, en
el cuarto dia, las proteinas totales empiecan a
excretarse por orina para que en el sexto dia los niveles
séricos de proteinas totales, Ca, 25 (OH)D y de Palk
estén por debajo de los valores normales. En este mismo
dia se observé que la Cr se encuentra aumentada. En el
octavo dia la excrecién urinaria de P es la mas alta y en
el dia 14 alcanzaron su pico maximo de excrecién urinaria
de OHpr y de protefnas.
En general se pudo observar que el periodo critico para
las ratas del grupo experimental fué¢ entre los dfas & y
14 después de la inyeceion del ANP, ya que es la etapa en
donde puede observarse la mayor tantidad de alteraciaones
sufridas en e! metabolismeo de la vitamina D y en el
sigstema mineral.

Se observé que las ratas del grupo experimental
presentan proteinuria e hipoproteinemia (dias & y 12)
indicando  un dafo renal severo y comprobandose asi que
lag ratas estaban intensamente nefraticas. La
hipogalcemia observada (dia &) se describe como wuna
complicacion del SN (2,8,5,46) y se atribuye a wuna
deficiencia de vitamina D. Probablemente es consecuencia
de la pérdida en orina de proteina acopladora a vitamina

D (DBP),
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ESTA TESIS MO DERE
SAIR DE LA BIBLIGTECA

Otra explicacisn mads clara de que en #ste mecanismo
disminuya el calcio sérico es el que aproximadamente un
asy del calcio se encuentra unido a proteinas,
principalmente albumina, que se excretan en la orina en
el SN, de alll que el nivel sérico de calcio disminuye.

Debido a la pérdida urinaria de calcio se estimula la
actividad de l1la PTH, favoreciendo la resorcién de calcio
filtrado e ncremeptando la resorcidén oséa. Se ha
observado en pacientes con SN que tambien disminuye 1,25
¢OH) D3 para favorecer indirectamente la absorcian
1atestinal de minerales (54),

ta hipocalciuria observada en las ratas del grupo
experamental corresponde con las observacionas en
humanos con SN ya Qque tambien excretan pequeras
cantidades de calcio urinario (54,54).,

En ratas se ha observado qua altas ingestas de
cloruro de sod:io son factor de riesgo para desarrollar
osteopenia. El efecto resultante se observa como una
disminucion en Ja formacioen oséa o un aumento en 1la
resorcien oséa. Ep este caso la excrecién urinaria Jjunto
con la de calcio son altasy esto es un efectoc de
competencia entre los dos para su resorcidén en el tabulo
renal (§7).

Se ha observade que la retenci1sn de sodio no esta
relaci1onada con la hipoproteinemia ni con la proteinuria
).,

Por otro lado s observé que el aumento de OHpr
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urinaria obedece a que la resorcidn de colsgena dsea es
alta, esto 1ndica que hay un Indice de resorcien alto
(52,

Presumiblemente 1a PTH (que no fue posible
determinarla) se activaria y se observariin valores altos
{546) y Junto con ella un aumento en los valores de AMPc
aurinario.

Como se mencions con anterioridad los valores de 25
(OH)D se encuentran disminuidos, la 1,25 (OH)Dy no se
determiné.

Se puede observar que en la graficas mostradas
anteriormente se aobserva que hay un fuerte impacto sobre
el esqueleto como respuesta a la disminucieéen de 25, (DH)D
y por ende de sus metabolitos, asociado a un defecto en
la mineralizacién del ostecide (debido a un aumento en 1la
excrecién urinaria de hidroxiprolina}) que puede llevar a
la osteomalacia, disminucién en la absorcién intestinal
de calcio y una disminucién a la respuesta calcemica a

PTH.
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IX. CONCLUSIONES

Se observe que las ratas 1nyectadas con ANP
desarrollan un franco BN, reflejado en 1la excresisn
urinaria de OHpr, Ca, P y PT, lo que demuestra ser un
modelo experimental excelente para estudiar éste
padecimiento y compararlo con el que se presenta en
humanos.

Tanto en humanos como en ratas con SN se muestran
alteraciones semejantes, por 1o que los datos obtenidos
en el modelo experimental podrian extrapolarse en humanas.
Los datos obtenidos sugieren un fuerte impacto sobre el
esqueleto, debido a un alto indice de resorcien ésea de
colagena y a una perdida masiva en orina de OHpr aunado a
una deficiencia en los niveles séricos de 25 (OH)D.

Los valores de Palk maostrarénm un total abatimiento,
que posiblemente se deba a un efecto directo del ANP
sobre el higado, originando una deficiencia en la
produccisn de sales biliares necesarias para la
absorcison de 25 (OH)D y por ende valores disminuidos de

la misma.
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