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RESUMEN

Existe evidencia que los pacientes con stndrome néfroticu
(SN) tienen bajos niveles de zinc, cobre y hierro y 'de sus
protetnas transportadoras, albtmina, ceruloplasmina y
transferrina, probablemente porque se pierden en la orina.
También esto se ha aobservado en estos pacientes un considerable

aumento en la excrecién urinaria de cobre y hierro y una estrecha

correlacidn entre la excrecidn de estos minerales y la
proteinuria. En humanos la albtmina y la ceruloplasmina son
las principales protelnas transportadoras de zinc y cobre por lo

que se espera exista una disminucién de la concentracidn de estos
minerales 2n suero en estados hipoalbuminemicos y de proteinurla
severa. Sin embargo, aunque se ha encontrado consistentemente una
reduccidn en los niveles de zine en plasma, leucocitos y
eritrocitos de pacientes con SN algunos autores encuentran una
excrecidn urinaria normal de zinc.

Por otro lado, en ratas con SN inducido con aminonucledsido

de lia puromicina se ha encontrado un aumento en la excrecién

urinaria y disminucion en los niveles circulantes de
ceruloplasmina, sin embargo, no se han medido los niveles de
cobre en en suero orina y tejidos de estas ratas. En la

nefrosis experimental solamente se hé estudiado los niveles de
zine en testiculo, rifidn m@isculo y hueso, ademds mno se ha
evaluado el impactto de la deficiencia de cobre y zinc en los
tejidos. Por lo tanto, el propdsito especifico de este estudio es
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‘en ratss con: SN

inducido con ANP:

- Extiste disminucibﬁ' éﬁ :xt éﬁb%p ven:. el
suero 7. i : '
- Existe pérdida urinaria’ 4apré en el SN 7.

- La pérdida de ziﬁgy‘ obre’: ‘e ,la,torina se coiféiacléha
cuantitativamente con IE,ekcrecibn ﬂe'prdte!nask?{' : : o
- Existen cambios en l$5'ﬁiv Ies de éobre y zlnckgn‘los iejidﬁéf
de las ratas con SN 2. T ‘

Con este fin se reé]izn elrsigﬁlénte disefio "experimental.
Se usaron ratas macho de la cepa . Wistar, las cuales se
dividieron en 2 grupos; grupo con éN que se indujo con una
inyeccidn subcutdnea de ANP a una dosis de 15 mg /100 g de peso,
y grupo contreol alimentado la par, el cual también recibie® wuna
inyeccidtn de vehlculo (solucién salina al 0.9 %) y s8 le@s
restringid el alimento a la cantidad ingerida por las ratas con
SN. De esta manera ambos grupos consumieron la misma cantidad de
alimento y por 1o tanto de zinc y «cobre.

Las ratas se mantuvieron en jaulas metabelicas para la
recoleccidn de la orina y el registro del consumo de alimento. A
la orina se le midi& el volumen y se determind el contenido de
los minerales. Las ratas se sacrificaron por decapitacidn el dla
diez - para la obtencidn de! suero y los tejidos, la determinacidn
del contenido de minerales y la evaluacidn de la funcidn renal.
Los minerales se determinaron por espectrofotometr!a de absorcién
atémica.
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El perfil de peso corporal fué similar en los dos grupos. Las
ratas con SN presentaron proteinuria impertante desde el dia 3
hasta el ultimo dia de estudio, ademas para el dla 10 las ratas
con SN mostraron proteinuria, hipoproteinemia, albuminuria
hipoalbuminemia, hipercolesterolemia, as! mismo aumento en la
creatinina y urea del suero.

For otro lado la excrecion urinaria de zinc y cobre aumentd
significativamente a partir de! dla 3 y 1 respectivamente en ol
grupo nefrodtico. Se piensa que‘la excrgcfcn urinaria elevada de
cobre y zinc se debe probablemente aiialprnteinuria ya que ambas
variahlss mostraron una aorrelacien positiva con la proteinuria,
ademas de encontrase una disminucidn significativa en suero de
estos minerales en el dia 10. El contenido de zinc disminuyd en
pulmdn y bazo y se mantuvo normal en testlculo, corazén, hlgado,
rifidsn y cerebro. El contenido de cobre disminuyd en rifidon,
higado y cerebro y se mantuvo normal en pulmdn, testiculo,
corazdn y bazo.

Aparentemente los cambios en los niveles circulantes y en la
excrecidn wurinaria de los minerales trajo como consecuancia
disminucidn en 1[a concentracidn de zinc en pulmdn y bazo y de

cobre en rifidn, hlgado y cerebro.
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ABREVIATURAS

ADN ...
ANP ...
ARN . &
Cuve.s.
Cp.oans
EAA. .
ECAL. ..

EDTA. .

BSH-Px .
HMB—Co=A 5%

IgG, M,

LD

Lamina densal
LRE.«isan :Lamina rara externa.
LRI......i Laﬁina rara interna.

Membrana basal glomerular.

MBBa oo sowasssnsnas
Memesnnnsnun dedeaas Numero de determinaciones o animales.

NAD««vseeerrrrnnanss Nicotin adenin dinuclestido.

NADP « i e it ennnvannne

Fosfato de nicotin adenin dinuclesdtido.
OMS.u.ivavunnesnnsan Organizacién mundial de la salud. f
BN wenvivnnnnvsana-s Sindrome nefrético. :
SOD-venenunsnsesrens» Superoxido dismutasa.

ZN cveeicsnniunananes Zinc,

ZnNCUSOD. e v venvevanns Superoxido dismutasa depéndientes de Zn Y Cu




I INTRODUCCION

1. FUNCIONES GENERALES DEL ZINC Y COBRE

Se ha demostrado que el zinc es un nutrimento esencial para
una gran variedad de especies animales, plantas Y
microorganismos. El zinc es requerido en la dieta de vertebrados
en pequefias cantidades: 12 mg Zn/kg de dieta en las ratas, 25 a
50 mg Zn/kg de dieta para pollos, 15 a 30 mg Zn/kg de dieta en
las truchas, y 15 mg Zn/dia en humanos (1-3).

Las funciones bloldgicas del zinc son muy diversas. El zine
proporciona integridad estructural para las enzimas y/o participa
directamente en la catalisis. En la tabla 1 (4-6) se muestra
algunas de las principales metaloenzimas dependientes de zinc vy
su funcidn fisiologica. E! zinc juga un papel esencial en la
sintesis de &cido desoxirribonucleico (ADN), &cido ribonucleico
(ARN) y proteina. Tambien estabiliza las membranas celulares y
polirribosomas durante la sintesis de protelnas (7,8). EI zinc
tal vez, cumpla una funcidn fisioldgica en el sentide del gusto;
la gustina y el factor de crecimients nervicso, que son dos
metalaoprotelnas con zinc, se han aislado de saliva humana vy
murina, respectivamente (7). La movilizacidn de vitamina A partir
del higado requiere zinc. La multiplicidad de funciones en las
cuales el zinc estd involucrado es claro debido al papsl que
juega este metal en sistemas de metaloenzimas especificos. El
zine tiene un papel importante en la formacidn del hueso,

inmunidad célular, defensa generalizada del huésped y una amplia



NAD, NADP deshidrogenasas. -

N N "Hu
Alcohaol deshidrogenaci&in®
DNA,RNA polimerasa .

Anhidrasa carbonica
Carboxipeptidasa

Enzima convertidora ‘de
angiotensina [

Deshidroganasa glutamicg,r

lactica, malica.

Acido amino levulinico
deshidrataca

TABLA 1 METALOENZIMAS DEPENDIENTE

Transferencia de i

”Replicacian v tréhscr P

cataliza’ la deshid
e etanal

de ‘informacién genetic

Cataliza la hidrat cy 4
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variedad de factores reiacionadas con el crecimiento de tejidos

El zinc es también necesario para la actividad apropiada de
las polimerasas de DNA y RNA. Es esencial para la espermatogonia
y tormacién de évulos. La insulina se :almacena en las células
beta del pancreas en forma de un hexamero junto con dos Atomos de
zine (7).

Una consideracion posterior serta entendsr el pape! de las
metaloenzimas de zinc en la multitud de trastornos por
deficiencia de zinc.

El cobre es un elemento esencial requerido por todos tos
sistemas vivientes, mas especificamente para unas 30 enzimas que
usan cobre como un cofactor. Clasificado como un “metal traza,"
su impacto benefico sobre las c¢elulas ocurre en el rango
micromolar. El cobre es tambien uno de los elementos mas toxicos.
Esto lo coloca en un especial lugar sobre los sistemas que
regularmente lo transportan en el organismo.

El calculo de las necesidades de cobre en humanos se basa
en estudios del equilibrio. A partir de estos estudios en adultos
se ha determinado que el cuerpo necesita 1.5 a 2.0 mg 2! dia, Coun
base en estos datos, para permitir un margen de seguridad ta
Food and Nutrition Board ha recomendado para adultos una ingesta
de 2 a 3 mg de Cu al dfa (7), la OMS (9) sugiere gue 30 ugsKg al
dia son adecuados para el varén adulto. En ratas los
reguerimientos para una dieta adecuada son de G a & mg de Cu/kg
de dieta (10).

Experimentos sobre nutricién han mostrado claramente que el
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cobre en ta dieta se requiere para una é}an ‘Qérledad de
funciones, inciuyendo formacién del hueso, funcidn cardfaca,
desarrcllo de tejido conectivo, mielinizacién del cerdbn espinal
queratinizacién, y pigmentacidn de! tejido (11-13),

Al igual gque el zinc la principal funcién del cobre es su
participacién en las metaloenzimas ( Tabla 2) la cual involucra

la transterencia de electrones y unién enzimatica de oxigeno

molecular como tambien su participacion en el metabolismo del
cobre hepatico principatmente ceruloplasmina; superdxido
dismutasa, cuya forma citoplasmi&tica contiens zinc y cobre, es

abundante en el hlgado as! como en otros tejidos, cataliza la
dismutacidén del anidn superoxido
O + Op + 2HY  —mee- Hp0y + 0

Valentine y Pantoliano (19) han sugerido que la superoxido
dismutasa puede estar relacionada con el metabolismo intraceiular
del cobre y zinc.

Otra enzima dependiente de cobre es la lisil oxidasa, esta
es importante en la blosintesis de tejido conectivo, su
deficiencia probablemente contribuye en las lesiones que atectan
el hueso y el tejido conectivo en animales dericientes de cobre,
su actividad en el higado estad relacionado con la sintesis de
colageno durante ta fibrosis hepatica (20).

Actualmente se esta estudiando la fagulaoibn de sintesis de
las metaloenzimas de cobre, sin embargo aun no se conoce con
certeza como y cuando el cobre se inserta dentro de la

molecula intacta de apoenzima.



Citocrdma C oxidasa
Superoxido dismutasa
Tirosinasa
Dopamina-p-hidroxilasa
Lisil — oxidasa

Ceruloplasmina

Factor de - coagulacisn V

Transporte de-electrones

Atrapador de radicales libres = 14
F;Sduécigh de melanina - : 44'
»Frodugéian de catecolamina . 14,15
Encadenamiento de colageno y 14,16

elastina

Ferroxidasa, amino-oxidasa, 14,17
transporte de cobre

Coagulacidn sanguinea 14,18

TABLA 2 'METALOENZIMAS DEPENDIENTES DE CUBRE



1.1 ABSORCION Y EXCRECIUN DE 2ZINC Y COBRE.

A diferencia de la absorcion de cobre, se piensa que fa
absorciédn de zinc estad jimitada principalmente al intestino
delgado.

El =sitio exacto de ta absorcién de zinc en el intestino
delgado se desconoce. Sin embargo en experimentos con animales,
se ha propuesto que la absorcidn se lleva a cabo alo largo de
toda la longitud del mismo (21). Datos recientes (8) sugieren que
la absorecién de! zinc a través de la membrana con borde en
cepilio pude ocurrir particularmente por un mecanismo regulado
de difusién mediado por un transportador. Estos hallazgos
sugieren que hay un mecanismo en la membrana con borde de cepillo
que responden homeostaticamente al suplemento de zinc en la
dieta. La cinética del transporte muestra evidencia de ambos
procesos, pasivo (no mediado) y saturable tmediado’.

Se ha intormado frecuentemente que niveles altos de protelnas
en la dieta estimulan la absorcién de zine, por el contrario ia
restriccidén de proteinas la disminuye (22). Giroux y Prakash (23)
mostraron gue algunas mezclas de ligandos zinc-~aminoAcidos
(lisina, cistelna, glicina) estimulan la absorcidn. En algunos
estudios se ha demostrado que la histidina incrementa ia
absorcidn de zinc (24,25), igualmente s¢ ha sugerido que el &cido
glutdmico (25,27) es un i1mportante tigando para la absorcidon de
zinc.

Se han detectado grupos quimicos de bajo peso molecular (8000

a 10000) y de captacion de zinc en animaies experimentales y en



la leche humana (28,29), y se cree que facilitan la absorcidn de
zine a partir de la luz intestinal. La absorciédn de zinc, al
igual que la de hierro al parecer estd controlada por el estado
nutricional del sujeto respecto al mineral en cuestién. El
mecanismo de control no se conoce con precisién, pero tal vez
intervengan las metalotionelnas, que son protelnas solubles de
bajo peso molecular. Se trata de proteinas citopidsmicas con un
ritmo rapido de recambio y una alta afinidad por el zinec tademas
de cobre, cadmio y mercurio); su sintesis, puede inducirse por la
administracion parenteral u oral de =zinc. Posiblemente una
metalotioneina participe én la regulacion homeostatica del
metabolismo y en la absorci¢n del zinc suministrando una fuents
de zinc en momentos de privacién (30J.

Estudios de perfusion con intestino ds rata han mostrado qus

tos glucocorticoides aumentan la asimilacisn de zinc vy
posiblemente el retorno de zine al tumen (34).
El zine se excreta principalmente en heces y su eliminacién

aumenta en forma notable en enfermedades gastrointastinaies (32).
La orina en general es una via de excrecién menor de =zinc, pero
en ciertos trastornos, como quemaduras, cirugta, netrosis
traumatismos o en enfermedades hepAticas, se intensifica mucho la
excrecién uinacria 133).

El cobre de origen alimentario se absorbe éen la tuz del
duodeno y del estémago al formar compi®jos con l-aminodcidos vy
otros grupos quimicos de captacidn (34,35), Otros elementos como

cadmio, mercurio, plata, y zinc, compiten por ta absorcién (7).



Ei transporte de cobre a travéé de la membrana con - borde en
cepillo del intestino delgado puede ser influenciado por ' una
varidad de componentes en la dieta, incluyendo fibra, titato,

4cido ascdrbico, tiomolibdato y aminoacidos (7). Se ha observado
que dietas altas en protelnas no ejercen una influencia positiva,

sobre la absorcién de cobre (36-35). La digestibilidad de las
protelnas pueden tener un marcado efecto en el grado en el cual

se forman los complelos cobre-aminodcidos y psptidos queiados
8). Complejos de cobre no directamente relacionados con la
ingestidn de protsinas pueden también influenciar la asimilacién
de cobre desde el tracte gastro intestinal. El! c¢itrato, el

fosfato y complejos de gluconato pueden ser m&s tacilmente
absorbidos gue complejos formados con otros ligandos (40).

Similarmente, CuCO3, Cu(NUOz), y oxalato de Cu o el complejo Cu-

4cido wetilendiamintetracetico (EDTA), son mejores fuentes de

aprovechamiento de cobre que Cus0O, (41). Fitato en la dieta (36),

Acido ascorbico (42-44), tiomol!ibdato (45,46) y rtibra (47),

forman complejos con cobre que limitan su absorcidn, E! gquelante
nitrilotriacetato amplia la absorcién doc cobrs (483, tai vez por
la formacion de un complejo que es transportado intacto a travez
de la membrana. Sin embargo, esta area requiere mas estudio,
particularmente a nivel de la membrana.

Las secreciones enddgenas parecen inrluenciar la absorcidn de
cobre. La bilis tiene wuna intluencia negativa sobre ta
reabsorciotn de cobre secretado (49); las protelnas pancredticas

tienen wun efecto similar (50). Los glucocorticoides promueven



la secrecion biliar de cobre 15 cual;:ndica’quekgl'ntvel hormonal
puede alterar la absorcién por las influencias  de estos
mecanismos (51,52).

A partir de la mucosa intestinal el cobre se transtorma en
forma de un complejo cobre-albumina en plasma venosc porta hacia
el higado. En las células hepaticas el cobre se almacena unido a
una metalotioneina, incorporada en ta ceruloplasmina u otras
enzimas cdpricas, o0 se excreta por bilais. La ceruloplasmina
representa un 95 % de cobre gue se encuentra en suero y sirve
para transpaortar cobre a tejidos periftéricos, en tanto que ta
albumina capta el 5 % restante (7,8).

El cobre se excreta principalmente en bilis en forma de
complejos con aminodcidos y macromoliéculas lo que impide su

circulacién enterohepltica (7).

1.2 TRANSPORTE DE ZINC Y CUBRE

La mayor parte del zinc del plasma esta asociado a las
proteinas, albtmina es la principal protelna transportadora de
zinc. La distribucién de zinc varla entre las especies, pero
usualmente cerca de dos terceras partes de zinc del ptasma esta
unido a albumina (53-58).

Existe una buena correlacion entre los cambios de zinc unido
a albumina vy la concentracién de zinc @€n plasma que ocurren
durante entermedades crénicas y agudas, igualmente los niveles de
albumina en suero pueden tener algun efecto sobre los niveles de

zinc en suero (59,60). La habilidad de la albtimina para llevar



unido zinc pude ser una caracterlstica esencial para la
transferencia de zinc entre plasma y los tejidos.
El zinec enddgeno es sgcretado dentro del intestino proveniente

de lag secreciones pancredticas y biliares asi como de!l flujo de

zine de 1a mucosa al lumen por las células intestinales. La
regulacidbn de la absorcidn de zinc ocurre a nivel ceélular y a
través de secrecliones endogenas. El zinc absorbido es
trasportado en el plasma portal unido a la albumina, el ingreso

hepatico ocurre por un proceso saturable dependiente de energia y
responde a una acumulacién inicial mayor de =zinc absorvido
nuevamente. Del zine tota!, el misculo y el hueso representa la
reserva mads grande. Lo restante probablemente es regresado al
plasma cuando se moviliza del hueso para mantener la homeostasis
de calcio. Un marcada incremento en el catabolismo del mtsculo
puede favorecér la perdida de zinc en la orina (8).

Se ha demostrado que gran parte del z;hc de! suero unido
a protelnas diferentes de albumina esta asociado a la alfa 2
macroglobulinas (55,56,61/, tormando un complelo zinc~-a-2
macroglubutina, sin embargo estz =a2zcciacion no tiene una funcién

fisioldgica conocida.

Se sabe que la alb¥mina es 1; principal proteina
transportadora de zinc en liguido amniético, por otro lado se ha
intormado que durante el embarazo [a concentracidn de zinc en
suero disminuye proporcionalmente en ambas fracclones alb@mina y

a-2 macroglobulina (62).

Morgan (63) describid una lipoproteina rica en histidina de

10




baja concentracidn en plasma pero con marcada propiedades
fijadoras de zinc. Los mismos estudios in yvitro con otras
proteinas mostr® que esta glicoprotelna tenia una habilida mas
alta para unir zinc y poder competir exiltosamente con las

proteinas por zinc.

En animales experimentales el contenido de zinc del plasma
se reduce rapidamente cuando el suplemento de zinc en la dieta
disminuye (64-67). En humanos la respuesta a zinec en ta dieta
puede ocurrir mas lentamente (§8).

En ratas con guemaduras particularmente aquellas con
complicaciones infecciosas la hipozincemia se acompaha de un
incremento en los niveles de zinc en el higado. En humanos, el
ayuno agudo parece Incrementar el zinc en et plasma (68).

Similares observaciones se hicieron cuando ratas con baijos
niveles en zinc se sometieron a restriccion aguda de
alimento (70).

Solamente un pequeﬁo porcentaje de la reserva total
de zinc del plasma est& unido a histidina y cistelna, ligandos de
bajo peso molecular. Henkin (71) ha propuesto que el zinc unido =
aminodcidos est4 en equilibrio con albumina, pero no con alfa 2

macreglobulina. Prasad y Oberleas (58) han sugerido que la unién

de zinc a amino&cidos ultrariltrables juega un papel importante
en el transporte de =zinc. La histidina y cisteina son Iios
aminoadcidos mas frecuentemente implicados en esta tuncidn
potencial. VYunice et al (72) y Van Rij et al (73) han mostrado
que la infusidn de aminoAcidos incrementa la excrecidn urinaria

11



de zinc. Esto sugiere que niveles elevados de ami{no&cidos pueden
llevar a un cambio en el equilibrio de zinc del plasma mas alla
de la unién de atbumina. De esta forma pueden ocurrir importantes
camhios en ia exoP®eidn de zine.

El cobre es transportado en e! plaama partal principalmente
unido a la albtinina y posiblemente como complejos de aminodcidos.
El ingreso hepAtico ocurrs por un proceso de transporte
saturable. El trasporte sistemico de cobre desde =) nj83do es
en primer lugar por ceruloptasmina (Cp) la cual pareae  llevar
cobre a los tejidos (8).

Le Cp es unz proteina plasmatica que pertenece al grupo de
protetinas de respuesta de fase aguda. Posee muchas funciones: la
primera, representa el mayor transportador de cobre en plasma y
constituye un eslabén entre el hepatocito y las otras células del
organismo ademads de ayudar al mantenimiento de la homeostasis ds
cobre hepatico. Segundo, es responsable para [a actividad de
forroxidasas en el plasma, por lo tanto tambien s conocida como
hierro (Il) oxlgeno oxido reductasa. Tercero: =5 un atrapador de
radicales libres y iones superéuxido (733,

La Cp del plasma humano es una glicoproteina de 13Z.000
daltones aproximadaments, contiene & atomos de cobre por
molecuta y 7.8 % de carbohidratos. Debido a que la Cp representa
90 a 85 % del contenido de cobre en el suero se espera represente
una fuente primaria de cobre extrahepAtico (8). La sintesis y/o0
secrecién de Cp es alterada por hormonas y cobre. Existen

diversos factores fisiolégicos como condiciones experimentales y



patolégicos que altéran los ﬁiQefaé de Cp en plésma como:
leucemia, intarto del miocardio, artritis reumatocide,
desnutricidén, nefrosis, intfecciones, ejercicio rlsico,  cirrosis
biliar, embarazo, esguizofrenia, entre otras (75).

Se presenta hipercerulopasminemia durante las 1inrecciones
erénicas y agudas como resultado de una gran variedad de agsntes
virales bacterianos o parasitarios, Tambien se ha observado
hiperceruloplasminemia en otras condiciones intlamatorias como
artritis reumatoide y en trastornos hepaticos el cual resutta de
un blogqueo en la excrecidn biliar de cobre (76).

Se ha reportado hipoceruioplasminemia en algunos estados
patologicos como ta enrermedad de Wilson, netros1s ¥y bajo
condiciones de desnutrcidn y malabsorcisn (75).

Se ha sugerido que la Cp desempena un papel en la defensa
generalizada del huésped, ademds de sus propisdades como
atrapadora de radicales libres y donadora de cobre (8,75) es
particularmente atractiva en patologlas como el SN.

En la década pasada 1a metaiotioneina rue una de las
metaloprotetnas mas ampliamente estudiadas. L3 razda para esto,
aparte de sus caracteristicas guimicas tnicas, s& relaciona a su
induccién por metales pesados y hormonas. pependiendo de la
especie animal y tejidos de la cual se aisla, esta, ge encuentra
unida a una gran variedad de metales, particularmente cadmio,
cobre, mercurio y zinc 8. Las caracteristicas mas
sobresalientes son su bajo pesoc moliecular tceraa de 6500

daltones) ¥ su rara composician de aminoAdcidos: la cisteina



iy

apnstituys el 30 % da Sus residucs y no posee aminoAcidos
e

aromdticos. La otra caracteristica’ principal es5 5Bu alto

contenido de metales, con 7 Atomos gramos de cadmio o -zinc por

mol, o arriba de 1Z atomos gramos de cobre por mol. Este

contenido es eqgivalente a un atomo del metal por tres o dos

residuos de cisteina, respectivamente (9).

La metalotioneina se ha aislado de una gran variedad de
especies. Los principales érganos en que se ha encontrado son
higado, rifidn, & intestino. Aungue una gran parte de la atencidn
se ha entocado con la toxicologia de!l cadmio. Cuando s aisid la
metalotionelina del higado humano se encontrd gque contenla
zinc (66,78). Su alto contenido de zinc y cobre balo condiciones
tisioldgicas sugiere gque la proteina estd involucrada en el

metabolismo de ambos metales.

1.3 DEFICIENCIA DE ZINC Y CUBRE.

La primera evidencia de deticiencia primaria de zinc en
humanos fue encontrada por Prasad gt al (77,78), cuando
estudiaron nifios adolescentes de un poblado en Egipto.
Subsecuentemente, en 1867, se describid el deterioro del
crecimiento y maduracién sexual de ninos siguiendo un tratamiento
con =zinc (79). Los mismos autores reportaron el Sindrome de
deticiencia de zinc en ratas el cual se caracteriza por: retraso
en el crecimiento, atrofia testicular y paraqueratosis esoragica
(80). Coincidiendo c¢on estos estudios en Egipto, Hatsted et

al (81) 1nvestigaron el Sindrome en adolescentes con atrotria del
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crecimién{d de un poblado campesino en lran,

‘>Los adoléécentes con el sindrome de Prasad-Halsted muestran
seva;o retardo del crecimiento, deterioro en la maduracion
sexual, y en muchas ocasiones deficiencia de hierro (82).

Se ha demostrado que la deficiencia de zinc en humanos
produce alteraciones en el sentido del gusto y clfato (83), otros
estudios han reportado la interaccién det zinc con el sistema
inmune (84,85), la involucidén del! timo y bazo pequero son signos
caracteristicos de dericiencia de zinc prolongada en roedores y
la reduccidén en la masa de esos tejldos se ha asociado con una
reduccion en el numero de celulas blancas (86-90). Se ha
observado que la teucopenia es wuna caracteristica de la
deticiencia de zinec, ademas ta produccidn de linfocitos T
disminuye en esta condicidn. Posiblemente, la deticiencia de zinc
puede alterar la tuncidn epitelial de! timo y disminuar ta
produccioén de la hormona timica, la cual podria 1nhibir la
maduracion de las células T en el timo y en la periferia.

Por otro lado, Bala et al (91,92) encontraron que ta
subpoblacidn de cetutas mononucieares de sangre periférica en
ratas Lewis macho se altera por deficiencia de cobre. En
particular, el porcentaj)e relativo de lintoci1tos Cba® (T
ayudadoras) Y CDB+ (1 citotdxicas) disminuye, y de células B y
monccitos aumenta en ratas de 8 semanas de edad con dericiencias
de cobre desde su nacimiento. Estudios semejantes de Mulhern et
al(e3d) sobre la deficiencia severa y marginal de cobre en

ratones, informaron de alteraciones en el peso del cuerpo Yy
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Otros estudios deﬁdggl}aﬁ.xnérsmentu‘en la viscosidad celular
en ratas deticientes de cobre (100-103) esto al parecer coma
resultado de una sobrecarga de ilpides y entrecruzamiento de
componentes célulares causados por peroxidacién de lipidos, as1
mismo, Yount et ai. (1u4), estudiaron en ratas, el efecto de la
deficiencia de cobre sobre tas tazas absolutas de sintesis de
colesterol. Los niveles plasmaticos de colestsrol s glevaron
significat;vamente, disminuyd el hematocrito y los niveles de
cobre hepatico ademads observaron gue @stos tenlan disminucién en
el peso del cuerpo y del bazo y aumento en el! peso del corazan,

El mismo estudio apoya la hipttesis que tos niveles olevados
de 3-hidroxi-3-metilgtutarit coenzima A (HMG-Co-A) reductasa
hepatica, observada en deticiencia de cobre, sa asooia con un
incremento en la tasa de sintesis de colesterol hepadtico y total
del cuerpo. For otro lado se ha informado de hipercolesterolemia
ocasionada por dettciencia de cobre en mas de 30
laboratorios (105-119).

Numerosos estudios han demostrado la influencia de! zinc vy
del cobre sobre la actividad de muchas enzimas. Frasad et al.
(80) en 1967 intormaron la disminucién en la actividad de algunas
enzimas en diferentes tejidos de ratas deficientes de zing, por
el contrario su actividad aumentd en los mismos tejidos cuando
ingirieron nuevamente una dieta normal en =zinc. Posteriormente
Reeves vy 0*Dell (5) estudiaron ta participacidn del 2zinc en
suero y en los medios de reaccién sobre la actividad de Ila

anzima convertidora de angiotensina | (ECA), y ademas dsmostraron
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ayudar a prevanirs et daro en pulmén inducido por radicales
llﬁres. Los mismos autores en estudio previo (129, encontraron un
aumento en las actividades de las enzimas superdxido dismutass
dependiente de zinc y cobre (ZnCuSuD), glutatidn peroxidasa (GSH-
Px) vy catalasa en ratas dericientes de cobre expuestas a
hiperoxta. for 2! contrarion, &n e3tudios seme)antes de FProhaska
1130,131), se encontréd disminucidén sn las actividades de
clitocromo C oxidasa y 4nCuS0UD en ratas y ratones en 7 &rganos
examinados de animales deficientes de cobre, de igual torma las
actividadesg de las enzimas GSH-Px disminuy® en higado y plasma deo
ratas y ratones deficientes de cobre. Por otra parte Jenkinson et
al(132) estudiaron e{ erecto de la deficiencia de cobre sobre la
actividad de la GSH-Px y SOD coincidiendo al observar una
disminucliédn en las actividades de las dos enzimas en ratas
deficientes de cobre en la dieta.

Saari1 et al. (133) estudiando la producidn de etano exhalado
en ratas con dietas deficientes de cobre informaron un incremento
en la produccion de etano exhatado como consecuencia en un
aumento en la peroxidacién li1pldica y reduccidn en la actividad
de metaloenzimas dependientes de cobre (134,135,

Lawrence y Jenkinson (136) en estudio similar observaron
aumento en la exhalacidn de etano en ratas dericientes de ocobre
con peroxidacién tipidica inducida con tetracloruro de carbono.

El cobre es un micronutriente requerido para la integridad
estructural y tfuncional de muchos é&rganos i1nciuyendo et sistema

cardiovascular. Se ha pensado desde hace varias décadas que la



dericiencia de cobre es ta expitcacian de la etiologtia,
patogenesis y Trisiopatologla de la entermedad isquémica dsl
corazén (105,137-1502. La principal alteracidn por dericiencia de
cobre es cardiomegalia, ocasionada por un i1ncremento del voiumen
miotibrilar (151,152). FPor otro lado Schoenemann et al (153), ha
demostrade que concentraciones y niveles totaies de dopamina en
€l corazon y bazo de cerdos y ratas aumentaron dramdticamente por
detficiencia de cobre, ademds se han observado cambios en los
nivetes cardiacos de las catecolaminas en ratas dericientes de
cobre (154) y disminuclon en los niveles de norepinatrina en tas
glandulas adrenales de ganado vacuno y ratas deticientes de cobre
t155). Asi mismo el deterioro en la actividad de neuronas
noradrenérgicas parece ser una raita consistente de la

deticiencia de cobre.

1.4 SINDRUME NEFRDTICUO

El sindrome nerrdtico (SN) se caracterisa por UR aumento en
la filtracion gtomerular de protelnas plasmaticas, edema, ascitis,
retencidn de sodio0, albuminuria, hipoatlbuminemia,
hiperlipoproteinemia, desnutricién, alteraciones en los ractores
de la coagulacién, tromboembolismo., disminucién de la 1nmunidad
humoral vy celular ¥y alteraciones en la concentracidn (aumento o
disminucidn) de cas1 todas las protelnas plasmaticas (156-158).
Se piensa que todas Ias‘alteracxonas si1stemicas en el SN  son
Secundarias a la pérdida de protelnas plasmaticas por ta orina

debida a alteraciones en la barrera de triltracién glomeruiar.



En la rigura 1 (158; se 1lustran las relaciones eantre las
principales alteraciones sistémicas del SN.

El SN que se presenta en humanos, puede ser primario o
secundario. El SN primario tambilen se conoce como 1diopatico o de
cambios minimos vya que su origen se desconoce y a que las
lesiones renales no se observan con microscopio de luz sino con
microscopla electrénica. El SN secundario pusds ser causado por
diferentes sustanctas o como complieaclén de otras enrermedades.

El SN primario puede reproducirse exparimentslmante en
animales mamireros como en ratas, presantandose con alteraciones
renales y sistémicas muy parecidas a ta entermedad en las
humanos (168U~162).

Se han desc¢rito diversas maneras de 1nduclr sindrome
nefrético experimental a través de inyecciones con los siguientes
compuestos:

- Suero antirriidn o suero nefrotdxico (161, 163).
~adriamicina (doxorubicinal) (162)
-daunaomicina O daunorubicilna (164)

~ANF (Aminonucleésido de puromicina’) (165-167)

De los modelos mas usados es el producido por al
aminonucledsido de puromicina. Este modelo es muy parecido al SN
primario da los humanos ya que produce la lesidn renal

caracteristica que es la rusibn de los procesos podociticos de
las células epiteliales (podocitos), ademas de gque el edema, la
retancion de sodio, la hiperlipidemia y ta proteinuria remiten

espontdneamente (168-1717.
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El aminonucleosido de puromicin

puromicina, también l'lamada acromiein

que se uso en el trétamxentu ﬂé
antibidtico (i72).

El antibiético puromicina se oscxsna dél hongo actinomicete
Streptomyces alboniger, se presenta en forma cristalina Y
transparente en el suelo donde vive el hongo o bien en algunos
medios de cultivo puede presentarse de coior negro olivaceo (173).

El ANP  se sinteti1zd en 1954 por Baker (L/4) a partir de la
hidrélisis del residuo p-metokitiros:! unido al grupo amino de la
ribosa de ta puromicina (175). El ANP que es el compuesto
originado presenta su actividad de tripaniciaa de tres a cuatro
veces mayor que el de la puromicina . S5e ha reportado que el ANP
inhibe el crecimlento tumoral mamario en ratones mejor que 1a
puromicina (1761 . Tambi1én se ha administrado a pacientes con
c&ncer y parece mas tébxlco que (& puUromlolna  ya gue produce
proteinuria y dano renal (17/).

Aunque @l mecanismo de acclion altn no estad definido para el
ANF, se sabe que este 1nhibe la sintesis de RNA pero no la
sintesis de protelnas (176,178,179) como se ha descrito para 1a
puromicina. S$e piensa que el efecto nerrotédxico del ANF involucra
la produceidn de radicales libres del! oxlgeno via xantina oxidasa
del metabolismo de ias purinas (180-1i82s.

La netrosis humana y experimental se caracteriza por
protundas alteraciones en el metabolismo de protelnas del plasma.

Se ha medido la concentracion de muchas protelnas en suero en et

[N
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SN, ¥y se ha mostrado que .apesar de la marcada hipoproteinemia,
la concentracién -de algunas protelnas no cambia, y aun la ds
otras aumentan en nerrosis experimental y humana. (Tabla 3.

Por otro lado, Fedraza-Chaverr! gt al. (150) midiendo la
actividad de algunas enzimas del! suerc en nerrosis experimental
informaron camblos en la actividad de las siguientes enzimas:
aumento en aldolasa y colinesterasas; disminucion en: alanina
aminotransrerasa, lactato deshidrogenasa, a- hidroxibutirato
deshidrogenasa, creatinina cinasa y rosrstasa atcalina; modelao
bitasico, primero aumentan y luego disminuyen ens: leucina
aminopeptidasa, isocitrato deshidrogenasa Y aspartato
aminotransrerasaj ¥y sin cambio en la actividad de gamma gtutamil
transterasa. Los analisis e@tectrororéticos de protelnas séricas
de pacientes o animales con SN muestra que 1a albfimina y tas
globulinas gama disminuyen, Y que las globulinas alta~2 y beta
aumentan. Estas alteraciones en e! patrdn electrotorético general
de las proteinas plasmadticas son consecusncia de los cambios en
la concentracién individual de muchas protelnas. La disminucién
en la concentracién ind:vidua! de una proteina circuilantse pusde
ser consecuencia de una reoucclon en su sintesis, un incremento
en su catabolismo o0 en su excrecidn urinaria, o una combinacidn
de estos tactores. Por el contario, la elevacion en la
concentracién de una proteilna cilrculante en el SN puede ser
consecuencia de un aumento en la sintesis y/o0 una disminucién en

su catabolismo (168, 196).



1.5 ESTRUCTURA DEL GLOMERULOD

Anatémicamente el gtomerulo consiste en una intrincada red de
capilares a travéz de la cual riuye sangre que se bombea por
fuerzas hidraulicas generadas por las contracciones isorritmicas
del corazén., El! glomérulo es una estructura o barrera selectiva
de tiltraciédn de moléculas de protelna, esta barrera estd
constituida por la pared cap:lar glomerular que consta de tres
componentes:

a) célultas endotellales QUyo Qiftoplasma ©5Ta fenestrado.

b) la membrana basal glomerular (MBG) compuesta de& tres capas:

la tamina rara interna (LR[) la lamina densa (LD), la lamina rara
externa (LRE),

c) tos procesos podociticos de las células epiteliales (187).

La tensstracidn de tas celulas endoteliales es de un didmetro
promedio de 70 nm. Estas células no otrecen una barrera mecAnica
aparente a ta tiltracién de macromoléculas, si1n embargo, el
contenido de compuestos como los si1aloglicanos, proveen al
endoteli1o de cargas negativas, para repeler moliéculas cargadas
negativamente como la albtmina.

Estas células endoteliales permiten que todos los elementos
solubles del plasma pueden estar en contacta directo con ia
membrana basal glomerular.

La membrana basai giameruiar (MBG) esta compuesta
principalmente de una malla de tibras de colagena. La LR! tisne
un espesor de 300 a 35U nm en el humana pero puede variar de los

350 nm en difterentes especies, la LD constituye una barera

N
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signiricativa de riftraéxon de proteinas plasmaticas neutras

basadas en su tamano molecular debido a la red de tribrillas

empaquetadas y compuestas por colagena tipo [V. Se piensa que los
espaclos entre estas tibras son poros con moléculas neutras dande

se tamizan la molécuias con base a sus dimensiones; ta LD

contiene pocos residuos anidnicos excepto los grupos carboxtiio
libres de la colagena, ia endidura de! poro contiene una carga

negativa debido presencia de glicoproteinas ricas en 4&cido

sidlico, que sirven de barrera a la riltracidn de moléculas

anionicas. La LRE es la parte mas externa de la pared glomerular

hacia el espacio de Bowman.

Los podocitos de tas céelulas epiteliates que estan
parcialmente embebides an la LRERE, 62 @8nouantra aomn RXTANAIANRE
cirtoplasmicas sujetas al exterior de la MBG como una serie de
interdigitaciones de procesos podociticos. Entre los procesos
podociticos adyacentes hay espacios de un tamano de 20 a 30 nm
que estan cubiertos por una membrana rina conocida como diarragma
de hendidura que contiene espaclos rectangulares de un Lamano
aproximado de 4 X 14 nm, a través deil cual pasan las moléculas
pegueriag y probablemente restringen el paso de la alblmina y de
moléculas mas grandes (195,199),

Tanto la LRI y LRE determinan una barrera gue puede retardar
las moléculas de protelnas aniénicas, por su  contsnido de
proteoglicanos tales como el heparan sulrato proteocglicano vy
otras glicoproteinas sulrtatadas o grupos libres carboxilto que

tuncionan como una barrera electrostatica a base de



palianiones (200).

De acuerdo con esto, 108 ractores que determihan el paso de
las moléculas por la barrera de riltraciédn son: ol tamano, la
detormabilidad, la carga electrica y la contiguracién moleculares,
as! como ta hemodindmica glomerular.

En el SN ocurre un trastorno en la permeabilidad del capilar
glomerular que permite el paso de macromeleculias cuyo mecanisma
no esta dilucidado. En la nerrosis por ANF, la depuracidn
traccional de macromoleculas anténicas y s1n carga es muy
elevada, lo que i1ndica que la selectividad, tanto de tamano como
de carga, est& alterada (201). La lesidn renal caracteristica del
SN es la tusiébn de ios procesos podoclticos, esta tusion parece

deberse a la pérdida de la carga negativa de &4 AUPEPTINIAI  BALA

concliusién se apoya en ol hecho de qus la administracidén ds
policationes al rifién produce protelnuria Y Tusidn de
podocitos (2uz). Otras investigaciones han mostrado que la

dgisminucidn en el &cido sidlico en las membranas de los podocitos
en la nerrosis humana y experimental juega un papel muy

1mportante 2n 2! mMEcanismo ae ta proteinuria (203).




S ANTECEDENTES:

En 1954 se 1nform§ por:primer éz‘ée fbsvbajos} niveles.. de

ipbfér;eﬁ!ai

n.un gran

ntmero.'de ‘pacientes’ asocis

con un‘considerabl

éoréélépibﬁ
Vyﬁlblaumanﬁd
en la axcraciﬁﬁ
ha confirmaéo'

importancia - de:l b g - SN."a nivel ,clinicé

se hace evidente'pc aje \{veles de cobre -encontrados  en

los eritrocitos de 3 de: ad!éqtes estudiadas paﬁ Cartwright, et

at, (204). Por otroi&éab se Ha:lnférmado qué ‘estas  alteraciones
son secundarias a .la " pérdida urinaria de " ‘sus proteinas

transportadoras (Cp y transferrina) éuyns‘niveles disminuyen en

sangre (205,206,209 . L :

En ratas con SN inducido con ANP se ha ‘encontrado un aumento
en la excrecidn urinaria y una disminucidn de niveles circulantes
de ceruloplasmina (210). Sin embargo nunca se ha medido los
niveles de cobre en suero, orina y tejidos de estas ratas. En
diferentes modelos experimentales de SN se ha confirmado un
aumento en la excrecion wurinaria y una disminucidn en la
concentracién sérica de transferrina (211).

Se ha encontrado que la velocidad del catabolismo fraccional
de transferrina aumentd en 7 de 8 pacientes a 160 % de lo normal,

mientras la velocidad de sintesis aumentd en los mismos pacientes
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aproximadamente en la: misma’

positiva

pérdida

neen fémur  ests

‘testiculo ro cambia

(213)y sin EMbérgo no:s%:han m;dﬁpcrjog nz‘eiéside zinc en otros
tejidos. ‘ & :

En 1942 McCance Y widdson,(2i5> describieron dos pacientes
con albuminuria y con aumento en la excrecién de zinc. Poar el
contrario, Fairhall y Hoyt (Z216) habian encontrado antes que no
habia cambio en 1a excrecién de zinc en la nefritis o en la
nefrosis. En pacientes con SN se ha encontrado consistentemente
una reducciéen en los niveles plasmaticos de zinc (83,217 ,220)
leucocitos (21%9) y eritrocitos (219), sin embargo aunque varia,
algunos autores encuentran un aumento en la excrecién, otros

encuentran una excrecién normal (214,211-218). En humanos la




disminucién en. el contenido de zinc en el pelo persistid por

muchos meses después de que el SN habia remitido y aunque los

niveles de =zinc plasmdtico hablan regresado a lo normal
(214,218). Se piensa que algunos sujetos con SN tienen un
desorden mas profundo en el metabolismo de zinc de lo que se

habia observado previamente; por lo que se requlere estudios
adicionales para establecer las bases de esta anormal idad
metabolica en el SN, y para determinar si se requlere la terapia

de reemplazamiento de zinc.
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111 'HIPOTESIS

La excrecién urinaria ‘de:cobre y zinc pueds aumentar en ratas
con sindrome nefrbtico indtcido}coh ANP lo cual, a su vez, puede

provocar cambios en sus niveles: circulantes y en los tejidos.

IV OBJETIVD

Medir los niveles de zinc y cobre en suero, orina, rifien,
bazo, higado, testlcuio, pulmdn corazén y cerebro de ratas con

sindrome nefrdtico inducido con aminonucledsido de puromicina.



V MATERIAL Y METODOS

1.. REACTIVOS
Los siguientes reactivos se‘obfuviéron de Sigma Chemical Co,

EUA:

Solucisdn estaAndard de zinc y cobre a“absorcidn. atémica, amino
nucledsido de puromicina (B;dimstlla ino-8-(38 ~amino-3-desoxi-D-

‘de ‘folin-fenol, albtmina

beta-ribofuranosil ~ purina), re?c

serica de bovino, Acido triclorcacstica.

De J.T. Baker se  adquir 'déi siguientes reactivos;

hidrédxido de sodio,  carbon Lid,‘tartratn de sodio y

potasio, sulfato de cpbré ‘tanol“ absoluto, &cido acético

glacial.
E!l alimento usado fué: nd{ricubos purina para roedores

pequefios de Purina de México, S.A .

2. DISENO EXPERIMENTAL

Para este trabajo se wutilizaron ratas macho (Rattus
norvegicus) de la cepa Wistar de 450 a 500 gramos de peso que se
mantuvieron en el bioterio del Instituto Nacional! de la
Nutricisn, éstas se alimentaron a la par con un contenido de
minerales de 12.3 mg de zinec / 100 g de dieta y de 3.0 mg de
cobre / 100g de dieta. Se dividieron en dos grupos:
a) Grupo con sindrome nefr&tico (SN) (n= 10). El SN se indujo con
una inyeccidn subcutdnea de ANP en solucidn salina al 0.9 % a una
dosis de 15 mg/100 g de peso (170,221).

b) Grupo control (n=10) Estas también recibieron una inyeccion
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subcut&nea de vehiculo (salina al 0;9~¥) y s¢ les rastringib el
alimento a la cantidad ingerida por las ratas can SN. De esta
manera ambos grupos consumieron la misma’cantidad de alimento vy
por lo tanto de zinc y cobre.

A los dos grupos se les suministrd agua desionizada ad
1ibitum.

Las ratas se colocaron en jaulas metabdlicas dos dias antes
de la inyeccidn del ANP o vehiculo (dia 0) y se mantuvieron en

&stas ios siguientes diez dlas para recolectar la orina .y

registrar el consumo de alimento diariamente. A la orina se le
midié el volumen, se centrifugd, se determind el contenido de
minerales para todos los dias de estudio y se dividid en
alicuotas que se congelaron a - 70°C hasta que se realizaron las

determinaciones de protelinas totales y albumina.

Las ratas se sacrificaron por decapitacién el dla diez, se
recolectd la sangre para separar posteriormente el suero,
evaluar el contenido de minerales y dem&s determinaciones gue
caracterizan el SN, se obtuvieron los tejidos (rifién, hlgado,
pulmén, bazo, corazdn, cerebro y testiculos se pesaron, se
homogenizaron en agua desionizada en un volumen cinco veces
superior a su peso, se hicieron allcuotas de un mililitro que
se guardaron en tubos Eppendorf y se congelaron a -70 °C para
posteriormente determinar los minerales. Todas éstas maniobras se
hicieron evitando al maximo la contaminacidn de las muestras asi

como utilizando material libre de minerales (lavado con HNOz 6N).
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3. CARACTERIZACION DEL SINDROME NEFROTICO

Para la caracterifzaciédn del SN se hicieron las siguieﬁtes

determinaciones: . [
3.1 DETERMINACION DE PROTEINAS EN SUERO Y ORINAfD

Las proteinas se midieron por el método cﬁiG;imetrico de

Lowry (230) el cual tiene dos principios b&sicos:

a) Reaccidn de la proteina con cobre en condiciones alcalinas.

b) Reduccidn del reactivo fosfomolibdico~fosfotungstico por la
protelna tratada con cobre .

La protefina se cuantifica por la cantidad de tirosina vy
triptofano presentes en ella comparada con la cantidad de estaos
aminoAcidos en la proteina usada como patron. El color
desarrollado se lee a 650 nm y para lo cual se prepararon las
siguientes soluciones:

Soluclien A: Carbonato de sodio 2
Hidréxido de sodio [¢]
Tartrato de sodio y potasio o)
Solucian B: Sulfato de cobre 0.05 %

Solucidn C: 50 ml de solucion A + 1 m! de solucidn B (se preparé
al momento de usarse).

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

Solucién E: Albtimina sérica bovina (ASB) 0.5 mg/mL. Con esta

solucidn se prepard una curva patrdn de 5 hasta 50 ug

La solucién de albumina o la muestra se colocaron en un
volumen final de 0.2 mL, a todos los tubos se les agregd 1 mL de
solucidn c, se agitaron y se dejaron reposar 10 min,

posteriormente se les agregé 0.1 mL de solucidn D mientras se
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estaba  agitando vigorosamente en vortex. Dgsnuééade-sd, min 'se
determiné la densidad sptica a 660 nm. o

Antes de cuantificar las protelnas urinarias, éstas se
precipitaron y se lavaron con &cido tricloroacético al 10 % de
la siguiente manera: se mezclaron 200 uL de orina y 1 ml de
&cido tricloroacético se centrifugaron a 2500 rpm durante 20 min,
el sobrenadante se decantd y esta operacién se repitié 3 veces
hasta que el resuspendido guedara transparente. Finalmente, el
precipitado se resuspendi® en 1 mL de NaOH 0.1 M y de esta manera
la orina quedd con una dilucidn 1:5; en algunos casos se hizo
una diluecién adicional 1:100 (ratas con SN dia 10) con agua
destilada desionizada y se colocaron 0.2 mL de esta diluciean en
el ensayo. A los sueros se les hizo una dilucién 1:100 con agua
detilada y se colocaron 50 ul en e! ensayo completando a 0.2 mL
con agua destilada para obtener wuna diluciédn final 1:400.
Los resultados de protelnas totales en orina se expresan en

mg/24 h y en sueroc en g/dL.

3.2 DETERMINACION DE ALBUMINA POR ELECTROFORESIS EN SUERD Y
NA.

Una de las caracteristicas de las protetnas es su carga
eléctrica es decir pueden ser polares o no potlares a un pH
determinado. Es asi como las protelnas pueden separarse
moviliz&ndose através de un campo eléctrico por medio de una
tecnica llamada electroforesis. Las proteinas que se encuentran

en el suero y orina, se fraccionan y se separan de acuerdo a su
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carga-. eléctrica ¥ a un particular pH (8.6 ~ ’B:Q): en: .-las
siguientes fracciones de protetnas:

Albﬂmina. protelna con carga eléctrica negativa, &5 1a que mas
distancia recorre en el gel hacia el &nodo y s la mas prominente
en suero; posteriormente las fracciones ALFA-1, ALFA-2, BETA Y
GAMMA globulinas. La albtimina se determiné con el dato de
proteinas totales y el porcentaje de albiimina que se obtuvo del
trazo densitométrico de la electroforesis en acetato de celulosa.
El porcentaje de albumina se multiplicd por la concentracidn de
protelinas y de esta manera se obtuvo la concentracidn de alblimina

en g/dL para el suero y emn mg/24 h para la orina (196).

3.3 COLESTEROL, UREA Y CREATININA EN SUERO

El colesterol se determind con. estuche comercial de
Boheringer-Lakeside de acuerdo a ias instrucciones del
fabricante, éste se basa en un método enzimatico colorimétrico.

Los resultados se expresan en mg/dL. La determinacién de
creatinina se hizo con estuche de reactivos para creatinins
Beckman, utilizando el Analizador 2 de Creatinina Beckman vy
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultades se
expresan en mg/dL.

La wurea se determind con el estuche de reactivo BUN
utilizando el analizador de BUN Beckman, este analizador wutiliza
un método enzimdtico que mide la velocidad de cambio de 1a
conductividad en la reaccidn., Los resultados se expresan en mg/dL.
La depuracién de creatinina se calculd® mediante la siguiente

formula:
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Depuracian

de = Cr en orinalmg/dL) x Flujo urinarjog (mL/min).
creatinina . Cr en suero (mg/dL).
La " excrecién ' fraccional de zinc y cobre se determino con - la

siguiente formula:

Depuracidn del mineral X 100
Depuracidn de creatinina

4. DETERMINACION DE MINERALES POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION

ATOMICA

4.1. CONCEPTOS Y FUNDAMENTO.

Un espectrofotémetro de absorcidn atdémica (EAA) es un
instrumento usado para analizar las concentraciones de los
metales en soluciédn. Sesenta ¥y ocho elementos pueden determinarse
en un amplio rango de concentraciones desde partes por billén, %
porcentajes.

La preparacidn de la muestra es simple y frecuentemente
involucra una disolucibn en un acido apropiado. E! instrumsnto es

facil de afinar y de operar.

La figura 1 muestra los principales componentes de un
espectrofotdmetro de absorcidn atdémica: a) la fuente de luz, b)
el atomizador, c) el monocromador, d) el detector e) el sistema

de lectura.
a) La fuente de luz, comtnmente es una lampara de catodo hueco,
util para todos los elementos y capaz de emitir energla en la

longitud de onda analitica para un elemento en particular.
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ESPECTROFOTOMETRO DE ABSORCION ATOMICA

FUENTE DE LUZ LLAMA MONOCROMADOR  DETECTOR REGISTRADOR

Figura 1. Principales componentes de un espectrofotémetro

absorcién atémica.

PROCESO DE LA ABSORCION ATOMICA

-_ +
/\J+_@_—-_’_____

ENERGIA ATOMO EN ATOMO EN

LUMINOSA ESTADO ESTADO
PUNDAMENTAL EXCITADO

Figura 2. Proceso de la absorcién atémica.
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b) El! atomizader, descrito en el esaquema cbmb;lfémyb
genera Ataemos en estado fundamental en »élfv :
fotdmetro, puede ser también wun horno de ;
niveles estan por debajo de partes por billén.

c) El monocromador es usado para aislar la:linea

analiticas de impurezas.
d) El detector convierte la energla de la luz
monocromador en energla eléctrica.

e)  El sistema de lectura o registrador, .es 'ﬁ

microprocesador

ar. un-control

con un circuito integrado simple, capaz de sUminis

centralizado y manipulacién de datos fpara ,ﬁH, numero de
operaciones enlazadas.

La ciencia de la espectreoscopla de absorcidn atdmica ha
producido tres técnicas de uso analfitico: la emisiédn, la
absorcidn y la fluorescencia.

Con el objeto de entender la interrelacidn entre estas
técnicas, se hace necesario tener un conocimiento del atomo y de
los procesos atdmicos involucrados en cada una de estas técnicas.

El atomo esta, de hechc constituldo por un nlicleo rodeado por
electrones. Cada elemento tiene wun n@mero especifico de
electrones gque estA directamente relacionado con el n2cleo
atédmico y que conjuntamente con él, da una estructura orbital,
gue es unica para cada elemento. Los electrones ocupan posiciones
orbitales en una forma predecible y ordenada. La configuracian
mas estable y de mas bajo contenido energético, se conoce como

"estado fundamental® y es la configuracidn orbital normal para el
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Atoma.

Si a un &tomo se le aplica energla de una magnitud apropiada,
ésta sera absorbida por é! e inducirad que el electrédn exterior
sea promovido a un orbital menos estable o M"estadeo excitadao".
Como este estado es 1inestable, el Atomo inmediata y
espontaneamente retornard a su configuracién fundamental. E!
electrdn por lo tanto retornard a su orbital inicial! estable ¥y
emitird energia radiante equivalente a la cantidad de energla
inicialmente absorbida en el proceso de excitacién.

El proceso de excitacion y decaimiento al estado fundamenta{
es comln a los tres campos de la @spectroscopia atémica. Por esta
razdn, ya sea la energla absorbida en el proceso de excitacidn o
la emitida en el proceso de decaimiento, puede ser ﬁedids—y usada®
para propdsitos anallticos.

81 luz de una determinada longitud de onda incide sobre un
gtomo libre en estado fundamentatl, el adtomo puede absorber
enaergla y pasar al estado excitado, en un proceso conocido como
absorecién atémica (fig 2) . La luz que es la fuente ds la
excitacién del atomo, o5 simplcmonte una forma especlfica de
energlia. La propiedad de un atomo de absorber luz de longitud de
onda espsecifica, es utilizada en la espectrofotometria de
absorcidn atémica. :

La caracteristica de interés en las medidas por absorciodn
atémica es &! monto de luz,’a la longitud de onda resonante, que

* es absorbida; cuando la luz pasa a través de una nube atémica.

Conforme el ntmero de &tomos se incrementa en el paso de la
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luz, .la.cantidad que de ésta sera absorbida se incrementara en
una - forma predecible. Se puede efectuar una determinacian
cuantitativa del analito presente, midiendo la cantidad de luz
absorbida. El uso de fuentes especiales de luz y la seleccidn
cuidadosa de la longitud de onda, permite la determinacien
cuantitativa especifica de elemeritos individuales en la presencia
de otros.

La nube de atomos rsqus;ida para las.mediciones en absorcidn
atdmica, es producida por la adicib'n” de suficiente energla
térmica a la muestra para disociar los compuestos gquimicos .en
&tomos libres. La aspiracién de una solucidbn de la muestra,
dentro de una llama alineada con el rayo de luz sirve para este
propésito. Bajo condiciones apropiadas de |lama, muchos de los
&tomos permanecerdn en la forma de su estado fundamental y puden
ser capaces de absorber tuz de longitud de onda apropiada
ﬁruveniente de una fuente de luz. En el proceso de atomizacisn la
solucibn es aspirada dentro del! nebutizador y es "nebulizada".
Aproximadamente 80 % de las gotas se pierden en el drenaje. El
sistema produce una neblina que debe ser mezclada con los gases
de la flama. La mezcla aerosol se evapora cerca de la base de la
flama -para formar particulas -sdlidas. Estas particulas son
fundidas resuitando en la formacien de un liquido que funde cerca

de. la ranura del gquemador. Este fundido es vaporizado para formar

moléculas que son subsecuentemente atomizadas para producir
Atomos libres en estado fundamental (fig 3).
La facilidad y la wvelocidad a la cual se pueden hacer
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Figura 3. Proceso de atomizacion de la llama.
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Figura 4. Relacién de calibracisén de un elementa en solucién
conteniendo concentraciones conocidas del analito. La calibracion
praduce una lipea recta. Comportamientos no~ideales producen
desviacion en el desarrolla de la linea recta.



determinaclaones exactas 'y preciszas han hecho de esta téenica uno

de los métodos mas usados para la determinacién de metales.

4,2 ANALISIS CUANTITATIVO POR ABSORCION ATOMICA

Después de que la absorbencia es medida, este valor puede
relacionarse con la concentraciédn del elemento en solucidn. La
relacién que convierte la intensidad del rayo de luz
(absorbencia) a concentracién se conoce como ia ley de Besr-
Lambert; ésta define la siguiente relacian:

A= abc

en donde "A" es la absorbencia; "a" es el coeficiente de
absortividad constante que es caracteristica de las especies que
absorben; "b" es la.longitud del paso de luz ocupado por la celda
de absorcién; y "e" es la concentracidn de las especigs
absorbentes en la celda de absorcién. Esta ecuacidn simplemente
establece que la absorbencia es directamente proporcional =a ia
concentracidn de las especies por unas condiciones instrumentales
dadas.

Esta conducta, de proporcionalidad directa entre absorbencia
¥ concentracién, es observada en absorcidn atémica. Cuando Ia
absorbencia de soluciones patrén conteniendo concentraciones
conccidas del analito se miden y se grafican los resultados de
las absorbencias con respecto a la concentracien, se establece
una relacién de calibracidn similar a la de la fig. 4. En la
regidn en la cual se observa la relacidn de la ley de Beer, la

calibracidn produce una linea recta.
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Después que se ha establecido tal curva de calibrécIOn; se
puede medir la absorbencia ' de soluciones de concentracien
desconocida y su concentracién directamente de la  ‘'eurva de

calibracidn (231).

4.3 DETERMINACION DE ZINC Y COBRE EN EL MATERIAL BIOLOGICO

El contenido de los minerales en suero y orina se determina
haciendo una dilucién 1:5 para zinc y 1:2 para cobre,
posteriormente se leyd directamente en el EAA; los resultados se

expresan en ug/dL, para suero y ug/24 h. para orina (232-237).
Los minerales en los tejidos se determinaron por cenizas
secas utilizando el siguiente procedimiento:
Despties de homogenizados los tejidos se tomaron allcuotas de un
mililitro las cuales se liofilizaron, se determinsd su peso seco y
se colocaron en la muffla a 500 °C durante 12 horas o hasta
completar totalmente su digestian. Posteriormente se disolvieron
las cenizas en HCl 3 Normal, se filtraron, se aforaron a 10 mL
con agua desionizada y se leyeron en el EAA. Los resultados se

expresan en ug/g de peso seco (238).
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VI RESULTADOS

1. PRUEBAS DE REPRODUCIBILIDAD

El coeficiente ' de varlgcibn (CVY 'de " "las' ‘pruebas -inter-
analisis para la determinacién de minerales fue 8.6 % para ' zinc
(n=11) y 9.7 % para cobre (n=1i1).

Las curvas patrén para la determinacion de minerales tuvieron
una r= 0.8991 para zinc y una r= 0.9926 para cobre en promedio

(figs.1 A y B).

2, PESO CORPORAL Y CONSUMO DE ALIMENTO

La figura 2 muestra que hubo una ligera disminucidn en peso
corporal en los dos grupos, pero no hubo diferencia significativa
entre el grupo control y el grupo nefrdtico.

Las ratas se alimentaron a la par y el consumoc de alimento en
promedio para el dla O fue 16.22 gramos y 11.85 gramos para ol

dla diez.

3. DESARROLLO DEL SINDROME NEFROTICO

Los resultados de la tabla 1 muestran el desarrollo del SN en.
las ratas. Se observa claramente la proteinuria, hipoproteinemia,
albuminuria, hipoalbuminemia, hipercolesteroiemia, asi mismo
aumento en 1a creatinina y la urea en suero. En el grupo
nefratico también aumentd el volumen urinaric y disminuye lIa
depuracidn de creatinina. Por otro lado la figura 3 muestra la
excrecion de proteinas en orina en la cual se observa una

diferencia significativa apartir del dla 3 respecto al grupo
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SUERQ

- Protetnas totales,
Albtmina, gsdl
Colesterol, mg/d!}
Creatinina, mg/dl
Urea, mg/dl
ORINA
Volumen, ml/24 h
Proteinas totales
Albtmina, mgr/24 h

Depuracién de

CONTROLES
g/dl 75.151;’0
3.0 0.7
94.0'+ 28,0

+001

12,47,

mg/24‘h G

creatinina, ml/min. 0.803 * 0.3

TABLA 1 Desarrollo de! sindrome nefrdtico.

* p < 0.0025 vs control, t no pareada.
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control.

3.1 . DETERMINACION DE ALBUMINA -POR ELECTROFORESIS

En la figura 4 se oserva el trazo densitometrico en el cual

cada curva representa las fracciones de proteinas presentes en

el dia 10. Se aprecia claramente que el pico de albtimina
descﬁndib en suero (b) y aumentd en orina (c) en las ratas
nefréticas raspecto‘ al control (a). Tambien se aprecia que la
fraccidn globulina alfa-1 aumenta en suero en las ratas
nefréticas.

4. EXCRECION URINARIA Y NIVELES SERICOS DE ZINC.

La fﬁgura 5 Questra que la ex;reclbn urinaria de zinc aumentd
signif;cétivéménte a partir del dia 3 en el grupoc nefratico y se
mantuvo alta hast; el dia diez.

La excrecibn fraccional de zinc aumentd significativamente
(p< 0.00L) figura &, mientras gue ta concentracion de zinec

disminuyd en sueroc en el dia diez (fig. 7).

5. CORRELACION ENTRE EXCRECION DE PROTEINAS Y ZINC EN ORINA.
La figura 8 muestra que la correlacidn entre la excrecidn de
proteinas y zinc en orina fue estadisticamente significativa

(r= 0.5828, n= 98 y una p < 0.001.)

6. EXCRECION URINARIA Y NIVELES SERICOS DE COBRE.
La excrecidn urinaria de cobre aumentd significativamente
desde el dla 1 en el grupo nefrético (fig.9) manteniéndose

elevada hasta =1 final del estudio.
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Figura 4. Trazos densitometricos de las electroferésis de
protelinas tctales en suero y orina. (A) Protelnas totales en
susro de las ratas control. (B) Protelnas totales en suero de las
ratas nefroticas. (C) Proteinas totales en orina de las ratas
nefrdticas.
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La excreclén fraccional de cobre auments significaﬁivaménte

(p < 0.001) en-el. grupo nefrdtico el dia diez (fig.10).":"
Por otro lado en el dla diez se observa un descenso véh 1a”
concentracidn de cobre (fig.11) y de ceruloplasmina (fig. 12) -en

suero.

7. CORRELACION ENTRE EXCRECION DE PROTEINAS Y COBRE EN ORINA.
En la figura 13 se observa que Ila correlacién entre
excrecibn de proteinas y cobre en orina fue sestadisticaments

significativa (r= 0.5824, n= 98 y wuna p < 0.001).

8. CONTENIDO DE MINERALES EN LOS TEJIDOS .

En las tablas é y 3 se puede observar los resultados del
contenido de =zinc y cobre en los tejidos y su significancia
estadistica entre el grupo nefrbtico y el control.

Se puede observar que la concentracién de zinc disminuyd en
pulmbnvy bazo y que la concentracidn de cobre disminuydé en riffon,

higado y cerebro en el grupo nefrdtico.
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TEJ1DO CONTROLES NEFROTICAS SIGNIFICANCIA

RINON 86.8 t 12.3 (9) © 87.4 % 31.0 (D) NS
H1GADO 103.7 + 15.1 (9) 110.8 .+ 33.0 (1) NS
TESTICULO 149.8 + 14.8 (1O 150.6 + 15.8 (8) NS
PULMON 78.3 + 9.6 (M 65147+ 11.3 (D) p<0.002
CORAZON 78.83 + 16.4 (9)“ 72.25 * 14.3 () NS

BAZO 91.96 + 12.7 (9) . B1.36 + 6.5 (B) p<0.05

CEREBROG 63.56 + 8.6 (10): o 62 91 + 8.4 (1) NS

TABLA 2 Contenido de zinc eh los‘tejidos {ug/g Peso Seco).
(n), t no pareada.

TEJ1DO CONTROL NEFROTICO SIGNIFICANCIA
RINON 42.5 + 12.3 (8) 26.8 *+ 6.5 (9) p<0.001
HIGADO 18.2 + 6.2 (8®) 10.8 + 1.2 (9 p<0.001
TESTICULO 15.0 + 3.5 (8) 12.9 + 1.0 (8) NS
PULMON 11.95 + 2.5 (9) 10.7 + 2.6 (9) NS
CORAZON 24.04 ¥ 5.5 (8) 21.3 + 4.8 (9) NS
BAZO 23.3 + 8.9 (7) 18.5 + 7.7 (6) NS
CEREBRO 17.8 + 2.6 (10) 14.9 + 3.3 (10) P<0.01

TABLA 3 Contenido de cobre en los tejidos (ug/g Pesoc Seco) (n), t
no pareada.
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Vil DISCUSION

Los datos presentados en este trabajo demuestran que lag
ratas inyectadas con ANP desarrollaron el SN tipico,
caracterizado por proteinuria, hipoproteinemia, albuminuria,
hipoalbuminemia, hipercolesterolemia. Estas alteraciones remiten
espontaneamente, lo cual estd de acuerdo con trabajos previos
(170,171) y con la forma humana de la enfermedad (157,158).

Por otro lado en este trabajo también se observd que las
ratas nefrdticas tienen profundas alteraciones en el metabolismo
de zinc y cobre. Estas ratas presentaron concentraciones bajas de
Cu y Zn en suera y algunos tejidos y elevada excrecidn urinaria
de ambos minerales

Se ha reportado en estudios anteriores (58,60) que existe una
buena correlacién entre el zinc unido a albtmina y los cambios en
la concentracioén de zinc que ocurren en enfermedades crdnicas vy
agudas, por ejemplo la hipozincemia que se presenta como
consecuencia de la hipoalbuminemia en la cirrosis del higado.
Nusstros datos confirman y amplian el estudio de Freeman et al
(214) en estas ratas. Estos autores también observaron bajos
niveles de Zn en suero, aumento en la excrecion urinaria de =zinc
y niveles normales de Zn en rifibn y teticulos. Un aspecto
interesante en este trabajo fue una ligera disminucion en los
niveles de zinc en pulmon y bazo (87 y 81 % de los valores
control respectivamente) y normal en los otros 5 tejideos, por lo
tanta, estas ratas no desarrollan una deficienclia de zinc como

aquellas alimentadas con dieta deficiente de zinc (80).
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Por. lo tanto quéda por. establecer si.1. en el

metabolismo de: ‘zinc ~observéda$ en ratas

nefrdticas inducidas con . ANP 'eélén, alguna

complicacién del SN. En humanos con"SN observade niveles

bajos de zine en cabello (215,220),  eritrocitos (2200, v

leucocitas (220) a pesar de que en‘af;uhqé‘ estudios (215,217~
219) la excrecitn de zinc fue normal. Por lo tanto, se ha
sugerido que la deficiencia de zinc en humanos c¢on SN puede
contribulr a la digeusia (220), impotencia (83, anorexia (83
deterioro en la inmunidad celular (158) y pobre cicatrizacien de
heridas (223). Las alteraciones en el metabolismo de cobre no se
habian estudiado previamente en ratas nefrdticas inducidas con
ANP. La disminucién de cobre en suero fue md&s profunda que la de
zinc, ademds, 4 de 7 tejidos estudiados mostraron disminucidn en
los niveles de Cu. La disminucion en el contenido de Cu en el
rifidn observado en este trabajo coiciden con los datos de Alfrey
& Hammond (212) en ratas con nefritis de Heymann. Estos datos
demuestran que las alteraciones en el metabolismo de Cu fueron
mas profundas que las de Zn en ratas inducidas con ANP. En
algunos estudios en humanos con SN, se ha informado que los
niveles de Cu en suerc no se modifican a pesar de la alta
excrecién urinaria de este mineral (205,207,221,224,225); ademds
en humanos con SN, se han reportado bajos niveles de Cu en
eritrocitos (205). La disminucion de los niveles de Cu vy
cerulaoplasmina observados en las ratas nefroticas pueden estar

invaluerados en algunas de las complicaciaones del SN. For otro
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lado, se ha informado que ratas deﬂcieﬁies"ﬁdgcohré tiénen un
deterioro en la funcion inmune (226), p;f )d:taﬁta;, es : posible
que la hipocupremia puede estar involuecrada Veh‘é'l ae‘t,ériora de la
funcién inmune en el SN (158).

Se ha informado consistentemente en Qarios trabajos la,
ratas con deficiencia de cobre desarrollan hipercolesterolemia
(105-119), por lo tanto es posible que la deficiencia de Cu pueda
estar relacionada en el estado hipecolesterolémica en ratas
nefrdticas inducidas con ANP.

Existe evidencia que especies reactivas de oxlgeno, como
los radicales libres, puedan estar involucradas en la patogénesis
de la nefrosis inducida por ANP (227), sugiriendo que la
deficiencia de Cu y ceruloplasmina puede ampliar el datio
producida por ANP por las siguientes razones: a) La Cp es un
atrapador de radicales libres y ilones superoxido (228,229) y un
inhibidor de lipoperoxidacidn (228), b) la deficiencia de Cu
produce una disminucién de las enzimas antioxidantes superdxido
dismutasa y glutatiédn peroxidasa (132), 3] les animalss
deficientes de Cu tienen un aumento en la produccion de radicales
libres (132) y d) la actividad antioxidante de Cp y transferrina
se encuentra disminulda en la nefrosis experimental (211,212).
Finalmente podrla ser que los casos aislados gque reportan anemia
por deficiencia de hierro en pacientes con SN, que han sido
atribuidos a excesiva perdida urinaria de transferrina y hierro,
puedan también involucrar deficiencia de zinec y cobre (206,230).

El (los) mecanismu (s) involucrados en las alteraciones

61



metabol i‘cas de. Cu.:'y' : _e‘t‘rof.ic'ag in‘d:.'iclfda'sﬂ' con. ANP k~se

desconoce,:

Debido ~a éu Iimento fue similar en los dos

grupos (control - -héjos  n1veles de ambos

minerales en las'raia; ngf btxéas‘ﬁo”SG puédé explicar por el
consumo de alimento,fzéiﬁ éﬁbafgo,' n§ se puede excluir
alteraciones en la absct;cloﬂ ‘intestinal producidas por
componentes de la dieta (2i9,226).

El Cu en el plasma esta wunido -principalmente a la
ceruloplasmina (8,98), esto nos hace proponer gque la excrecian de
ceruloplasmina y los bajos niveles en suero de esta protetna @n
ratas nefrédticas inducidas con ANP, est& involucrada en la alta.
excrecidén wurinaria y bajos niveles circulantes de seste metal.
Contrariamente, Jensen (225) reportd que la hipocupremia no se
presentd en pacientes nefrdticos con bajos niveles de
ceruloplasmina en el plasma. En suma, gran parte del zinc del
plasma esta unido a las proteinas, y la alb@imina transporta la
mayoria del Zn circulante (8), por lo tanto, la albuminuria y
la hipoalbuminemia puede estar involucrada en la hiperzincuria vy
en la hipozincemia, respectivamente. Apoyando estas sugerenclas
encontramos:

- Los niveles elevados de zinc y en la orina aparecieron
simultaneamente con la proteinuria en el dta 3.

- Existi$ una correlacidn positiva entre la excrecidn de zinec vy
¢obre y protelnas en orina.

- Los niveles séricos de zinc, cobre, albtimina y ceruloplasmina
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disminuyeron en el dta diez.

Contrariamente, la excrecién de Cu aumentd en el dia 1 en
ausencia de la proteinuria sugiriendo que otros mecanismos pueden
estar involucrados. Existe evidencias de que las alteraciones en
el transporte de esos minerales también pueden estar involucrados
en su alta excrecion urinaria en SN (221,214), de hecho, se ha
encontrado que animales y pacientes con defecto tubular en la
reabsorcion de Cu, se caracterizan por un aumento en la pérdida

urinaria de este mineral (8).
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VI1l CONCLUSIONES

1. Las ratas presentaron SN que se hizo evidente a partir del
tercer dla con la aparicitn de la proteinuria observandose K hasta

el final del estudio.

2. El aumento en excrecidn urinaria de “zine iy éob{a puede

explicar al menos en parte -la di;m!huciph‘ de-  sus. niveles

circulantes.

3. E! aumento en la excrecle

cansecuencia de la prateinur;é.:f

4. La' disminucidn en la concéntracibn de’ zinc ¥y cobre. en los
tejidos de las ratas nefrdticas tal vez sea consecuencia de-  la

péidida de estos minerales en la orina.

5. La deficiencia de zinc y cobre puede estar involucrada y/o

* agravar aigunas de las manifestaciones sistémicas del SN.

64



.IX ' BIBLIDGRAFIA"

1. Underwod = EJ. Zinc. En: Underwod E. ed. . Trace 'éléﬁehts.Kih”
human and - animal  nutrition  4th edi New ' York:  Academi’’ Pres
1977 : 196247 . . B - %

2. National Research Council. Zinc.  En: Natlaﬁ

Council @ eds. Recommended dietary allowances wWash
National Academy of Sciences:i?80:144-147.

3. Bray TM, Bettger WJ. The physiological role of
antioxidant. Free Rad Biol Med 1990;8:281-291. %

4. ‘Lehninger AL. Principles of Biochemistry. - En:
Human Nutrition. Ed Worth Publisher, Inc. i982:783.

S. Reesves PG, 0'Dell BL. An experimental study of &
~zine . on the activity of angiotensin converting Envym
Clin Chem 1985;31:581-584.

b. Dixon M. Webb EC. The Enzymes. New York: A:adémic 197951116.

7. Taylor KB, Anthony LE. Nutricién Clinica  ‘MeGraw  Hill “de
México. SA de CV. Capitulo 1B. 19B3:537-5447 757 BREEE z

8. Cousins RJ. Absorption, transport, and hepatic metabolism of
copper and zinc: special reference %o metallothionein .  :and
ceruloplasmin., Physiol Rev 19853;465:238-30%9. B

?. World Health Drganization. Trace elements in human nut}itidh,L;v
WHO Tech Rep Ser. no. 1973:532. : CERE R

hoc

10. American Institute of Nubrition. Repert of the AIN. ad . hoc
committee an  standards for nutritional i studies ‘ Nutr
19775107:1340-1348. :, P E

11. Burch RE, HMahn HKJ, Sulliva 3 ] e f the  roles

of =zinc, manganese, and coppel CYin" Chem

1975521 :501-820,

12, Quen ©A, Biochemical Aapects of: Copper. copper proteins,
ceruloplasmin, and copper prate1n blndlng. Park Rldge, NJ: Noyes,
1982: 209

1. Underwaood EJ. Copper. En: Trace Elements in Human and Animal
Nutrition. New York: Academic. 1977:56-108.

i4. Ciba foundation symposiun. 79. Biological roles of copper.
Amsterdam /0xford/New York: Excerpta Medica. 1980:343

15. Lokecitech B, Pendray MR, Godolphin WJ, Quigley G. Serial
changes in selected serum-constituents in - low birth : weiaht




infants “on peripheral parenteral nutrition with ‘different zinc
and copper supplements. Am J Clin Nutr 1985;42:24-30. .

16. Ouwen CA, Metabolism of copper &7 by the  copper deficient
rat. Am J Phisiol 19713;221:1722~1727. E . T

17. Butteridge JMC, - Stoks J.  CRE - Crit. Clin Lab .<8ci
1981;14:267-329. E

i8. Mann KB, Lawler CM, Verhar.BA, Church WR. Coagulation factor
V contains copper ion. J Biol Chem 1984;289:12949-12951.

19. Valentine JS, Pantoliano MW. Protein metal ion linteractions
in cuprazing protein (superaxide dismutase) a major
intracellular reposition for copper and zinc'in the eukaryotic
cell.  En: Copper Proteins, editado por T. G. Spirg. New  York:
Wiley 1981:291-358. . g =+

20. Siegel RC. Lysyl oxidasa. Int Rev Connect - Tissue ' Res
1979;8:73-118. ) - B

21. Solomons WW,  Cousins <RJ. Zinc."Enf
Malabsorption of Mineral Nutrients sditado por
I.H. Rosemberg. New York: Liss 1984:125-197.:

22. Menard PC, MacCormic €, Cousins RT. Rééﬁlat
metallothionein biosynthesis - in - -rats by-'diet
19815111:1353-1361. i : :

23, Giroux E, Prakash NJ. Influeénce. of zinc<ligand
serum zinc levels of rats. J Pharm 'Sci 19773566:391~-3920

24. Suso  FA, Edwards HM. Rindirig of EDTA, histidine and

acetylsalicylic acid %o zinc-protein complex in intestinal
conbent, inbesbinal aucoss and blood plasma. Nabure 1572;2056:230-
232,

25. Wapnir RA, Khani DE, Bayne MA, Lifshitz F. Absorption of

zine by the rat ileum: effects of hnistidine and other low-—
molecular-~weight ligands. J Nutr 1983;5113:1346 1354.

26. Martin ®MT, Licklider FKF, Brushmiller L&, Jacobs FA.
Detection of low—-molecular-weight copper (II) an zinec (11)
interactions following ethambutol administration. Agents Actions
1981511:296-305.

27. May PM, Smith GL, Williams DR. Computer calculation of =zinc
(ID)—complex distribution in milk. T Nutr 1982;112:19920-1993.

28. Evans BW. Zinc absorption and transport, in Trace Elements in
Human Health and Disease. eds. Prasad AS y 0Oberleas D. Academic
New York 1976:1

1)




29. Hurley LS, Duncan JR, Ecker CD, Sloan MV. Zinc-binding
ligands in milk and their relationship to neonatal nutrition. | En
Trace Element Metabolism in Man and Animals ed. <irchgessner
Tecnicshe Universitat Munchen, Freissing—-Weihenstephan 1978353,

J0. Richards Me, Cousins - RJ. Metalothionein and. | ité
relationship to the metabolism of dietary zinc in rats.” 7. Nutrn.
1976510621591, R ote)

It Bonewitz RF, Foulkes EC, O‘flaherty  EJ, Hert;berglrvs.
Kinatics of =zinc absorpiion by the rat Jjejunum:  effects of
adrenalectomy an dexamethasone. Am J Physiol 19833244: 5714 5320 .

I2. Underwood EJ. Trace Elaments’in Human an anxmal Nuttition‘
4th ed., Academic, New York 1976:1%94: B e RN

. Solomans NW. Zinc and the gastrnenterolngist, Practical
strenterel. 198035;4:15. K 8

34. Bush JA, Mahoney JP, Markowitz H;,~Blubler CJ, Cartwright GE,
Wintrobe MM. Studies on copper. metabolism. XVI. 'Radioactive
copper studies in normal subjets and “in patients with
heptolenticular degeneration. J Clin Invest. 1955;34:1766—-1778.

354, Van Campen DR, Mitchell EA. Absortion of eu®¥,z2n% ,Ma"? , and
Fe" fron ligated segments of the rat gastrnlntestlnal tract. 7T
Nutr 1965386 =124,

Idyen¥gﬁen:é of . soybean

6.  Davis PN, Norris LC, Kratzer . .
NutT. - 1962377: 217~

proteins with utxlx*atxon of trace mi

223,

7. Engsl RW. Price NO, Miller ﬁF.‘Coppe
malybdenum balance in pre-adolescent gir
204, e :

8. Greger JL, Snedeker SM, Effect of 7. Y 1
phosphorous levels on the utilization ;of % zincy copper  and
manganese. J Mutr 19803;110:2243-2253. 5 E

3. MacCall JT, Davis BK, Effect of dietary pfdtein and: =zinc
on the absorption and liver deposition of radicactive and total
copper. J Nutr 1261;74:45-30.

40. Schultz= MO, Elvehjem CA, Hart EB. Further studies on the
availability of copper from various sources as a supplement %o
iron in hemoglobin formation. J Biol Chem 19365115:453-457.

41. Chapman HLJ, E=ll MC. Relative absortion and excretion by

beef cattle of copper from various sources. J  Amin Seci
1963;22:82-85.

&7




2. Carliton WW, Henderson W. Studies in chikens fed. -a copper—
deficient diet supplemented with  ascorbic . acid. J o Nutr
19465585:67-72.

4. Hill CH, Starcher B. Effect of reducing agents . on. copper
deficiency in the chick. J Nutr 1965;85:271-274.

44 . Van Campen DR, Bross E. Influence of ascorbic acid ~.on; the
absorption of copper by rats. J Nutr 1968;95:617-622: E

45 . Cymbaluk NF, Schryver HF, Hintz HF, Smith DF, Lowe - TE.
Influence of d1etary molibdenun in copper metabulxﬁm in anlEE- J
Nutr 19813111:946~106.

A4, Suttle NF. Recent studies of the cupper*moiybdenqm
antagonism. Proc  Nutr Soc 1974;33:299-305. SR 5

47. Kelsay JL, Jacob RA, Prathers ES. Effect of fiber fruiis
and vegetables on metabolic responses of human subject.IIl. Zinag,
‘copper -and phosphorous halances. Am J Clin Nutr 1979332:2307-2311.

ag. Keen CL, Saltman P, Hurley L. Copper nitrilotriacetato: "a
Potent therapeutic agent in the treatment of a genetic disorder
of copper metabolism. Am J Clin Nutr 19803;33:1789-1800.

49. Gollan JL, Deller DJ, Studies on the natureand. excretion
of biliary copper in man. Clin Sci 19733;44:9-15.

0. Jamison MH, Sharma H, Csae RM, Eragan*a JM. Pancreatic
secretions aqsxst bile in lxmltxng copper absnrpt1nn in the: -rat.
But 22351981:ABLL—~ABLT . i

51. Eenson GD. Hepatic copper acumulation in priméry hiliary
cirrhosis. Yale J Biol Med 197%;52:83-88. e

Q2. Mearrick PT, Mistilis SP. Excretion of radxacopper by T the
nzonatal rat. J Lab Clin Med 1969;74:421-426.

53. Royet JD, Sullivan JF. Distribution of protéin;bnund =inc
in normal and cirrhotic serum. Metabolism 197031%:148~157.

Sa. Chester JK, Will M. Measurent of zinc fluk'thraugh plasma
in normal and @ndotoxin-stresed pigs and | the effects of In
supplementation during stress. Br J Nutr 19813;46:119-130.

85. Girouws EL, Determination of =inc distribution between
albumin and ap-macroglobulin  in human ‘serum. Biochem Med
19755 12:258-266. - S

56. Biroux EL, Durieux .M, Sche:hters~ﬁJ. #A study of  zine
distribution in human serum. Bivinorg 'Chem 197&35:211-218.

&8



57. Scott BJ, Bradwell AR. Identification of the“serum ~binéing’
for protein for irony zincg;'cadmium, pikel‘andkcalcium Clin Chem
1983 ;29:1629-633. i S LR i 2

S8,  Prasad - AE Dberleas D. andzng Df zinc to amin cand:

serum prntexns in v1trn. I Lab-Clin Med 19703 7473 41&—4-

899. Falchuck FH Effect of acute disease and ACTH Dn
prote e Engl T Med: 1977§206:1129-1134,

JA Smath JC, Irwin MI. A cnnspectus nf&rasaar:h
meEnts of man. § Nutr 197435104:347~378.
f AF, valle BL. Isplation of a  =zinc 'dé—mérrnglbbdlin
m:human:serum. Biochemistry 1970;7:2421-2526. e

‘627 Swanson CA, King JC. Reduced serum zinc cnncen»
pregnancy. Obstec Bynecol 1983362:313-318.

&3, ‘Morgan WT. Interactions of the histiﬁine
of serum with metals. Biochemistry 1981;20:1054-

b&4. lLeucke RW, Olman ME, Baltzer EV.
effect on serum and intestinal alkaline. phnsphatase acti
Nutr 19683;94:344-350. i

b5 . Richards MP, Cousins RJ.:- Metalluthion i %
relationship %o the metabolism of dxetary zinc 1n rats
197651046:1591-1599.

b4&.  Richards MP. Cousins RJ. Zinc—-binding proféih:; relationship”
to short term changes in zinc metabolism. Proc 'S8oc-Exp Biol" .- Med:
197&5153:52-56. g = LR

67. Wilkins PJ, Grey PC, Dreosti IE. Plasma zinc as.an indicator

af zinc status in rats. Br J Nutr 1972;26:113-120.

&8. Prasad AS. Rabbani P, Abbasil A, Bowersox E, Fox MRS.
Experimental inc deficiency in humans. Ann Intern Mad
1978;8%:483-490 -

&9, Henry RW, Elmes ME. Plasma zinc in acute starvation. Br  Med
J 197534:625-626.

70. MacCormic CEC, Menard PM, Cousins RJ, Induction aof hepatic
metallothinein by ding zinc to rats of depleted zinc status.
Am J Physiol 19813240:E414-E421.

71. Henkin RI. Metal-albumin—-aminog acid interactions: chemical
and physioleogical relationships. En: Protein—-metal interactions,
editado por M. Friedman. New York: Plenum, 1974:299-328.

&9

w



72 Yunice  AA, ‘King “RW.Jr, ‘Kraikitpanicht -8, Haygo d CC,.
Lindeman ~RD. Urinary zine excretion: following 1nfuﬁlans of:
sulfate, cysteine, hxatld1n9 ar gly:lne. :
19785 235:F40~F45. : - i

735, Van Rij AM, Bodtrey PI, M’cxénz‘xe TM A

and urxnary v1n: Eucretxon &

74.° Arpaud P, Glanazza E, erxbel L
17885163:441~ 453. et :

75..  Poulik MD; waiss ML Cemlaplasmih.
structure function and. geneticicaontrol. - 2aied:
ed. New York, Academic Press 1975:51-108...

76,7 "Buhler RHO, kagi THR. ‘Human ﬁéﬁabi;‘meta
Lett. 1974539:229-234. -
77. Prasad A8, Miale A Jr, Farid Z, Sandstead' H Schit

Darby WJ. Exo:hmecal studies on dmarf;sm, ‘hypoganadrsm
anemia. Arch Intern Med 192635;111:407-428.

and..

78. Prasad A8, Miale A Jr, Farid 2, Sandstead HH ;. Schulert AR .
Zinc metabolism in patients with syndrome of iron def::;ency
aneamia, hepatosplenomegaly, dwarfism: and hypogonadism..Lab . Elin
Med 19653;61:537-549. : . .

7%. Sandstead HH, Prasad AS, Farid 2. Human =zinc deficiency,
endocrina manifestations, and response to - treatment. Am J - Clin
Nutr 196735;20:422-442.

80. Prasad A8, Oberleas D, Wolf P, Horwitz JP. . Studies on
zinc deficiency: Changes in trace elements and enzyme . activibties
in vissues ot zinc~deficient rats. J Clin Invest 19473;46:549=557.

81. Halsted JA, Ranaghy HA, Abadi P. Zinc deficiency ' in manz
the shiraz experiment. Am J Med 1972;93:277-284.

82. Sandstead HH. Zinc deficiency. A public health problem.
AJIDC 1991;145:8535-B5%.

83. Temes-Montes, X.L. , Picaporte MA, Herrero E, Selgas R,
Beberide M, Martinez-Ara, Sanchez-Sicilia L. Valores séricos y
urinarios de cinc en nefropatias exteriorizadas por sindrome
nefrético o como proteinuria en rango nefrético. Rev Clin Esp
19803515925 159-161.

84. Cunnigham~Rundles &, EBockman RS, Lin A, BGiardina PV,
Hilgartner MW, Caldwell-Brown D, Carter DM. Physiological and
pharmacological effects of zinc on immune response. Ann NY Acad
Sci 19905587:113-122.

70




85. Beisel WR, Pekarek RS, Wanemacher RW Jr. In trace element.
metabolism in animals 2 ed. WE Hoekstra, JW Suttie, H Danther, W
Mertz, chap lé&.Baltimore: Univ Park press 1974:217-240. : 2

Bé. Beach RS, Bershwin ME, Hurley LS. Altered thymic estm.u:tur*e, -
and mitogen responsiveness in postnatally zinc— dEpl"lVEd mice Dav -
Comp Immunol 197953:725~738., A ;

87. Beach RS, Bershwin ME, Hurley LS. Browth and develape
posnatally zinc-deprived mice. JoNutr 1980;5110:201-211

88. Dowd PS, Kelleher J, Guillou PJT. T—lymphocyté
interleukin-2 preoduction in: =zinc-deficient “rats
1986;55:59-69 . . : 5

£9. - Fraker PJ, Haas SM, Luecke RW. Effect of =ine
the immune responses. J Nutr 1977;107:1889-1895.

90. Gershwin ME, Beach ‘RS, Hurley. .
Immunity. New York: Academic. 19835:40Q05.

1. Bala S, Failla ML, Lunney J. T cell ‘numbers’ -and. miéogeﬁic
responsiveness aof peripheral  blood mononuclear ‘cells.  are
decreased in copper deficient rats. ' Nutr Res 1990;10:749-7&60.

Q2. Bala €, Failla M, Lunney J. Phenotipic and “functional
alterations in peripheral blood mononuclear cells - of | copper—:
deficient rats. Ann M Y Acad Sci 19903;587:283~285. i .

@I Mulhern SA, Koller LD. Severe or marginal copper deficiency
results in a graded reduction in immune status in mice. J - Nutr
198835 11B:1041-1047, . . -

4. Undomkesmna lee E, Dhanamitta S, Yhoung— Aree
Rojroongwasinkul N, Smith C Jr. BRiochemical evidence’ suggestxve
of suboptimal zinc and vitamin A status in school :hxldren int
Northeast Thailand. Am J Clin Nutr 19290352:564-547. P E

?5. D'Dell EL, Conley—Harrison J, Eesch-Williford C, Browning
JD, O'Brien D. Zinc status and peripheral nperve function- in -
guinea pigs. FASEE J 19903;4:12919-2922. .

?&.  0O°Dell BL, Becker JF, Emery MP, Browning JD. Production and
reversal of bthe neuromuscular pathology and related signs of zinc
deficiency in guinea pigs J Nutr 198935119:196~201.°

?7. Hassel CTA, Marchello JA, Lei KY. Impaired glucose tolerance
in copper-deficient rats. J Nutr 1983;113:1081-1083.

8. Danks DM. Copper deficiency in humans. Ann Rev Nutr
1988381 235-257.

71




9. Choudry H, Srivastava L, Murthy L, Petering HG. Effects . of.
dietary = copper on’insulin and thyroxine in-male ratsi i Western
Hemisphere Nutrion CongresEVI, Los’ Angeles, CA, - Aug. 1980,
Official Program.’ 1981:84. : : FRE ik

100, Jain Sk, Williams-DM. Copper deficiency anemia:
blood cell lipids and viscosity 4in rats. - Am’
17688;48:637-640. FPEH B :

101. Shohet SEBE. Hemolysis and ghanges in ‘eryth
lipids. N Engl J Med 19723;286:577-583. R

102.  Darmandy - JA. Blood viscosity and red
Methods Angiol 1980; 4.414—766. ;

103. Whitmore RL.. The influence. of éryth%ncyte
on the viscosity of blood. Exurhemlqu 1981-1

104, Yount NY, Carr TP, HacNamara:DJy Leid VY., Incorporation
water into sterol in copper-deficient: rats.,anchim-Bipphys
1221 ;1082:79-84. " : - A :

108. Klevay LM, Hyperchulesterol=m1a “in Pétsmbrbduc [= e
increase in the ratio of Vxnc to copper 1gested Am I Cl
197352463 1060-1068.

106. Ley kY.

T Nt 19833113:2178-2183.

107. Ley Ky. Cholestercl metabolism in copper—def1:1en
Nutr Rep Int 1977315:579-183.

108, Allen KGD, Klevay WM. Cheolesterolemia  and card {1
abnormalities in rats caused by capper 2 Lde 1C1Ency.”
Atherosclerosis 1978;29: 81-8%.

109. Harvey PW, Allen KGD. Dercresed plasma lacithin:
cholesteronl acyltransferase activity in copper—deficient rats. J
Nutr 1981;111:1855-18%91.

110, 0'Dell Copper-zinc interaction, effect of exces dietary
zinc on copper status, Proc N.Z. Workshop on trace elements in
New Zealand, University of Otago, Dunedin, 1981:157 1&2.

111. Nielsen FH, Zimmerman TJ, Shuler TR. Interaction among
nickel, copper and iron rats. Liver and plasma content of lipids
and trace elements. Riol Trace Elements Res 19823;4:125-132.

112, Reiser 8, Ferreti RJ, Fields M, Smith JC. Role of dietary
fructose in the enhancement of mortality and biochemical changes
associated with copper deficiency in rats. Am J Clin Nugtr
1983;38:214-223.



113.  Wu BN, Medeiros DM, Lin KN, Thorne:BM.
dietary copper-and sodium upon blood: plesur
rat. Nutr Res 1984; 4.u0%—vlo.

114. “Jones DE. Effects of dletar
delayed:  inflamatory responses ‘in‘mice.
211, : : LR :

1158, Lefebre My heen cLy Lonnerdal Bj
Copper
subfractions and lxpnprotexn receptor

19865116:1735-1742

116, Valsala P, Kurdp PA,"- Investlgat uns -
Hypercholesterolemia abserved “in cupper‘def1c1enc
Biosciences 1987312:137-145.

117. Lynch SM, Strain JJ. Effects Df dietary co pe
on hepatic antioxidant enzymes in male’ and femaie rats.
Int 1988;37:1127-1135.

118. Koo SI, Lee CC, Morvell JE. Effect of. copper deficiency an

the linphatic absorption of. cholesterol: -plasma:  -chylomicran
clearance, and post heparin lipase a:t1v1txes. Proc -Soc. Exp Biol

Med 1928;183:410-418

119. Cunnane SC, MacAdoo KR, karmazyn M. Copper intake affects
rat heart performance during ischemia-reperfusion: posible
relation to alterad lipid and fatty acid metabolism.
Prostaglandins Levkotriens and Essential Fatty Acids.

1988334:61-7%

120. White Cl. Relatianship-.between plésma zinc, angiotensin-
converting enzime, alkaline phosphatase and onset of sintoms of
zinc deficiency in the rat. Aust J Riol Sci 1988;41:34-56.

121. Mills CF. Quarterman J. Williams RE. Dalgarano AC, Panic BE.
The effects of zing deficiency on  pancreatic carboxypeptidase
activity and protein digestion and absaorption in the rat. Biocheam
T 194675102:712-718.

122, Taylor CB, Bettger WJ, EBray TM. Effects of dietary =zinc or
copper deficiency on the primary free radical defense system in
rats. J RNutr 1988;118:613-621.

123. Johanning GL, Erowning JD, Bobilya DJ, Veum TL, O'Dell BL.
Effect of =zinc deficiency on enzyme activities in rat and  pig
erythrocyte membranes. P.S.E.B.M.19920;195:224

124, PBettger WJ. Fish TJ, 0’'Dell EL, Effects of copper and zinc
status of rats on erythrocyte stability and superoxide dismutase
activity. Proc Soc Exp EBiol Med 1978;158:279-282.




125, 0’'Dell BL, Erowning JD, Reeves 'PG. 71nc‘ def1c1en:y
increases the osmotic fragility of  rat 'Erythro:ytes JoNutr
19875117:1883-1889. i S F

126, Taylor CG, Bray TM. Effect of hypeboxia. on L akyger
radical defense enzymes in the lung of anc—deTxczent T
Nutr 1991;121:460-464.

127. Thomas JP, Bachowski 67, Girothi AW, Inhlbztln
membrane lipid perDszatlon by cadmium and zinc— mptallat
Biochim Biophys Acta 1986;884:448-461.

128. Taylor CB, Towner RA, Janzen EG, Bray TM‘. MRI detection. of
hyperoxia =induced lung edema in ‘zinc deficient rats. “Free
Radical Biol Med 19903;%9:229-233. : :

129. Taylor CG, Bray ThM. Increased lung copper—zinc-superoxide
dismukesa aclbivity and absence of magnaetic. resonance imaging-
detectable lung damage in copper~deficient rats exposed to
hyperaxia. J Nutr 1991;121:4467-473.

130. Prohaska JR. Changes in Cu, Zn-superoxide dismutasa,
cytochrome « oxidasa, Glutatione peroxidasa ‘and ‘glutathione
transferase activities in copper~deficient mice and rats. J ~Nugr
19915;121:1355-363. =

131. Prohaska JR, Biochemical changes 1n copper deficiency. T
Nutr Biochem 1990-1 452461 . S

32+ Jenkinson 86, Lawrence 'RA,. Burk RF,'Nilliamé ‘DM Effects of
copper deficiency on the activity on the selenoenzyme g}gtatglmne
peroxidase and on excretion ‘and tissue retention of T
Mutr 1982;112:197-20

13%. Saari JT, Dickerson FD, Habib.MP. _Ethane-.production-in
coppar—deficient rats. P.S.E.B.M. 1990;195:30-33.

134, Paynter DI, Moir RJ, Underwood EJ. Changes in activity of
the Cu-Zn Superoxide dismutase enzyme in tissues of the rat with
changes in dietary copper. J Nutr 1979;109:1570-1579.

135. L 'Abbe MR, Fischer PWF, The effects of high dietary zinc
and copper deficiency on the activity of copper-requiring
metalloezymes in the growing rat. J NMutr 1984;114:813-822.

134, Lawrence RA, Jenkinson S6. Effects of copper deficiency on
carbon tetrachloride—induced lipid proxidation. J tab Clin HMed
1987351092:134~140., .

Mertz W. Copper. En: Trace elements in human. and
Editado por Mertz W), Academi press, New  York

137. Davis BK
animal nutrition
Vol I Sth Ed 1987:

74



138. Shields B8, Coulson WF, Kinball DA, Carnes - WH, Cartwright
GE, Wintrobe MM. Studies on copper metabolism. XKXITw
Cardiovascular lession in copper—deficient swine. Am J Path
1962341 1603-621 .

139. Klevay LM. lschemic heart disease as copper deficiency. Inz
Copper Rioavailability and metabolism. Edited by Caonstance: Kiest
Plenum Publis Corporation. 1990:197-208.

140, Schoenamann HM, Failla ML, Steele NC. - Consequences of
severe copper deficiency are independent of dietary. carbohidrate
in young pigs Am J Clin Nutr 19920b3;52:147-154. :

i41. Klevay LM. Ischemic heart disease. A major . “obstacle  ta
becoming old. Clin Geariatric Med 1987;3:361-36%. :

14Z. Klevay LM. The role of copper, =zinc, .and . other . chemical
elements  in ischemic heart disease, En: Metabolism in trace
metals in man. Vol I. 0.M. Rennert and W-Y. Chany Boca:Raton, FL,
CRC Press. 1984:129-154. A — s

143. Klevay LM, Coronary heart disease: -the . zinc/copper
hypothesis Am J Clin Nutr 1975;28:764~772, 5, p )

144. Klevay LM. Elements of ischeémic heart’ disease.

Perspect
Biol Med 1977;20:18&~1%4. T

145. ¥levay LM. The role of cnppéﬁ'and zing in’,%halesterul
metabolism. En: Advances in Nutritional Research, . Vol¥ ‘I. HH’
Draper ed. Plenum Publishing Corp; New York 1277:227-235. aT

144. K levay LM. The influence of copper ‘and -zinc' on - the
ocurrence of ischemic heart disease. J Environ Pathol  Toxicol
19803 1-29

147. Klevay LM. interactions of copper  and zine in
cardiovascular disease. Ann N Y Acad Sci 19803;355:140-148.

148, Kievay LM, Ischemic heart disease: Updating the
zinc/copper hyphotesis. En: Nutrition in Hearth Disease H.k. Naiteo
ed. S5.P. Medical % Scientific Books MNew York 1982;61-6%.

149. K levay bLM. Copper and ischemic heart disease. Biol Trace
Element Res 1983;5:245:28

150, t#levay LM. Dietari copper: A powerful determinant of
cholesteralemia. Med Hypoth 19873;24:111-120.

i51. Medeiros DM, Bagby D, Ovecka G. MacCormick R. Myofibrillar,
mitochondrial and valvular morphological alterations in cardiac
hypertrophy among coppaer—deficient rats. J Nutr 1991;121:815-824.



152. Bugaisky L, Zak R. Biological Mechanisms of hypertrophy.
En: Fozzard H.A. Jennings R.E. Haber E, Katz, A. M. & Morgan H.E.
The heart and cardiovascular syste scientific foundation, wvol:
II Raven Press New Yorlk 1986:1491-1506. :

133. Schoenemann HM, Failla ML, Rosebrough RW. Cardiac: - and
splenic levels of norepinephrine and dopanmine in deficient pigs
and rats. Comp Eiochem Physiol 1290;97:387.3%1.

154. 'Seidel KE, Failla MK, Rosebrough RW. Cardiad. catecholamine
metabolism in Copper-deficient rats. J Nutr 1991;121:474-483,

155. Hesketh JE. The effect of nutritional copper deprivation on
the catecholamine content and dopamine-B-hidroxylase activity of
rat and catle adrenal gland. Gen Pharmacol 1981;12:445-449. ¥

156. Bernard DB. Metabolic abnormalities in nephrotic syndrome:
pathophisiology and complications. En Brenner BM, Stein JH,. eds.
Nephrotic syndrome, Contemporary issues in nephrology, Vol 2. New
York: Churchil Livingstone 1982: 85-11%9.

157. Skorecki KL, Nadler SP, Badr kKF, Brennsr BM. "Renal ~ and
systemic manifestations of glomerular disease. En: ~Brenner BM
Rector FC, eds. The kidney, Philadelphia:Saunders,1984:8B21-228.

198. Eernard, DE. Extrarenal complications of +the' nephrotic
syndromne. HKidney int 1988; 1184~1202. -

159. Schnaper HW, Robson AM, Nephrotic syndrome: minimal change
disease, focal glomeruloesclerosis, and related disorders.
En:Schrier RW, Bottschalk CW, eds. Diseases of the Kidney. 4a
edicién, VYol II Boston/Toronto:litile Brown,1988:1949-2004.

140, Heymonn ¥, Lund HZ. Nephvoltic syodrome in rats. Fediatrics
196157:691-5698.

161. Frenk S, Antonomwics 1, Craig JH, J. Experimental
nephrotic syndrome induced in rats by aminonucleoside. Renal
lessions and body electrolyte composition. Proc Soc Exp Biol HMed
19595589:4R24-427.

162. PBertani T, Poggi A, Pozzoni R. Adriamycin-induced nephrotic
syndrome in rats: sequance of pathologic events. Lab Invest
1982;46: 1621,

163. Marsh BJ, Drabkin DbL. Metabolic Channeling in experimental

nephrosis. Lipid Metabolism. J Biol Chem 19353;46:16-23.

164. Morisaki N, Mastsuola M, Saito Y, Kumagal A. Lipid
matabolism in nephrotic rats induced by daunomycin injection.
Metabolism 1984; 405-410.

76



165.  Pedraza-Chaverr{ ], Gruz C, Tapia E, Pe®a JC. Activity of
serum enzymes in puromycin -aminonucleoside induced ngphrubic
syndrome. Renal Failure, en prensa. . )

164, Fiegelson ER, Drake JW, Racant L. Experimental
aminonucleoside nephrosis in rats. J Lab Clin Med 19573;50:437-446.

167. Chavez—-Ponce MT. Caracterizacién del sistema renina-
angiotensina—aldosterona en el sindrome pefrético experimental.
Tesis de licenciatura. Facultad de Ciencias Unam 1988:21-27.

148. Ibarra—Rubio ME. Niveles hepaticos del ARNm de diferntes
proteinas plasm&ticas en el sindrome nefrético experimental.
Tesis de Maestria. Faculta de ciencias, UNAM, 1990:1-8. .

169, Vernier RL, Papermaster BW, Bood RA. Aminonucleoside

nephrosis: I Electron microscopic studies of the renal -lesions

in‘rats J Exp Med 1959;109:115-126. Pt :
170. Pedraza—Chaverri{ J, Cruz G, Ibarra—-Rubio ME,-Chavez " MT,
Calleja £, Tapia E, Uribe MC, Romero L, Pefla JC. Pathophysiology
of experimental nephrotic syndrome @ induced by, puromycin
aminonuclenside in rats. I. The role of proteinuria,
Hypoproteinemia, and renin-angiotensin-system on sodium
retention. Rev Invest Clin 1990;42: 29-38.

171. Pedraza~Chaverri J, Cruz €, Chavez HT, Ibarra-Rubio ME,
Tapia E, Pefa JC. Pathophysinlogy of . experimental nephrotic
syndrome induced by puromycin aminonucleoside in  rats. III.
Effect of captopril, an angiotensin converting enzime inhibitor,
on sodium retention and proteinuria. Rev Invest Clin 1920;42:210-
216

172. Gimarri F, Gusman R, Oleggini R, Acerbo &, PRertelli R,
Paerfume F, Cercignani G, Allegrini S, D’'Allegri F, Ghiggeri G.
Renal purine efflux and xanthine oxidase activity during
experimental nephrosis in rats: difference betwen puroamycinn
aminonucleoside and adriamycin nephrosis. 1990378:285-293.

173. Portaer JM, Hewitt RI, Hasseblbtine CW, kKupka G, Lowery JA,
Wallace WS, Eohoneos N, Williams JH. Achromycin: a new antibiotic
having trypanocidal properties. Antibiot Chemother 195252:409-
410,

174. Baker BR, Joseph JP, Williams JH,. Puromycin. Synthetic
studies VII. Parkal synthesis of amino acid analogs. J Am Chem
Soc 1994376:2838.

175. Spear G65. DMSO Potentiates amiéonu:lecside of puromycin
aephrosis in rats. J Pathol 19875;153:183-187.

77



176. Farnaham AE. Effect of aminonucleoside. (of puramycin) on
normal and encephalomyocarditis (EMC) virus—infected L. cellsy
Virology 1965327:73-79. ; ; : S

177 Karnofsky DA, Clarkson BD. Dellurlar effects of. ant;can:er
drugs. Ann Rev Pharmacol 1963;3:357-428.:

178. Rabinovitz M, Fisher JM. a d155n:1at1ve eff
puromycin on the pathway of protein synthesis by ehrlich
tumor cells. J Biol Chem 1962;237:477-4B1.

17%. Nathans D, Neidle A. Structural requeriﬁenfsrfc
inhibition of protein synthesis. Mature 1963;197:10

180, Diamond JR, Bonventre JV Karnovsky MJ,,Aﬁai
free radicals in  aminonucleoside nephrusis
1986§29: 478483 . _ :

181 Beaman B, Birtwistle R, Hawie AJ, Mx:hael J,
rale  of superoxide anion and. hydrogen:  peraxide
injury induced by puromycin aminonucleoside in
1987;73:329_332. . :

182. Granger DN, Rutilig B, McCord J. Superaxida"; radicals . in
feline intestinal ischemia Gastroenterology 1981381225290 "0 -

i83. Lewandoski AE, Liao WSL, Stinson-Fisher CA, “kent 4JD,
Jeffersan LS: Effects of experimentally induced nephraosis. on
protein syntesis in rat liver. Am J Physiol 1988;254:0634-C642.

184. Girout Ry Jaubert F, Leon M, et als Albumin,
fibrinogen, prothrombin III variationsin blood, urines and liver
in rat nephrotic syndrome (Heymann nephritis). Tromb Haemostas
198734924517 .

185. Davies RW, Staprans I,  Hutchinson FN, Kaysen  BA:
Proteinuria, not altered albumin metabolism, affects
hyperlipidemia in the nephrotic rat J Clin Invest 19905;846: 600~
&O5

i8h. Pedraza-Chaverri J, Cruz C, Chavez MT. Pathohysiology of
experimental nephrotic syndroma induced by puromycin
aminonucleoside in rats. IT in vitro release of renin,

angiotensinogen and aldosterone. Rev Invest Clin 1990;42:120-126.

187. Pedraza—~Chaverri J, Cruz C, Ibarra—-Rubio ME, Hernandez C,
Tapia E, Pefa JC. Urinary excretion af renin and
angiotensinogen in nephrotic rats. Nephrotic rats. Nephron

19913557 :1046-108.

188. Pedraza—Chaverri J, Cruz C, Sandoval AA, Tapia E, Pefia JC.
Effect of captopril on wurinary  excretion of renin and

7e




ESTA TESIS no oese
SALR DE 18 mLgTEC

angiotensinogen in - aminonucleoside—nephrosis. Renal Failﬁre
1992514155159,

18%.  ‘Chan Y-L, Masan RS, Parmentier M, Savdie E, . lLissner "‘D,,‘

Posemn §.  Vitamin D metabolism in nephrotic. rats. Kidney: Int
1983124 : 336341, S

"190.  Khamiseh G, Vaziri ND, Oveisi F, Ohmadnia MR; Ahmadnia L.
Vitamin D absortion, plasma concentration and urinary’ excretion '
of 25~hydroxyvitamin D in nephrotic syndrome. Proc. Soc. Exp - Biolo.::

Med 1991351946:1210-213,

191, Beaman M, Oldifield S, Maclennan ICHM, Michael J, -Adu. D,
Hypogammaglobulinaemia in nephrotic rats is .  atributable to
hypercatabolism of Igh. Clin Exp Immunol 1988;74:425-430.

192, Houseley J, Jones L, Harvey A. Serum . x—macrogleobulins in
rat aminonucleoside nephrosis. Clin Chim Acta 1968;21:85-90

193. Ibarra~Rubio ME, Cruz C, Tapia E, Pefa JC, Pedraza-Chaverr{
J. Serum angiotensin converting enzyme activity and plasma renin
activity in experimental models of rats. Clin Exp Pharmacol
Physinl 1990;17:393-39%.

194, Arévaleo AE, Ibarra-Rubio ME, Crux €, Pela JC, Pedraza—
Chaverri J. Angigtensin—~I-converting enzime activity in puromycin
aminonucleoside~nephraotic syndrome. Clin Chim Acta. 1990;191:175-
184.

125. Marsh NA. The fibrinolytic enzyme system of the - rat: the
efect of aminonucleoside~induced nephrotic syndrome. Br ~J -Exp
Pathol 1969;50:1-12.

1960 Calderon bonzalez P. Analisis electroforéti ecugncial. de
proteinas saricas y urinarias en‘ratas con st me- nefrético
experimental. Tesis de Licenciatura. Facultad de Ciencias - UNAM
1992:1-10.

197 .Kanwar YS5. Biology of disease. Riophysiology of glomerular
filtration and proteinuria. Lab Invest 1984;51:7-21.

198, Schneeberger EE. Glomerular permeability to protein
moleculas,. Its possible estructural basis. Nephron 1974513:7-12.

199. Rannke HB, VYenkachatalam ™MA. Glomerular permeabilityof
macromoleculas. Effect of molecular configuration on the
fractional clearance of uncharged dextran and neutral horseradish
peraxidase in the rat. J Clin Invest 1979;63:713-717.

200. Mohos 8C, Skcoza L. Histochemical demonstration and

localization of sialoproteins in the glomerulus. Exp Mal Pathol
1970;12:316-323.

79




201. Bohrer .MP, Baylis C, Rabertﬁon CR, Brenner BM. Mechanism
of puromycin’induced defectE in the” transglnmerular passage  of
water-and macromolecules. J Clin Invest 19775;60:152-161%

202. . Hunsicker LG, Shearter TP, Shaffer 8§J. Acute reversible
proteinuria induced by infusion af the polycation he: adimathrineg
Kidney Int 19813;20:7-17. § sl

203. Charest PM, Roth J. Localization of sialic a:id in'kidney

glomerulis regionalization in the podocyte plasma membrane;;and

loss in experimental nephrosis.- Proc: Natl ﬁcad Sci fUSA:
1985;82:8508-8512. E " r B

204, Cartwright B6E, SBubler CJ, Wintrobe MHM. -Studies knn :apﬁer
metabolism. XI. Copper and iron metabolism < in: the nephrntlc
syndrome. J Clin Invest 19843;33:685-498. o b

205. Ellis D. Anemia in the colUrse of the ﬁeph?ntié"éyndﬁéme
secondary to transferrin depletion. J Pediatr 19777;90:953-9550

204, Brown EA, Sampson B, Muller BR, Curtis JR. Urinari iron loss
in  the nephrotic syndrome—an unusual cause of iron deficiency
with a note on urinary copper losses. Post Med T 1984;60:125-128:

207. Wiltink Wf, Van Eijk HG, Bobeck-Rutsaert MM, Gerbrandy J,. and
Leijnese B. Urinary iron excretian in nephrotic | syndrome. :‘Acta
Haemato 1972;47:269-276. E

208. Rifkind D, Kravetz HM. Knight V, Schadé AL: Urlnary‘
excretion of iron-binding protein in the. neph utl synd New
Engl J Med 1961,465.113—118. 8

209. Dagg JH, Smith 1A, Goldberg A. of

iron. Clin Sci 1946 1495~-501.

210, #Hainmero @, Cruz G, Pedraza-Chaverri any
certloplasmin  in experimental nephroti y T Med™
en prensa. o :

211. Alfrey AC. Hammond Ws. Renal iron handl i

s nephrotic
syndrome . lzdney Int 19290337:1409-1413. ke R

Z12. Richard MJ, Arpaud J, Jurkovitz C, Hachache’ T, Meftahi H,
Laporte F, Foret M, Favier A, Cardonier D. :Trace  elements and
lipid peroxidation abnormalities in patients . with chronic renal
failure. Nephron 1991387:10-15 ‘ g

213. Freeman RM, Richards CJ, Rames LK. . Zinc metabolism in
aminonuclenside—induced nephrosis. Am J Clin  Nutr  197535;28:4699-
703,




214. Reimold, EW. Changes in. zinc metabolism during: the course of
the nephrotic syndrome. Am J Dis Child 1980;134:446-50, i

218. MacCance RA, Widdowson EM. The absortion and excretion "of
zinc. Biochem J 1942;36:14692~6%96. E

216. Fairhall LT, Hoyt LH. The excretion of zinc in héalth' and
disease. J Clin Invest 19293;7:537-541. PN

217. Lindeman RD, Baxter DJ, Yunice AA. Kraikitpanitch 8.  Sardm .
concaentrations and  urinary excretion of =zinc cirrosisy nephrat1c‘4
syndrome and renal insuficiency. Am J Med Sci. 19785275

218. Timer N, Easkan S, Arcasoy A, Gavdar A0, Ek"
metabolism in nephfrotic syndrome. Nephron 1989;52:95..

219... Mahajan - 8, Speck J, Varghese &, Abu=Hamdan
Briggs W,  Prasad A, Macdenald F. Zinc metaholism
syndrome Nubtr Res 1985;1:3&0-362.

ig o
nephrutxc,“

220. Stec J, Podracka 0, Kollar J. Zinc and coppe"
nephrotic syndrome Nephrmn 1990556:186~187.

221. Ryan GB, Karnavsky MJ, An ultnastructuﬁarq
mechanism of proteinuria in aminonucleoside:nephrosi
197358:219-232., ) ; E e

V1dney “Tnt

222. Glassock RJ, Adler S6, Ward HJ, Cohen AH. Primary glameruiar

discases. En: The kidney. Brenner BEM, Rector FC . Jr. :Saunders:
Philadelphia 1991;1182-127%.

223. Markowitz H, Gubler CJ, Mahoney. JP, Cartwright GE, Wintrobe
MM. Studies on copper metabolism. XIV. Copper, ceruloplasmin and
oxidase activity in sera of normal human subjects, praegnant
women, and patients with infection, hepatolenticulayr degeneration
and the nephrotic syndrome. J Clin Invest 1985;43:1498-1508.

224, Jensen H. Plasma protein and lipid pattern in nephrotic
syndrome Act Med Scand 19467;182:4465-473,

225. Prohaska JR, Lukasewycz DA. Effects of copper deficiency on
the immune system. Adv Exp Med Biol 1990;2&2:123-146.

226. Diamond JR. The of reactive oxygen species in animal deels
of glomerular disease. Am J Kidney Dis 1992;19:292-230. )

227. Elake DR, Hall ND, Treby DA, Haliwel B, EutterlqgepiJMC.
Oxygen free radicals and lipid peroxidation imhibition: by :the
protein ceruloplasmin. FERS Lett 1980;112:269-274.. : g

228. Goldstein IM, Kaplan HB, Edslson HS, . Weissman . 6.



Ceruloplasmin: a2 scavenger aof =upernA1de anion radlcals
Chem 19793204:4044-4045.

229. Hancock DE, Onstad JW, Wolf PL. Transferrln loss
urine ‘with hypochromic, m1EPDCyt1C anemla. Am
1976565:73~78.

230, Lowry OH, Rnsembrnught»NJ, Farr AL, Randa
determination  with the “folin . phennl‘
1951 ;19%: 265272, i S g

231, Beaty RD.  Concepto
espectrofotometria

Corporation 197%9.

2ZT2. Butrimovitz :
blood . plasmz “by-atdm
1977 5394:63~71. o

23E3. Dawson JB, Ellis DJ,. Newton—John H.:Di
copper - in. serum . and urine by-atomic “absorpti
Clin Chim Acta 1968;21:33-41. S i

234. Ferpandexz FJ, kahn HL. Clinical méthodé
absorption spectroscopy. Clin Chem Newsl 1971;3:24-31.

235. Makino T, Takahara K. Direct determination of
copper and zinc in infants by atomic absorption with
nebulization. Clin Chem 1981327:1445-1453

2T6. Parker MM, Humoller FL, Mahler DJ. Determination of cnﬁpér,
and zinc in biological material. Clin Chem 1267;13:40-48. .7 =i

237 Weinstock N, Uhlemann M. Automated determination of cnppeﬁ
in undiluted serum by atomic sbzorpticn spechruscopy. Clin  Chem
1981 527:1438-1446. - nETET

238. Roach AG, Sanderson P, Williams DR. Determination of  trace
of copper, zinc and magnesium in animal feeds by atomic-
absorption spectrophotometry. Analyst 1968373:142-49.




	Portada
	Índice
	Resumen
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Hipótesis   IV. Objetivo
	V. Material y Métodos
	VI. Resultados
	VII. Discusión
	VIII. Conclusiones
	IX. Bibliografía



