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l. RESUMEN 

Se indujó sindrome nefrótico CSN> en ratas macho de 

la cepa Wistar, de 135-180 g, con una inyección única de 

aminonucleósido de puromicina <ANP> y se estudiaron en un 

periodo comprendido de 28 dias, dos dias antes de la 

inyección y 26 dias después. Se obtuvieron los siguientes 

resultados: 

Las ratas presentaron proteinuria del dia 4 al 25 con 

pico maximo de excreción el dia 14. 

Hipoproteinemia <dias 6 y 12), hipocalcemia <dia 6> 

hipofosfatemia (dia 12>; éstos se normalizaron el dia 

26 del estudio. 

La actividad sérica de la fosfatasa alcalina disminuyó 

desde el dia 2 y permaneció baja hasta •1 dia 26 del 

estudio. 

Los niveles plAsmaticos de AMPc no se modificaron a lo 

largo del estudio. 

la concentración de 25 <OH>D disminuyó los dia~ 6 y 

12, volviendo a valores normales para el dia 26. 

Se presentó fosfaturia con excreción máxima ~1 dia 8. 

La h1pocalciur1a se observó desde el dia 2 hasta el 12 

con un pico de eMcreción minima el dia 9. 

Aumento 

alcanzando 

la excreción urinaria de hidroxiprolina 

valor máximo en el dia 14 y 

permaneciendo elevada al final del estudio. 

Estos datos indican que las ratas estaban en un periodo 



intensamente nefrótico y que tienen alteracionrs muy 

importantes en el metabolismo mineral y en el 6tstema de 

la vitamina D~ 

El aumento en la excreción urinaria de hidro~1prol1na 

sugiere que las alteraciones en el metabolismo mineral 

tienen fuerte impacto sobre el esqueleto, ya que e~ta 

ultima es un marcador importante En la degradac16n de la 

colagena ósea. 
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11. GENERALIDADES 

2.1. SlNDROME NEEROT!CO 

El sfndrome nefrático (SN>, as una enfarmedad que fie 

presenta humanos de todas la~ edades, en los niño~ 

generalmente es idiopático (de origen desconocido), pero 

los adultos puede ser secundario 

glomerulonefritis o a una intoxicación • 

En ratas se puede inducir experimentalmente 

caracteriza por proteinuria, hipoproteinemia, 

albuminuria, disminución de la presión coloido&mática, 

ascitis, edema, lipiduria, retención de sodio, 

h1percolesterolemia e hiperlipoproteincmia. Ver esquema 

A (1-~) • 

El aumento la permeabilidad glom•rular las 

proteínas plásmaticas inicia las alteraciones sistémicas 

metabólicas que caracterizan al SN. La hipoalbuminemia 

SN es secundaria a un aumento en el catabolismo, y a la 

pérd1da de albümina por Las consecuencias de 

hipoalbum1nemia son muchas ll>, entre ellas destacan: 

a) H1perlipidem1a: La hipoalbuminemia produce una 

dism1nuc1ón la presión oncótica, lo que vez 

estimula la producción de l1poproteinas a nivel hepático. 

Este aumento, junto con una disminución en ~l catabolismo 

de las lipoprotetnas, produce hiperlipoproteinemia. 

bl Edema: La d1sm1nuc1ón la presión oncót1ca, 

favorece el mov1m1ento de fluidos del comportamiento 

vascular al 1nterst1c1al causando edema y asc1t1s. 

3 



El aumento 

consec:uenciar 

la filtración de las proteinas trae 

al Disminución en la inmunidad humoral. 

secundario la disminución el nivel 

Esto 

de 

R& 

las 

1nmunoglobulinas producida por pérdida de ellas la 

orina y a una disminución en su síntesis, y que el 

factor B del complemento disminuye. Al alterarse la 

inmunidad humoral, se modifica la inmunidad celular 

debido a la interacción de ambos procesos lo cual lleva a 

aumento la susceptibilidad infecciones por 

organismos oportunistas Cp.e. neumococos que son causa de 

muerte en SN>. 

b> Deficiencia en elementos traza CCu,Fe,Zn> que 

pierden por la orina. 

e> Alteraciones el metabolismo hormonal, pues se 

pierden por orina protetnas acarreadoras tales 

globul1na transportadora de tiroxina. 

d> Deficiencia de calcio y vitamina D .. 

e> Estado hipercoagulable, secundario a Alteraciones 

todos los factores d~ la coagulaciOn. 

2.1.1.MODELOS EXPERIMENTALES PARA ESTUDIAR SN 

Los modelos exper1mentales usados para estudiar el SN 

Jos producidos por la inyecci6n de: 

a> suero ant1ri~in 

b> aminonucleósido de puromic1na <ANP> 

e> adr1am1c1na 

d> daunom1cina 

la 



SINDROME NEFROTICO 

PROTEINURIA 
1 

RETENCION DE SODIO 

J25 (OH)D 

1 
J 1,25 (OH) O 

1 2 

RESISTENCIA J ABSORCION 
ESQUELETICA INTESTINAL 

A PTH DE CALCIO 

1 
HIPOCALCEMIA 

1 
HIPERPARATIROIDISMO 

SECUNDARIO 
OSTEOMALACIA 1 

ESQUEMA A. 

t PTH 
1 

RESORCION OSEA HIPOCALCIURIA 

REPRESENTllCION ESQUEMATICA DE LA PATOGENESIS DE LAS 
ALTERACIONES EN LA HOMEOSTASIS DE CALCIO EN PACIENTES 

CON SINDROME NEFROTICO (Am J C/in Nutr 1978;31:1672-BO). 



Debido que el SN inducido en ratas con ANP 

parece mucho al sindrome con lesiones minimas encontrado 

en humano9, se ha utilizado como uno de los modelos para 

estudiar SN. 

Se han descrito dos variantes de la nefrosi~ inducida 

por ANP, el modelo agudo y el modelo crOnico <b> • El 

modelo agudo, se induce por varias inyecciones 

subcutAnea~ 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 

despues de su aplicaciOn ; alrededor de 3 , la 

proteinuria disminuye y des:.aparece a las 6 semanas; aste 

modelo es reversible. 

El modelo crOnico se induce por una varias 

1nyecciones intravenosas a baj~s dosis (5 mg/ 100 g> y se 

encuentra asociado proteinuria crOnica y daño 

irreversible. 

El ANP es producido por la hidrólisis del residuo p­

metoxit1ros1l que se encuentra unido al grupo amino del 

residuo aminorribosa del ant1biOtico puromicina y estA 

relac1onado estructuralmente a la adenosina. Cuando 

aceti!d ~1 grupo am1no del res1duo am1norribosa pierde 

nefrotox1cidad y se excreta sin cambio en la orina. No 

metaboliza 1.!1 ~ n1 .!..!l vitre. 

Esto sugiere que el grupo am1no 

para producir el eiecto nefrotDxico, 

muy importante 

ftgura A <6>. 

Hasta ahor~, el mecanismo por el cual el ANP produce 

6 



daño renal se desconoce, sin embargo, hay ev1deru:ias que 

el metabolismo del ANP es indispensable para prodt1c1r el 

daño renal. Se piensa que los radicales libres, tales 

peróxido de hidrógeno, superóxido h1drox1 lo, 

producidos durante el metabolismo del ANP Jos 

respon~ables del daño. 

El ANP produce una reducción en la densidad de carga 

de las células Rpiteliales debido que pierden 

sialoproteJnas y heparAn sulfato proteaglucanos, que como 

se sabe, participan de manera tmportante en la func1ón de 

la filtración de proteJnas plismaticas an1ón1ca~ C6~. 

A N P 

( ~ = 294.0) 

~ o 

FIG. A ESTRUCTURA DEL AMINONUCLEOSIDO DE PUROMICINA (ANP). 
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2.2.VITAMINA D V 5N 

2.2.l.METABOLISMO DE~ VITAMINA~. 

El sistema de la vitamina O estA formado por 

serie de compuestos derivados del co]e§terol que al ser 

metabol izados hígado y riñón producen 1,25 

dihidroKicalciferol, metabolito con actividad biológica 

cuya acción primaria es favorecer la absorción int•stinal 

de calcio, y de esta manera mantener en equilibrio la 

homeostasis mineral (7). 

Una vez que el 7 dihidrocoleste~ol es transformado an 

prev1tam1na D por efecto de la luz ultravioleta <290-315 

nm> en la piel, ~e equilibra térmicamente a vitamina O 

proceso que ocurre de dos a tre~ dias al adaptarse 

completamente la temperatura del cuerpo <B>. Es 

entonces transportada a la circulación por la proteína 

acopladora de vitamina O hasta llegar al higado dentro de 

las &1guientes horas (9). Aqui sufre primera 

hidrox1lación el carbón 25, en presencia de la 25 

h1drox1lasa microsomal dependiente de NADPH, de oxigeno 

molecular y de iones Mg, transformAndose 25 hidro>ei 

v1tam1na D. La vida media de &ste metabolito la 

c..1 rc:ula..: ~ Dn 

potente que 

d~ 2 a 3 semanas y ~s de 2 a 5 veces más 

precursor, la vitamina D (fig. B>. 

Aunque la 25 <DH>O, como 1,25 <OH>zD sufren mól tiples 

hidroxilac1ones y ox1dac:1ones, sin embargo, .ambos 

su act1v1dad nula .. A la fecha, más de 22 

metabol 1 tos encuentran presentes estado de 

8 



1ntox1cac1án y sin efecto fis1ol6g1co o que actóan como 

sustrato de enzimas para producir los derivados 

hldroxilados en la pos1c1án J. 

La vitamina O es una de las hormonas reguladora~ de la 

homeostasis de calcio y responsable de mantener aJ hueso 

saludable; aunque 1 12S<OH>2D3 no parece tener una acc10n 

di recta la calcif1cacián oséa, sabe 

perfectam~nte que favorece la mov1l1zac16n de calcio de 

hueso aumentando en número de osteoclastos y por 

consiguiente la actividad osteoclástica «JO>. En el 

intestino <duodeno>, favorece la absorc16n intestinal de 

calcio CCa> y fósforo CPJ ingerida en la dieta, a través 

de J) aumento de la entrada de Ca y de P a través de la 

membrana plAsmatica del intestino, 2> mov1m1ento de Ca 

en el citoplasma y 3) transport(? de Ca de la membrana 

basolateral 

osteoclástica 

la c1rculacián • En hueso la actividad 

través de Jos monocitos p•rifer1cos 1 

tambien se conoce que aumentan los niveles circulantes de 

osteocalcina (Jl ,12). Se conoce que la hormona 

paratiroidea <PTH> estfmula la actividad de Ja aden1lato 

ciclasa en el tóbulo proximal desencadenando una 5er1e de 

eventos que concluye aumento de la absorc10n 

tubular de Ca lo que estfmula Ja secrec10n de fosfato en 

la orina y aumento en la producción de 1,25COH>2D <13). 

En los pacientes con SN, se pierde 2S<OH>D en la 

orina, por lo que su concentracLón en sangre d1sm1nuya. 

Sin embargo, no se sabe s1 este eJerce algUn efecto sobre 

9 



pacientes también cursan con hip•rparatiroidismo 

secundario y por ello aumentan la desmineralizacign y la 

resorción 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 

consecuencia un defecto en la absorción intrstinal 

de Ca y/o una re5puesta a la calcemia en el esqueleto 

debido a PTH (f ig. C) ( 14 >. 

Por lo tanto los pacientes con SN parecen tener una 

deficiencia de vitamina D, lo cual compete a los tres 

metabolitos mAs activos. Una disminución en los nivel~s 

de 25<DH>D precursor de 1 1 25<0H>2D, en pacientes con SN 

han encontrado niveles normales y bajos. Por lo 

anteriormente eKpuesto, podria no corresponder sin 

embargo, si ~Kiste una pérdida de este met&bolito en la 

y/e disminución de producción en el 

riñón.Por otro lado, es posible también la pérdida de 

estos metabolitos en la misma. 

La deficiencia de uno o mAs de estos metabolitos 

entonces esta asociada a un defecto en la mineralización 

del osteoide lo cual con lleva a la osteomalacia, una 

disminución en la absorción intestinal d• Ca y una 

disminución en la respuesta calcém1ca a PTH. Esto origina 

cafda en los niveles de caleta ionizado, lo cual 

estimula la actividad de las glándulas paratiroideas y 

por consiguiente aumento 

10 



clrculantes lo cual aumenta la actividad osteoclástica. 

7- DIHIOOOCQESTEJU _UJZ_u_._v. __ CQECALCIFEIU Ci'l.CIDIQ 

~~ C? ~::!:f) ,,.,._ .. _1 rv 
24,25(CH)z CQECl'l.CIFERQ 

FIG. B C!JMF.SICN DE 7- OIH!lllíXXlESTffil. A V!TA'llllo\ O ICTIVNY\ POO LA LUZ 

ll.TRAVla.ETA {U.V.) PCR a HIOOJ y a Rltol. 

DI9'11tmE LA 

__....-- SJNTESIS DE~ 
Dl9'11tmE LA MlSCl!:ICN ~ CALCITRIQ Dl9'11WIE LA S!NrtSIS 

INTESTltW. DE CALCIO Y LA RESCR:ICN OSEA. / DE PlH. 

~ 
~19-11, /A 

CflLCIO SERICO 

~Al ~ME 
ltCREJ.OOA LA ABSll:ICN / IN::REIDITA LA SECRECICN 

INTESTIWIL DE Ci'l.CIO Y LA REsm:IO OSEA / 

.~~IP:UiB>'fJIJA LA SINTESIS ~ DE Cl<.ClffilQ • 

DE PlH. 

FIG. C. HITERRfl./oC!Ct/ES DE cm::OOR.'CICNES DE CALCIO SERIW, PlH Y Ci'l.CJmHl.. 
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2.3.HORMONA PARATIROIDEA <PTHl Y ADENOSIN MONOFOSFATO 
CICL ICO (AMPc l. 

2.3.1.HORMQNA Pf!RATIROIDEA (PTHl 

Las glándulas parat1roides producen una hormona que 

controla los nivEi'l~s de <:alcio en el plasma (15>. Se 

consideró que la acción principal de esta hormona 

liberar el calcio y el fósforo del hueso vertiéndolos al 

torrente circulatorio. 

Se pensO que la acción que ejercia Ja hormona 

pr1nc1palmente sobra el riñón, ya qua aumentaba la 

e~c rec 1 ón de fósforo urinario y como con•ecuencia 

dism1nuia su concentración sérica lo que daba lugar a un 

aumento en los niveles de calcio pl~smatico. 

Ahora está claro que la hormona paratiroidaa <PTH> 

controla el transporte de calcio y una parte del 

transporte de fósforo en el riñón, el intestino y el 

hueso. También se concluyó que una segunda hormona estaba 

involucrada la homeostasis del calcio •érico. Esta 

hormona, calc1ton1na CCT>, es producida en el hombre 

las células C de las glAndulas tiroides. Su secreción 

estimula la hipercalcemia y tiende a disminuir los 

niveles sér1cos de calcio a través de la modificación 

el transporte de este l Dn en el hueso, •l riñDn y 

probablemente el intestino. En resumén la PTH actúa 

espectf1camente sobre los receptores de las células 

tubulares de la corteza del riñDn y también sobre las 

células oseas. 

12 



2.3.2.~ MONOFOSFATO CICLICO CAMPcl. 

Se ha pO§tulado el concepto del segundo mensajero 

el mecanismo de acc10n hormonal. La hormona constituye al 

primer mensaJero, el segundo mensaJero es una sustancia 

producida 

est1mulac1cJn 

las células blanco 

hormonal y que 

respuesta 

la encargada 

la 

de 

desencadenar la respuesta metabólica caracteristica del 

árgano blanco y de la hormona estimulante en cuestión. 

El AMPc es uno de los compuestos que satisface el 

concepto de segundo mensaJero hormonal, lo cual se apoya 

lo siguiente: 

a) La est1mulac1ón hormonal produce cambios medibles 

la concentración de AMPc. 

b> Los cambios de concentración de este nucléotido 

preceden a un aumento o disminución en la función 

caracter1stica del órgano blanco 

estimulo hormonal determinado. 

respuesta a un 

c) La acción de la hormona puede potencializarse 

usando agentes inhibidores de la enzima 

fosfodiesterasa. 

d) !n. ~' lci adicion de AMPc cultivo 

El 

celular origina una respuesta semejante a la que 

se produce por est1mulaci6n hormonal en el 

organismo. 

2.3.3.MECANISMO Qg. ~ ~ ~· 

mecanismo de acción del AMPc 

13 
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mensaJero hormonal es el mismo para todas las hormonas. 

La diferencia en la respuesta producida por cada una 

de ellas se debe a la presencia de receptores hormonales 

espectf1cos lo~ organos blanco, la presencia de 

ciertos iones en el medio circulante, la naturaleza misma 

del órgano blanco, otros factores que no es tan 

plenamente establecidos. 

Para llevar a cabo su función, la hormona se une 

receptores correspondientes en la membrana celular del 

órgano blanco lo cual activa la producción del AMPc 

través de la enzima adenilciclasa que se localiza también 

la membrana celular y actúa sobre el ATP produciendo 

AMPc y deJando en libertad al p1rofosfato inorgánico en 

una redcc1ón dependiente de iones magnesio {fig. 0). El 

AH Pe as! formado responsable de los cambios 

metabólicos subsecuentes a la estimulación hormonal. 

MEMBRANA CELULAR 

ATP AMPc + PPi 
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2.3.4.§. ~ i;Q.!:!!J. PARAHETRO ID;. bJl FUNCION PARATIROIDEA 

Primeramente, la determinación del nucléotido tanto 

en plasma como en orina de sujetos aparentemente sanos y 

bajo condiciones b~sales permitió establ~cer que la 

concentraciOn plásmatica de AMPc se mantiene en niveles 

constantes, producto tje la acción hormonal d1versos 

tejidos mientras que la concentración urinaria es el 

resultado de la filtración glomerular del AMPc plasmAtico 

y de ad1ciDn de una fracción de AMPc producido 

directamente por el riñón y que se denominó fracción 

nefrógena (16). 

En resumen puede establecerse que: 

El AMPc plasmático es producto de la economia de 

diversos teJidos dotados con Ja enzima adenilciclasa. 

El AMPc urinario la suma de la filtración 

glomerular de AMPc plásmat1co y de la fracción nefrógena 

excretada directamente a la orina por el riñón. 

A pesar de que varios agentes pueden estimular la 

producción de AMPc por el riñón, ésta depende unicamente 

de la acc10n que eJerce la PTH sobre el mismo. 

La concentración del AMPc urinario puede considerarse 

parámetro de la función paratiro1dea que refleja 

fielmente la acción de la PTH sobre el riñón. 

Después de que el AMPc ha cumplido función, es 

rápidamente transformado, por la enzima fosfodtesterasa, 

la cual cataltza la h1dról1s1s de este nucl~ot1do en la 

15 



pos1c1ón 3' produciéndose adenosin 5 fosfato; esta 

reacción es dependiente de iones magnesio y se lleva 

cabo en el citosol. 
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2.4.HIDROXIPROLINA 

El mayor componente orgánico óseo es la colágena, y 

conocido que la regulación de esta sintesis y 

degradac i Dn critica para un buen funcionamiento del 

remodelamiento óseo. Debido a que la hidroxiprolina 

encuentra e~clusivamente en la molécula de colágena 

pueden hacer determinaciones adecuadas para examinar los 

cambios en la degradación de la colágena (17-19>. 

2.4.J. FALLAS GENERALES 

De la clase de am1noác1dos que se encuentran las 

proteinas, la prol1na y la hidroxiprolina dos 

miembros que contienen el anillo pirrólico y tienen 

propiedades qutm1cas y metabólicas conferidas por 

grupo amino secundario más que par grupo amino 

pr1mar10. 

La L-proltna además de que forma parte de las 

proteínas, y se encuentra aminoácido libre en los 

f lu1dos y 

bacterias. 

los teJ1dos de plantas, animales y de 

El metabolismo de la hidroxiprolina en los humanos, 

el r1~bn. La h1droxiprolina es convertida 

gl1cina y ser1na; el s1t10 de este metabolismo es en el 

túbulo proximal <17>, la h1drox1prol1na considerada 

como un marcador de osteodestrucc10n, en cambio la PTH se 

considera como un regulador del remodelam1ento oseo. 



2.4.2.ENFERMEDADES ACOMPA~AOAS POR ALTERACION EN LA 

EXCRECION DE HIDROXIPROLINA URINARIA· 

los <1.n.il1s1s tnd1co:1.n que algunas enfermedades 

d<:ompaña n 

colllgena, 

por alteraciones del metabolismo de la 

colágena, entonces ocurren cambios en la excreción de 

h1dro!<1prolJ.na. 

hidro:'( 1prol ina 

Se ha visto que los valores 

afectados condiciones 

de 

que 

alteren el metabolismo de la colágena en el organJ.smo, 

como emfermedades end6cr1nas, y desordenes que 

involucren la colágena osea. No se ha observado que 

peque~os cambio~. locales teJ1do conectivo, 

infarto al m1ocard10 o ulceras de pierna, 

cambio s1gn1f1cante en la excreción de h1droxiprol1na. 

En el h1poparat.1ro1dismo marcado la única 

enfermedad la que se conoce caída severa la 

e!<crec1ón de h1drox1prol1na 120,21J. 

la adm1n1strac16n de cortisona produce d1sm1nución en 

la e~crec1ón ur1nar1a de h1drox1prolina. 

El incremento Ja excrec16n urinaria de 

h1droH1prol1na <cuadro AJ puede observarse en pacientes 

con acromegal1a, h1perparat1ro1d1smo, síndrome de Turner, 

enfermedad de Paget, met~stas1s ósea, fracturas de hueso, 

le1.1cE.>m1a m1elo1de, m1eloma múltiple, osteomalacia, 

de enfermedad artritis reumatoide, escleroderma, en 

d·. lP.1irlo cunect1~n, slndrome d~ Marfan, col 1l1s 

ulcerativa, etc <221. 

18 
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2.5.fQSFATASA ALCALINA ~ 

En la prActica clinica, por la determinación de 

fosfatasa alcalina mide un grupo de enzimas que catal1zan 

la hidrólisis de ésteres de fosfato en un medio alcalino. 

La Palk es producida por varios tejidos <cuadro B>, 

únicamente la porción producida por hueso e higado son 

detectadas suero de personati 5anas. También puede 

org1narse en intestino y placenta. 

Las causas de concentraciones ~normale• en suero de 

fosfatasa alcalina ''osea'' se enlistan en cuadro C. La 

fo~fatasa alcalina es producida por osteoblastos y, como 

discutió previamente hay bajos niveles osees de 

p1rofosfato los cuales facilitan la mineralización. La 

stntes1s de Palk es deficiente en hipofosfatasia, 

consecuencia hereditaria asociada con baja 

m1neral:izac1ón osea, fracturas patolégicas y 

acondroplas1a, como desordenes inherentes de crecimiento 

óseo endocondrial. 

La produccién de OHpr tamb1en disminuye la 

malnutrición y en el escorbuto, lo m~s común es que se 

encuentren concentraciones disminuidas como enfermedades 

asociadas que tienen Palk sérica elevada. Los valores 

altos sign1 f ican incremento de la actividad 

osteoblástica, y puede verse osteoblást1co, 

fracturas 

acromegalia. 

infantes <rickets>, enfermedad de Paget y 

Los niveles elevados se asocian con h1perparat1roid1smo, 

20 



resultado de una mineralización ósea asi como de PTH que 

induce actividad 09teoclAstica. los niveles altos de 

Palk ''hepAtica'' reflejan la obstrucci6n biliar y se 

estA eKcento de tener una enfermedad hepatocelular. 

21 



CUADRO B. 

FUENTES DE Palk 

OSTEOBLASTOS 
CELULAS DEL CANICULO BILIAR 

PLACENTA 
LEUCOCITOS 

CELULAS DEL TUBULO PROXIMAL RENAL 
GLANDULA MAMARIA ACTIVA 

CUADRO C. 

ENFERMEDADES OSEAS ASOCIADAS CON 
~ONCENTRACIONES ANORMALES DE Palk SERICA 

DEFICIENCIA 

EXCESO 

ACONDROPLASIA 
MALNUTRICION SEVERA 
ESCORBUTO 

HIPOFOSFATASIA 
SARCOMA OSTEOBLASTICO 
OSTEOMALACIA 
EMFERMEDAD DE PAGET 
ACROMEGALIA 
HIPERPARATIROIDISMO 
NltilOS EN EDAD DE CRECIMIENTO 
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111. ANTECEDENTES 



JJJ. ANTECEDENTES 

En humanqs con sfndcme nefrótico •Kisten alteraciones 

en el metabolismo de calcio, fósforo y de la vitamina D. 

Sin embargo, estas alteraciones est~n 

caracterizadas secuencialmente en el modelo experimental 

inducido por aminonucleósido de puromicina <ANP> ni 

tampoco se conoce el impacto de estas altaraciones sobre 

el esqueleto, por lo que hace importante el 

conocimiento de este mecanismo bioquimico. 
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IV. HIPOTESIS 



IV. HIPDTESIS 

El metabolismo mineral y del sistema de la vJtam1na O 

están alterados en ratas con sindrome nefrótico 1nduc1do 

con aminonucleós1do de puromic1na IANPl. 



V. OBJETIVOS 

~ 

',, 



V. OBJETIVOS 

Estudiar las alteraciones en el metabolismo de la 

vJtamina O y calcio y su impacto en el esqueleto en ratas 

SN inducido con ANP midiendo: 

Concentraciones sér1cas de creatinina, proteJnas 

totales, fosfatasa alcalina, calcio, fósforo, 25 

<OH>D. 

Concentraciones urinarias de creatinina, prote1nas 

totales, calc10, fósforo. 

Excr~ciOn urinaria de h!droxiprolina <OHpr>. 

ConcentraciOn en pl•sma y en orina de AMPc. 

Evaluar st los cambios en el sistema de la vitamina D 

son reversibles. 



VI. MATERIAL 
y 

METODOS 



6.1.REACTIVOS 

CREATINJNA<664180 Creatinin9 Rea9ent Kit> 

Amortiguador alcalino 0-188 M d• hidróxido de 

sodio. Amortiguador con 

borato y fosfato de sodio. 

Solución picrica 

Patrón calibrado 

FOSFORO (34) 

Acido ascórbico al lOY. 

Reactivo B 

Acido trícloroacético al 10Y. 

Solución stock 

O.OS M de Acido picrico. 

5.0 mg/dl <0.44 mmol/l, 

440 µmol/l) creatinina 

0.1 N HCI. 

Molibdato de amonio 4.2 9 

Acido ~ulfúrico conc.23.7ml 

fosfato de pota•io 0.4392 

g/100 ml. 

FOSFATASA ALCALINA <Honotest B, optimada, Lakeside> 

Amortiguador 

Sustrato 

2ó 

(48) 

Oietanolamina 1 mol/lt 

pH 9.8 

Cloruro de 

0.5 mmol/l. 

p-nitrofenil 

10 mol/l 

magnesio 

fosfato 



HIDROXIPROLINAC49> 

Amort1guador de boratos 0.1 M, pH 9.1 

Amortiguador de acetato c1trato 14.2 g 

Estandar 

AMPc 

!gG 

Sulfato de amonio sobresaturado 

Tr1etilam1na<TEA> 

Suero cero C''O'') 

PROTEINAS TOTALES <47> 

Soluc10n A 

Sulfato de cobre al 0.5% 

Reactivo de Fol1n C1ocalteau 

Citrato de •odio 9.32g 

Acido cttrico 

H20 c.b.p. 

1.37g 

250 ml 

5 mg hidroKiprolina + LO ml 

agua desionizada 

<almacenar a -309C) 

Carbonato de ~odio 2Y. 

HidróMido de sodio 0.4% 

Tartrato de sodio 

Patr~n de alb6mtna sér1ca bovina <ASBJ 50mg/100ml 

25-HIOROXI-VITAMINA 03 

Aceton1tr1lo <HPLCl 

Cartuchos C18 Sep Pac~ <Waters) 

.Est~ndar de 25 COH>03 slntetica <Up Jahn> 

25-hidr0>1"1 l26,27-met11-3H> v1tam1na 03. <Amersham U.N) 

9C1 /mmol. 



CarbOn dextr~n (1/0.lY.> 

CALCIO (381. 

Carbonato de c•lcio 

Ac1do ctorhldr1co concentrado 

0Kido de lantano 

ó.2.EQUIPO 

Auto analizador para creatinina, automatizado Beckman 

Mod. 2 

* Radioinmunoanal1sis, contador para radiaciOn gamma MAC 

11. M1cromedics. 

Espectrofotómetro de absorción átomica Perkin Elmer 

2830 

* Cromatógrafo HPLC Beckman mod. 110 A 

* Colortmetro Bauch g, 1.omb 

* Colorimetro Spectronic 20 

* Espectrofotómetro Beckman mod. 42 

6.3. OISE~O EXPERIMENTAL 

Se usarán ratas macho, cepa W1star 1 de 135-180 g. El 

SN se induJó por una inyección única subcutanea de ANP 

<15 mg/100 g de peso corporal total) en solución salina 

al 2 X; el grupo control recib1ó vehiculo (solución 

,sal 1na) 

rec1b16 ANP. 

las ratas 

el mismo volumen que para el grupo que se 

colocarón en Jaulas metabólica& para la 

28 



recolección de orina de 24 horas, durante 28 dias, con 

libre acceso de alimento y agua. 

Post&riormeinte sacrificaron por decapitación los dias 

2,á,12 y 26, dias que sirvierón para recolectar suero y 

plalima. 

Las orina• recolectadas dia por dia se almacenarán en 

dos alicuotas de 3 ml, en tubos de plAstico, cada una y 

acidificarán al 1.5% con Acido clorhidrico concentrado. 

Una de estas alicuotas se ~lmacená a 4°C <uso diario> 

y la otra se almacenó a -35°C para confirmar los 

datos obtenidos con la altcuota de 4ºC. 

Después de que las ratas 9e sacrificaron la sangre 

recolectó tubo de plástico con ~yuda de embudo 

del mismo material y otra porción <800 µl> recolectó 

un tubo Eppendorf, conteniendo 2 gotas de EDTA al 10 

Y. Del tubo de plástico se obtuvá suero y del tubo 

Eppendorf obtuvá plasma 

inversión). Las muestras 

a9itar suavemente por 

centrifugaron a :s,soo rpm 

durante 10 minutos o¡¡e separaron y 

alicuotas y se almacenaron a -35°C. 

repartieron 

NOTA: ES SUMAMENTE IMPORTANTE PROCESAR LAS MUESTRAS 

SERICAS DE INMEDIATO, ya que como en el caso de fosfatasa 

alcal1na, estas pueden perder •ctividad. 
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6.4. OETER"lNAClONES 

i>Enor1na: 

Hidr0Kiprol1na; ~olor1métr1co 

AMPc-UT; RIA 

Creattn1na; autoanalizador 

Calcio total; Absorc10n atómica 

Protetnas totales; color1métr1co 

FOsforo1 colorimétrtca 

i i) En suero: 

Fosfatasa alcalina: color1métr1co 

2S<OH>03; HPLC 

Creatinina; autoanalizador 

Calcio total; absorc10n atómica 

Proteinas totales; colorimétr1co 

Fósforo; calorimétrico 

i i i > En plasma: 

AMPc; RIA 



DETERM I NAC l ON !lJC E!lllE!1lill 

i > REACTIVOS 

A. Acido ascórbico Al 10~ 

B. Heptamolibdato de amonio 4.2 g 

HzS04 concentrado 22.7 ml 

C. Acido tricloroacético al 10% 

0.4392 g /100 ml 

E. Solución Standard: 

l ml stock/ 100 ml H20 

CURVA STANDARD 

CONCENTRACION <mg> SOLUClON STD <ml l H20 (ml > 

1 0.5 4.5 
2 l.O 4.0 
3 1.5 3.5 
4 2.0 3.0 
6 3.0 2.0 

l i ) MUESTRAS 

100 µ1 orina + 9qoo µl agua 

SUERO 

-100 µl suero ~ 900 µl TCA al 10% 

-se agitD en verte~ 

-centr1fugac1~n por 10 m1n. a 2200 rpm. a T ambiente 

31 



PROCED111IENTO 

-Se colocó de cada punto de la curva Standard O.~ ml 

fpara el blanco agregar 0.5 ml de aQUa) + 1.0 ml de agl1a 

+ 2.5 ml de mezcla o. 

-para las muestras problema colocar de la d1luc10n 0.5 ml 

+ 0.5 ml de agua + 2.5 ml de mezcla o. 

- agitar en vortex 

- incubar a 37°c por 1 hora 

- leer a 830 nm 

DETERHINACION DE FOSFATASA ALCALlNA <Palk>. 

<Monotest 8, Lakes1del 

i 1 REACTIVOS 

A. Amortiguador 

dietanolam1na 

Cloruro de magnesio 

B. Sustrato 

p-nitrofenilfosfato 

PROCEDIMIENTO 
1 

1molll, pH 9.8 

0.05 mmol / l 

10 mmol:l 

-Se d1solv1D una tableta del frasco B con 3 ml del frasco 

A. 

-Longitud de onda Hg 405 nm t400-420 nm> 

celdilla 1 cm de paso 

Temperatura 25 ºe 

-Se pipetearon la soluc10n reactiva 0.05 ml de la 

prlleba 
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-Se mezclaron y se disparó ~imultaneamente el crónometro. 

S• repitierón las lecturas exactamente a 1,2 y 3 minuto& 

dwspué&. 

-Se daterminó el cambio da extinción promedio por minuto 

E/min>. 

-Si el cambio de extinción excedia 0.250 para medicione& 

tomadas duranta 3 min., so dilu1a a 0.1 ml de prueba con 

0.9 ml de solución salina al 0.9Y. y 

determinaciOn <resultado por 10). 

CALCULO 

r&petia la 

los valores para la actividad de la fosfatasa alcalina 

en suero ~e calcularán i 

E405 nm/min X 3300 • U/l 

DETERMINACIDN DE HIDROXIPROLINA 

i l REACTIVOS 

a. Amortiguador de boratos 

<se preparo cada semana> 

mortiguador de acetato-citrato, pH 6.0 

(&e conservó en refrigeración y 

acetato d~ sodio 3 H20 

citrato de sodio 2 H2 D 

:.cido citrico 

agua desionizada c.b.p. 

HidrOxido de bario saturado 

d. Ac1do clorhidr1co, 1 M 

Acido clorhidr1co, 0.003 M 

33 

0.1 M, pH 9.1 

plAstico> 

14.2 gr 

2.37 gr 

1.37 gr 

2:)0.0 ml 

250.0 ml 



f. HidróKido de sodio, 6M, 100 ml 

Q• Toluenci concentrado 

h. 2-propanol 

i. R•activo de Erlich's 

esa prep•ró vl mi•mo di&) 

PDAB <Paradlm&tilaminobenzald•hido> 3.125 Qr 

HCl cene 3.B2S ml 

2-prop&no 1 20.0 ml 

J. Cloramina T CCl-T> al 7~ en proporción 115 

<se preparó para uso inmediato> 

0.7 g de Cl-T en 10 ml de agua 

se tomó 1 ml + 4 ml de amortiguador acetato- citrato 

se mantuvó en l• obscuridad , cubierto con papel 

aluminio. 

k. Preparación del standar. 

STOCK 

5 mg de OHpr + 10 ml de agua d•sionizada 

se almacenó a 300 C en un tubo Eppendorf 

OHpr <Sigma Chem1cal STO Lavis> 

115 10 mg - 1000 ml 

iil CURVA STANDARD 

dilución 1:1 

2 ml Stock aforar a 10 ml con agua 

b .. 5 ml de a 

c. 5ml de b 

34 

+ 5 ml de agua 

+ 5 ml de agua 

concentrac:ión 

100 mg/l 

50 

25 



d. 5 mi di> e 5 mi de agua 12.5 .. 
5 mi de d 5 mi d• agua b.25 .. 

Se pa!ió a tubos de 13 X 100 y se agitó rotor 10 

min. a velocidad m•Kima 

Se centrifugó a 2500 rpm. durante 5 mJn. 

En tubos por separado de 13 X 100 agregó 2.0 ml de 

HCl 0.003 M y se le adiciono 2.0 ml del sobrenadante 

de los tubos anteriores. 

Se agitó en verte>< y se centr1 fugó a 2500 rpm., 10 

min. 

Se ~eparó la fase org•nica (tolueno> y se leyó la fase 

acuosa a 550 

DETERMlNAClDN DE Al1Pc 

EN PLASMA: 

i) REACTIVOS 

A. Amortiguador MES, pH 6.19 

0.976 g en 250 ml de agua de~1on1zada, aJustar pH 

con NaOH 5 N. 

i.i> CURVA STO 

MES 
SUERO "O" 
STO 

To 5 

400 395 
100 100 

5 

10 

390 
100 

10 

20 

380 
100 
20 

40 

3b0 
100 
40 

80 

320 
100 
80 

Suero "O" y muestras, se realizó d1luc10n 1:50 

40 µl de plasma ~ 1960 µl MES 

35 

120 

280 
100 
120 

200 

200 
100 
200 



Dilución dvl STO, 1;10 

100 µl d•l STO + 900 µl MES 

Dilución d91 anticuvrpo, 11 250 

Frasco 1 60 µl para disolver en 15 ml de MES 

Es recomendable realizar el c4lculo par• loa 

mililitros·que •e van a utilizar. 

1 
12:1 

Fra•co1 241 µl para disolver en 60 ml da MES 

Ea recomendable realizar lo& c.ilculos 

correspondiente& para el número total de tubo&, cada uno 

lleva 240 µl. 

Acatilaciónz (tiene una vida media d• dos; horas y de debe 

preparar al momento de U9&rse> 

Cada tubo 25 µl. 

TEA <trietilamina> 

AnhAc (anhfdrido acético> 

Se preparó en proporción 211 

iii> PROCEDIMIENTO 

TECNICA DE RIA. 

1000 µl 

500 µl 

l. Se realizó curva STO con volumen final de 500 µl y se 

acetiló con 25 µl. 

2.. Preparación de muestras, suero "0 11 y controles 

normales de AMPc plAsmatico con dilución 1150 de MES. 

1960 µl MES + 40 µl de plasma = vol. final 2000 µl 

3. De cada una de las soluciones anteriores tomarán 

500 µl y se pasaron a tubos previamente rotulados, se 
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acetiló con 25 µl de TEA, se agitó. 

4. Ya a.cetila.do transferir 100 µl a tubos borosilicados 

pa.ra rea.liza.r el ensayo 

TUBO BUFFER MUESTRA Ac 

1 TC 1 
2 TC 2 
3 TC 3 
4 TC 4 
5 TC 5 

6 COI 300 
7 co 2 ·300 
a co3 300 

9 TO 1 
10 TO 2 
11 TO 3 

100 100 
100 100 
100 100 

12 5 
13 5 
14 10 
15 10 
16 20 
17 20 
18 40 
19 40 
20 80 
21 80 
22 120 
23 120 
24 200 
25 200 

21> e 1 
27 e 1 
20 e 2 
29 e 2 
30 e 3 
:s,1 e :s 
32 p 
33 p 

TC• CUENTAS TOTALES 
CO= 
TO= BLANCO 
C = CONTROLES 
P • PROBLEMAS 

37 

100 
100 
100 

sigue1 

200 

INCUB 

18 

H 
R 
s 

A 

4 

!lC 

lgl3 

100,.ul 
lgG 
+ 

cpm 

2.s ml 
<NH4l3S04 

al óOY. 



DETERttlNACION DE PROTEINAS SERICAS 

I> REACTIVOS 

A. Carbonata de sodio 2% 

Na OH 4% 

Tartrato d" sodio y 

potasio 0.02Y. 

B. Sulfato de cobre 0.5 'l. 

C. 50 ml de A ~ 1 ml de B <se preparó al momento dP. 

usar> 

D. Reactivo de Fol1n C1ocalteau 2N 

E. Solución patrón de albúmina sér1ca bovina <ASBl, 

que es aproximadamente al SY. usando 50 mg/100 ml. 

i i > CURVA STO 

TUBO PROTEJNA ASB AGUA VOL. 
mg ul ul TOTAL 

BLANCO 200 
1 5 10 190 
2 10 20 180 
3 15 30 170 200 J.Jl 
4 25 50 150 
5 35 70 130 
6 50 100 10(1 

111> SUERO 

t. De una d1luc1ón 1:100 se tomó 0.1 ml + 0.1 ml de agua 

Puede mod1f1carse la d1luc1ón de acuerdo Ja 

concentrac1ón de proteJnas e la muestra. 
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2. Se agregó 1 ml de •olución C, •e •aperarán 10 min. 

3. S• agregó 0.1 ml da •olución D, se espera 30 min. 

d•spués .. d• haber agitado al momento de poner la 

solución D. 

4. Se l•yó a 660 nm y se aMpre••ron loa rewultados en 

1n9/dl. 

ORINA 

1. Se pr•cipitarón la• muestras a procesar con TCA al 10Y. 

200 µ1 de orina + 600 µl de TCA al 10% y se agitó 

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

3. Se retiró el sobrenadante 

4. Se adicionó al precipitado 1 ml de TCA y se agitó 

5. Sa volvió a centrifugar, lo• lavados 59 repitieron 

hasta que el precipitado quedara blanco. 

Se tiró el sobrenadante y se 

precipitado en 200 µl da NaOH 0.5 N. 

rasuspendió el 

7. Se realizó la dilución correspondiente; para las ratas 

con SN fué desde 1t50 hasta 1:250 en el periodo 

critico y para la& ratas control 1:10. 

e. Sa agregó 1 ml de solución e, se &!5peraron 10 min. y 

adicionó 0.1 ml de solución D, ~e •gperaron 30 

min. y se leyó a 660 nm. 
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DETERMINACION DE 25 IOH>D 

-Se colocaron 0.250 ml de suero y se agregó 2,000 cpm de 

tt3-2s <OH>D3/ 50 µ1 m.\s 2.750 ml de solución salina al 

0.9 Y.. 

- Se reposó 30 m1n. a temperatura ambiente y se adicionó 

3 ml de acetonitrilo <grado HPLC> y se agitó por 30 seg. 

en el vortex. 

- Se centrifugó 15 min. a 2,500 rpm a 4 °c: 

- A <activar) 

- B Se transfirió el sobrenadante al cartucho de silica 

C19 previamente activada. 

Se lavó el tubo con 1.0 ml de 50lución salina al 0.9 

~ y eluyó con 3.o ml de metanol grado analiticot agua 

tó5&35) 

- El siguiente paso fué desechar. 

- C aoragó 3 ml de acetoni tri lo HPLC y se colectó 

tubo la 25 COH>D3 

- Se secó con nitrógeno a 25 ºe en baño de agua y 

campana de extracción. resuspendio en 500 µl de etanol 

bidestilado al 99 %. 

- Del paso Anterior se toman 100 µl para cuantificar por 

duplicado en tubos borosilicados y que puede servir para 

ensayo de la prote1na acopladora a vitamina O <DBP> y 

250 µl para calcular el Y. de recuperac1Dn en frasco 

para contar rad1oact1v1dad. 

- los tubos A,8 y C son de desecho, lAvado-desecho y para 

colectar la 25 <OH>D3, r~spect1vamente. 
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TECN1CA PARA CALCIO SERICO Y URINARIO 

SOLUCION STOCK DE CALCIO: 

500 mg de carbonato de calcio/! 

A t,249 g de CaC03 añad1Q 50 ml de agua 

des1on1zad, seguido de esto añadir gota a gota en volumen 

mJnimo de HCl laprox. 10 ml). Hasta completar la 

d1soluci6n de CaC03, aforar a un litro de agua. 

SOLUCION STOCK DE LANTANO CLa +++> 

Lantano 50,000 mg/l 

Disolver 58.64 de La03 con 50ml de H20, añadir 

lentamente y con cuidado aprox. 250 ml de HClconc para 

disolver el la 203 1 aforar a un litro, 

SOLUCIONES STANDARD DE ca 2
+ 

A partir de las soluciones stock preparar solucione» 

standard de 5,4 1 3 1 2 y 1 ppm de Ca2+ aprox. mg/l 

Para preparar las soluciones standard de calcio para 

STO 5 mg/I 

Tomar l ml de soluc1Qn stock de Ca 2
+ y diluirlo a 100 ml 

(a fara r). 

STD 4 mg/l 

Tomar de la soluc16n stock 10 ml, aforar a 100 ml. 

STO 3 mg/l 

Tomar 3 ml de la soluc10n de 5 mg/100 ml de Ca 2 + y aforar 

a 50 mi, 
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STD 2 11u~/l 

Tomar 2 ml de la soluc1Qn S mg/100 ml de Ca2 + y aforar 

SO ml. 

STD 1 •g/1 

Tomar un matraz de 50 ml, de solución de ~ mg de 

ca 2 + /100 ml y aforar a 50 ml. 

NOTA. 

Todos los est~ndares deber~n tener una concentración 

de lantano para suero9 del 0.1 5 y los estAndares para 

orinas del 0.5 Y.. 

Por lo tanto para lo$ est•ndares de suero, antes de 

aforar se agregara 1 ml de solución stock de lantano CS % 

de lantano> para aforar a 50 ml. 
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b.b. ANALISIS ESTADISTICO 

Los resultados estan e~presados como el promedio ~ la 

desviación estandar. Se h1c1eron anlll1s1s de va.r1anza 

(ANOEVA) con el propOs1to de invest;gar '-"l hat,ta grupos 

diferentes del control. El ANOEVA real 1 z 6 u5a ndo 

calculadora Hewlett Packard modelo 41 CV. 

ó.7. PRUEBAS DE REPRODLICIBlllDAD 

a) Jnteranál1sis: Se realizó la determ1nac16n de cadrt uno 

de los anal itos anteriormente mencionado~ de 

mezcla de sueros y ar1nas de ralas n~rmales en di1erent~~ 

ensayos. 

b) lntraanAl1s1s: Se re<1l1z6 la dPterm111ac16n de los 

anal1tos anter1ormente mencionados dQ una mr>zr: la de 

sueros y orinas de ratas normales. ~te~~ y 

veces, respectivamente, dentro de un mismo ensayo. 

Para los dos grupos mencionados af"'terJormente 

calcul~ el coeftciente de var1ac16n. 

43 



VII. RESULTADOS 
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VII. RESULTADOS 

Todas las ratas inyectadas con ANP presentan edema, 

hidroxiprolinuria y fo•fatur1a de forma masiva, ligera 

hipocalciuria, hipocalcemia <d1a 2>, h1poproteinem1a 

(dias y 171, hipofosfatemia <dia 12>, h1pofosfatasia 

(dias 2-26) 1 disminución en niveles sérico• de 25 <OH>D 

Cd1as b y 12>. La creatinina s~rica ónicamente se 

encontró aumentada el dia 6. 

DETERMINACIONES URINARIAS 

PROTEINAS. GrAfica No. 1. La proteinuria •mp1eza cuatro 

dias después de la inyección de ANP, encontrandcse un 

valor mAximo el dia 14 <241.95 ± 28.03 3.31±1.92 

mg/vol del control>, posteriormente hasta valore& de 

30-40 mg/vol desde el dia 17 llegando a valores similares 

al grupo control al final del estudio. 

HlDROXlPROLINA. Gráfica No. 2. Los niveles urinarios de 

hidroMiprolina aumentan desde el tercer dia de estudio 

mostrando un pico mAwimo el dia 14 (162 ± 52.60 vs. 3.87 

± 2.02 mg I 9 de Cr del control> para po•teriormente 

disminuir de 20-25 mg I g de Cr sin llegar 

similares al grupo control al final del estudio. 

valores 

FOSFORO. GrAftca No. 3. observa que el fósforo 

urinario aumenta de&de el tercer dia para tener pico 

de ewcrec1ón mA~1ma el dia 8 <165.22 ± 52.60 vs. 3.39 ± 

1.59 mg/vol del control> posteriormente este analito cae 
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gradualmente hasta llegar a valores control desde el dta 

19 y permaneciendo ast hasta el dta 26. 

CALCIO. Gráfica No. 4. Se observa hipocalc1uria desde el 

segundo dta de aplicación de la inyección de ANP y un 

valor mtnimo el dta 9 <0.160 ± 0.06 vs. 0.909 ± 0.303 

del control>, posteriormente aprecia ligero 

aumento en la excreción urinaria de calcio sobre todo en 

el dta 19 para en el dia 23 y hasta el final del estudio 

permanecer con valores similares al control. 

Determinaciones en suero. 

PROTElNAS. GrAf1ca No. 5. Se observó hipoproteinemia 

estadtsticamente significativa (p < 0.005) los dias 6 y 

12 con respecto al grupo control. 

Para el dia 6 se observaron 5.68 ± 0.79 vs. 9.30 ± 

0.91 mg/dl del control y para el dta 12 CS.94 ± 1.75 vs. 

9.14 ± 1.82) del control. El dta 2 y 26 muestran valores 

similares los dos grupos. 

FOSFORO. Gráfica No. b. Todos los dias que durá el 

estudio se observaron valores similares entra el grupo 

experimental y el grupo control, excepto en el dia 12 que 

muestran valores diferentes es.so± 1.11 8.47 ± 

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

CALCIO. Graf1ca No. 7. Se mostró diferencia significativa 

Cp < 0.005> en el dia 6 1 manife~tándose como h1poc•lcem1a 

CB.97 ± 0.98 vs. 10.49 ± O. 70 mg/dl del control>. 
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25<0HlD. GrAfica No. B. Se observó que hay 

d1sminuc1ón en los valores séricos de éste anal1to lo que 

concuerda con hallazgos anteriores en padecimientos con 

SN <41-45>. Se observaron diferencias significativas (p < 

0.02) los dias by 12 < 12.39 ± 0.38 vs. 16.08 ± 2.31 

ng/ml del controll y < 13.08 ± .041 vs. 16.40 ± 1.91 

ng/ml del control} respectivamente. 

FOSFATASA ALCALINA. GrAf1ca No. 9. Se observó a lo largo 

del estudio hipofosfatasia mostrandose valores 

s1gn1f1cat1vamente diferentes (p < 0.001> con respecto 

los controles. El d1a que se observó marcadamente una 

dism1nuc1ón en los valores de éste analito fué el dia 6 

<72.0 ± 16.99 vs. 516.7 ± 121.8 U/L del control). 

AMPc. Gráfica No. 10. Permaneció sin cambio a lo largo 

del estudio. 

CREATlNlNA. Gráfica NO. 11. Permaneció sin cambio a lo 

largo del estudio, eKcepto el dia b el cual los dos 

grupos muestran ser diferentes <p < 0.005l. El grupo 

e~per1mental muestra 0.62 ± 0.17 vs. 0.38 ± 0.04 mg/dl 

del control. 
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Vlll.OISCUSION DE RESULTADOS 

Al segundo dia de la lnyecc1ón del ANP la Palk 

sérica y calcio sér1co disminuyen, al tercer dia empiaza 

la excres1ón urinaria tanto de OHpr como de fósforo, 

el cuarto dla, las proteínas totales empiezan 

excretarse por orina para que en el sexto dia lo~ niveles 

sér1cos de proteinas totales, Ca, 25 <OH}D y de Palk 

estén por debaJO de los valores normales. En este mismo 

dia se observó que la Cr se encuentra aumentada. En el 

octavo dia la excreción urinaria de Pes la más alta y 

el dia 14 alcanzaron su pico máximo de excreción urinaria 

de OHpr y de proteínas. 

En general se pudo observar que el periodo critico para 

las ratas del grupo experimental fué entre los dias b y 

14 después de la inyección del ANP, ya que es la etapa 

donde puede observarse la mayor cantidad de alteraciones 

sufridas el metabolismo de la vitamina O y el 

sistema mineral. 

Se observo que las ratas del grupo eKperimental 

presentan prote1nur1a e hipoproteinemia (dias 6 y 12> 

1nd1cando daño renal severo y comprobandose asi qu~ 

las ratas estaban intensamente nefrOticas. La 

hipocalcem1a observada (dia 6) se describe como 

compl1cac10n del SN C2,B,5 1 6) y atribuye 

def1c1enc1a de vitamina D. Probablemente consecuencia 

de la pérdida en orina de protelna acopladora a v1tam1na 

D IOBP>, 
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ESTA 
SALIR 

TESIS 
OE LA 

NO DEBE 
BIBUGfE&A 

Otra e~pl1cac1ón mas clara de que en éste mecant~mo 

disminuya el calc10 sérico es el que aproximadamente 

451, del calcio encuentra unido proteinas, 

pr1nc1palmente albúmina, que se excretan la orina ~n 

el SN, de alll que el nivel sérico de calcio disminuye. 

Debido a la pérdida urinaria de calcio Ge estimula la 

act1v1dad de la PTH, favoreciendo la resorción de calcio 

filtrado incrementando la resorción oséa. Se ha 

observado pacientes con SN que tamb1en d1sm1nuye 1,25 

para favorecer indirectamente la absorc 1ón 

intestinal de minerales <54>. 

La h1pocalc1uria observada en las ratas del grupo 

experimental corresponde con las observaciones 

humanos con SN ya que tambien excretan pequeñas 

cantidades de calcio urinario (54,56). 

En ratas ha observado qua altas ingestas de 

cloruro de sod10 factor de riesgo para desarrollar 

osteopen1a. El efecto resultante ~e observa 

d1sminuc1ón en la formación oséa o aumento en la 

resorción oséa. En este caso la excreción urinaria junto 

la de calcio son altas; esto efecto de 

competencia entre los dos para su resorción en el túbulo 

renal C57l. 

Se ha observado que la retención de sodio esta 

relacionada con la hipoproteinem1a ni con la proteinuria 

(4). 

Por otro lado observó que el aumento d~ OHpr 



ur1nar1a obedece a que la resorc10n de colágena ósea 

alta, esto tndtca que hay un indice de resorción alto 

(52>. 

Presum1blemente la PTH <que no 

determinarla) se activarfa y se observariAn valores altos 

<56> y Junto con el la un aumento en los valore9 de AMPc 

Como se mencionó con anterioridad lo• valores de 25 

COH>O se encuentran disminuidos, la 1,25 <OH>2D3 no 

determinó. 

Se puede observar que en las gráficas mostradas 

anteriormente se observa que hay un fueorte impacto sobre 

el esqueleto como respuesta a la disminución de 25, <OH>O 

y por ende de sus metabolito~, asociado a un defecto 

la mineralización del osteoide <debido a un aumento en la 

e~crec1ón ur1nar1a de htdroMiprolinal que puede llevar 

la osteomalacia, d15minuc16n en la absorción intestinal 

de ca1cto y una d1sm1nución a la respuesta calcemica 

PTH. 



IX. CONCLUSIONES 



lX. CONCLUSIONES 

Se observo que las ratas inyectadas ANP 

desarrollan franco SN, refleJado la e><cres1ón 

urinaria de OHpr, Ca, P y PT, lo que demuestra ser un 

modelo e><per1menta l e:<celente para estudiar este 

padec1m1ento 

humanos. 

compararlo con el que presenta en 

Tanto humanos como en ratas con SN muestran 

alteraciones ~emeJantes, por lo que los datos obtenidos 

en el modelo experimental podrian extrapolarse en humanos. 

lo5 datos obtenidos sugieren un fuerte impacto sobre el 

esqueleto, debido a un alto indice de resorción 6sea de 

colágena y a una pérdida masiva en orina de OHpr aunado a 

def1c1enc1a en los niveles sér1cos de 25 lOH>D. 

Los valores de Palk mostrarón un total abatimiento, 

que posiblemente se deba a un efecto directo del ANP 

sobre el hJgado, or1g1nando una deficiencia 

p reduce t On de sales b1l1ares necesarias para 

la 

la 

absorc10n de 25 IOHID y por ende valores d1sminu1dos de 

la misma. 
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