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RESUMEN, 

El SN inducido en ratas con la administración subcutánea del aminonticleósido de puromicina (ANP) es 

un modelo experimental de la enfermedad de cambios mínimos que se presenta en humanos y que se 

caracteriza, principalmente, por proteinuria y por alteraciones en la concentración de diversas proteicas 

circulantes. Por ejemplo, la concentración plasmática de angiotensinógeno (CPA) disminuye y su excreción 

urinaria (EUA) aumenta al Igual que la concentración plasmática de renina (CPR). Se ha postulado que la 

disminución de la CPA es resultado de la elevada EUA y de su consumo por renina (debido al aumento en la 

CPR), sin embargo, en este modelo experimental no se han estudiado las posibles alteraciones en la expresión 

del gen de angiotensinógeno (Ao) y su respuesta a diversos factores que la regulan en condiciones normales. 

Con este objetivo se determinaron la CPA, la CPR y la EUA mediante radioinnumoanalisis de 

angiotensina 1 (Al) y los niveles hepáticos del ácido ribonuclelco mensajero (ARNrn) de Ao mediante las técnicas 

de "Northem blot" y "slot bid" en ratas controles, nefróticas, y controles y nefróticas sometidas a los siguientes 

tratamientos: dexametasona (DEX), etinil-estradiol (EE), nefrectomla (NX), triyodotironlna (T3), captopril (CAP) y 

adrenalectomla (ADX). 

Al octavo cita de la administración del ANP, las ratas nefróticas presentaron todas las características del 

SN, incluyendo la disminución en CPA (382 t 142 es. 888 t 152 ng Al/mUh) y los aumentos en CPR (26.7 t 6.8 

vs. 11.5 t 2.6 ng Al/mi/tú y EUA (4.02 t 1.86 es. 0.101 t 0.064 pg Alf24h). El análisis mediante "Northern blot" 

mostró la integridad del ARN total, al como la identidad del ARNm de Ao (1760 nucleótidos). Mediante la 

técnica de "slot blot" se encontró que las ratas con SN no presentan alteraciones en los niveles hepáticos del 

ARNm de Ao y que la respuesta a los diferentes estímulos fue similar en ratas controles y en ratas nefróticas. 

Los resultados tanto de CPA (n = 8-10) como del ARNm (n = 6-8), expresados como cambios porcentuales 

respecto a su basal, fueron los siguientes: 

CONTROLES NEFROTICOS 
CPA ARNm CPA ARNm 

DEX T 223±20 T 216±51 1" 274±80 T 234±43 
EE 1' 237120 'T 183±23 T 341t40 T 229117 
NX I 254140 T 227±35 T 247370 T 262±47 
T3 T 204±30 T 2661:24 I 164140 T 270183 
CAP 1 47±10 SIN CAMBIO 1 	31±10 SIN CAMBIO 
ADX 1 51±12 ,i- 2712 SIN CAMBIO 1. 410 

En las ratas nefróticas los cambios en la CPA se reflejaron en la EUA, a excepción de los grupos 

tratados con T3 y ADX. La CPR de las ratas controles aumentó con CAP y ADX y disminuyó con NX, mientras 

que en ratas con SN los niveles de CPR aumentaron aún más con DEX y CAP y disminuyeron con NX y ADX. 

Se concluye que la disminución en CPA en el sindrome nefrótico no se debe a cambios en los niveles 

hepáticos del ARNm de esta proteína ni a alteraciones en la capacidad de respuesta del gen a los tratamientos 

estudiados en el presente trabajo. Los únicos factores documentados hasta ahora para explicar esta disminución 

son su elevada excreción urinaria y su elevada degradación por los altos niveles de renina circulante. 



1. INTRODUCCIÓN. 

1.1. SISTEMA RENINA-ANGIOTIENSINA (SRA). 

El sistema renina angiotensina (SRA) es uno de los principales reguladores de la presión arterial y del 

equilibrio hldrico y electroiltico (1). Los componentes de este sistema son: a) angiolensinogeno (Ao), b) leona, 

c) angiotensina I (Al), d) enzima convertidora de Al (ECA), e) angiotensina II (AII), f) angiotensina III (AIII) y y) 

angiotensinasas. 

La enzima renina catalina la hidrólisis del Ao para originar la Al, este decapéptido es hidrolizado por la 

ECA, una dipeptidil-carboxipeptidasa produciéndose el octapóptido All, el cual se une a receptores en la 

superficie celular de diferentes órganos e Induce una gran variedad de efectos biológicos como: 

vasoconstricción, sensación de sed, gluconeogénesis, estimulación de la secreción de aldosterona y de 

catecolaminas, de prolaclina, de hormona adrenocorticotrópica y de Ao e inhibición de la secreción de renina (2-

4). La All es convertida a AIII por la acción de la angiotensinasa A. Esta última enzima actúa también sobre la Al 

eliminando el residuo ácido aspártico para originar el nonapéptido des-ácido aspártico-angiotensina I (des-Aspl-

Al) que luego es transformado por la ECA en AIII. Finalmente, un conjunto de enzimas denominadas 

angiotensinasas degradan a la AIII en fragmentos Inactivos (figura 1). 

COMPONENTES DEL SRA 
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Figura 1. Componentes del sistema renina-angiotensina. 

Esta cascada bloqulmica ha sido considerada tradicionalmente como un sistema endocrino porque 

varios de sus componentes se originan en diferentes órganos y su proteína efectora, la All, es conducida por el 

torrente circulatorio a su sitio de acción. Sin embargo, evidencias bioquímicas y moleculares indican la existencia 

ECA 



de varios SRA locales en órganos como cerebro, vasculatura, corazón, riñón, testiculo, intestino, pulmón, 

glándulas adrenales, ovario y tejido adiposo, entre otros (5.9). La Alt generada en estos SRA locales cocida 

regular el flujo sanguineo en regiones especificas de estos órganos modificando el tono vascular. 

1.2. SiNDROME NEFRÓTICO (SN). 

El SN es un padecimiento que se presenta en humanos de todas las edades cuyo origen puede ser 

primario (idiopático), o secundario (consecuencia de otras enfermedades como lupus eritematoso, diabetes 

mellitus y alergias entre otros desórdenes) (10). El daño principal en el SN es la alteración en la estructura de la 

barrera de filtración glomerular, lo que provoca la pérdida de protelnas por vía urinaria. A consecuencia de esta 

pérdida se originan otras anormalidades como: hlpoproteinemla, hipoalbuminemia, hipercolesterolemia, 

retención de sodio, alteraciones en el metabolismo de muchas proteínas plasmáticas, hipercoagulabilidad y 

tromboembolismo, alteraciones en el sistema inmunitario, ascitis y edema (11.18). El SN puede ser inducido 

experimentalmente por modelos de tipo inmunológico al inyectar anticuerpos dirigidos contra antígenos de riñón 

o por modelos de tipo quIrnico administrando adriamicina c aminonucleósido de puromicina (ANP), que es un 

derivado del antibiótico puromicina (19). Del SN inducido por ANP se han descrito 2 modelos, el agudo y el 

crónico. El modelo agudo es reversible y se presenta luego de una sola inyección con una dosis de ANP de 50 a 

150 mg(Kg de peso corporal que desencadena una proteinuria masiva y las caracterlsticas típicas del SN. Al 

cabo de unas semanas la proteinuria disminuye hasta desaparecer. El modelo crónico se produce con 

inyecciones periódicas de ANP con dosis menores a las del modelo agudo y el daño provocado es irreversible. 

Se ha postulado que el daño renal que ocasiona el ANP se debe a los radicales libres producidos 

durante su metabolismo, los cuales causan daño estructural y una reducción en la carga negativa de las células 

epiteliales del glomérulo (20), lo que se traduce en la lesión característica del SN que es la fusión de los 

podocitos (21), Esto hace que se presente proteinuria, cuya magnitud puede provocar que la concentración de 

proteínas en la orina (30-40 mgrml) sea la misma que en suero (22). La concentración plasmática de una 

proteína depende de las siguientes variables: a) velocidad de síntesis, b) catabolismo y c) pérdida urinaria. Se 

ha observado que en el SN te velocidad do síntesis de muchas proteínas aumenta (23.27) aunque la de otras no 

cambia (23,27) lo que indica que el mecanismo de regulación de síntesis proteica en el SN no es el mismo para 

todas las proteínas. También se ha encontrado que los cambios de los niveles plasmáticos de una proteína no 

permiten predecir los cambios que ocurren en los niveles de su ARNm o en la velocidad de transcripción, ni si 

aumentará su pérdida por vía urinaria tal y como lo han demostrado Sun el al. (27) al estudiar en el síndrome 

nefrótico diferentes protelnas. Ellos encontraron que los niveles circulantes de fibrinógeno y los niveles 

hepáticos de su ARNm aumentan, así como su Indice de transcripción, sin embargo su excreción urinaria no 

cambió, Los cambios que encontraron al estudiar la glicoprotelna ácida a-1 fueron diferentes puesto que su 

concentración plasmática disminuyó y su excreción urinaria aumentó sin que se hayan modificado los niveles 

hepáticos de su ARNm y su Indice de transcripción. La última proteína que estudiaron fue la albúmina cuyos 

niveles circulantes disminuyeron mientras que su excreción urinaria, el contenido hepático de su ARNm y su 

Indice de transcripción aumentaron. 



Entre las proteínas que se pierden por orina en el SN, se encuentran la albúmina (23,28,29), proteínas 

transportadoras de vitamina D (30,31), unidoras de metales y hormonas (32-36), transferrina (32,33), 

inmunoglobulinas (37,38), factores promotores e inhibidores de la coagulación (23,39.41) y eritropoyetina 

(42,43). Varios reportes indican que esta proteinuria no es selectiva puesto que se pierden proteínas de peso 

molecular bajo, intermedio y alto (44,45). 

El SRA en el SN presenta muchas alteraciones, por ejemplo: la actividad y la concentración plasrnática 

de renina (APR y CPR respectivamente), la actividad de la ECA y los niveles de aldosterona muestran 

incrementos y la concentración plasmática de Ao (CPA) disminuye (46-48). Además se ha demostrado que la 

renina, el Ao y la ECA se pierden por la orina (49-51). 

1.3. ANGIOTENSINÓGENO. 

La proteína de estudio en este trabajo, el Ao, es una u-2 globulina sintetizada principalmente por el 

hígado, y su sitio de reserva es el plasma (52). Además del hígado, otros sitios de síntesis son cerebro, tejido 

adiposo café, riltón y adrenales entre otros (53-56) (Tabla 1). El peso molecular del Ao es de 55 a 60 kDa y se 

secreta de manera constitutiva. En la rata, la estructura de aminoácidos deducida a partir de la donación de su 

ADNc (57) Indica que de los 452 aminoácidos aproximadamente el 20% son idénticos en naturaleza y posición a 

los de algunos miembros de la superfamilia de proteínas denominadas inhibidoras de proteasas de serina: a1-

antitripsina, arantiquimiotripsina, antitrombina III, globulinas acarreadoras de corticosteroldes y de hormonas 

tiroideas, el cofactor de la heparina y la ovoalbúmina, est que tal vez esta proteína posea otra función además 

de la de ser sustrato de la renina (58). 

Tabla 1. Distribución del ARNm de Ao de rata. Estas concentraciones se determinaron mediante densitometrla y 
los porcentajes se calcularon tomando como el 100% a la cantidad do ARNm de Ao presento en el hígado (Ref. 
52). 

TEJIDO ARNm de Ao (100%) 

rilGADO 100 

CEREBRO 3-30 

TEJIDO ADIPOSO 5 

RIÑÓN 1.6-5 

ADRENAL 1.5 

VASOS 1-2 

PULMÓN 0.3-1 

OVARIO 3-4 

CORAZÓN 0.5-5 

BAZO 0-4 

Se han publicado variaciones en los niveles atemáticos de Ao en diversas condiciones fisiológicas y 

patológicas, por ejemplo, se han observado altos niveles de esta proteína en hipercorticIsmo (59), inflamación 



4 
(60), embarazo y templas anticonceptivas (61), y bajos niveles asociados con insuficiencia adrenal (62) y con 

tratamientos antihipertensivos (63). Aún se discute la causa de las variaciones en la CPA; la mayoría de los 

autores postulan que estas variaciones se deben a modificaciones en la expresión del gen de Ao reguladas por 

factores hormonales como glucocorticoides, estrógenos, prostaglandinas, insulina, All y hormonas tiroideas, 

entre otros y que dichas variaciones no son consecuencia de los cambios en los niveles de renina. Por ejemplo 

Bing y Poulsen (64) y Tateishi et al. (65) observaron un aumento de la CPA en ratas binefrectomizadas a pesar 

de la inyección de renina, Freeman y Rostoder (66) observaron que al añadir actinomicina D a un sistema de 

hepatocitos se bloqueó por completo el aumento de Ao; Radziwill et al. (67) informaron que en ratas con 

hipertensión Goldblatt los niveles de renina permanecieron elevados durante lapsos largos de tiempo sin que la 

CPA se modificara; Page y McCubbin (68) informaron que en ratas, después del parto, la CPA permaneció baja 

en tanto que la renina regresó a niveles normales; Dzau y Hermann (69) han reportado que en ratas 

hipertiroideas o hipotiroideas hay variaciones en la CPA sin que se modifiquen los niveles de APR y de CPR; 

Gotoh et al. (69) han mostrado que la destrucción del núcleo paraventricular causa la disminución de CPA sin 

afectar la APR. En conjunto, estos informes indican que la disminución en CPA se debió principalmente a la 

reducción de su secreción hepática y no a la degradación de Ao por la renina. 

Otros autores, sin embargo, indican que las variaciones en la CPA se deben a la acción de la renina 

sobre el Ao (71). Por ejemplo, se ha informado que la administración repetida de inhibidores de la ECA induce 

un aumento de la renina y Al plasmáticas así como una disminución de la CPA . El aumento de refina sugiere 

que esta enzima hidroliza al Ao a una velocidad más atta que ala que esta proteína se sintetiza en el hígado 

(63,67,72), La adrenalectomla disminuye la CPA, pero se ha informado que no produce cambios en la sintesis 

del Ao ni en su ARNm (73,74), por lo que es posible que la disminución en la CPA se deba probablemente a un 

aumento en su degradación enzimática, lo cual coincide con el aumento en los niveles de renina y de Al (75). 

Hasta ahora se ha demostrado claramente que la administración de glucocorticoldes, estrógenos y 

hormonas tiroideas aumentan los niveles hepáticos del ARNm de Ao (52,76-79), al igual que la nefrectomla 

(52M0), mientras que aún no está claro el efecto de la adrenalectomla sobre los niveles del ARNm de Ao ya que 

hay Informes que indican que causa una disminución en este ácido nucleico (78,81) y otros trabajos Informan 

que no lo afecta (73,74,77). También se ha informado que los Inhibidores de la ECA disminuyen el contenido 

hepático del ARNm de Ao (82,83). 

1.4. ANTECEDENTES INMEDIATOS. 

Una de las líneas de investigación de nuestro grupo de trabajo ha sido el estudio de las alteraciones 

metabólicas del SN Inducido por ANP. Este modelo presenta similitudes con la enfermedad de cambios mlnimos 

que se presenta en humanos por lo que es de gran ayuda para tratar de entender los mecanismos bioqulmicos y 

fisiológicos del SN. 

Algunas de las alteraciones típicas de esta enfermedad y cuyos mecanismos no están completamente 

dilucidados son los aumentos en la retención de sodio y agua, los que conllevan a la formación de edema y 

ascitis. Como ya se mencionó en la Introducción, el SRA es el responsable de la homeostasis del sodio y del 

agua mediante la generación de la All, la cual participa en esta acción de manera indirecta a través de la 



estimulación de la liberación de la aldosterona por las glándulas suprarrenales y de manera directa a nivel de 

túbulo renal. 

El estudio del SRA se inició al investigar si la retención de sodio que ocurre en el SN era consecuencia 

de la activación de este sistema hormonal (46). Para comprobar lo anterior, se estudió diariamente durante 21 

dias la retención de sodio y los cambios en los componentes del SRA en las ratas inyectadas con ANP. Estos 

animales presentaron proleinuria a partir del dia 4 y retención de sodio los días 2 a 7. El SRA se activó el dia 4 

manifestándose por el aumento de renina circulante (actividad y concentración plasmática de renina). Con estos 

datos se concluyó que la retención de sodio precede a la activación del SRA, y que por lo tanto, este último no 

es responsable de la retención de sodio en este modelo experimental de SN. 

Posteriormente se estudió si la inhibición del SRA por captopril (un inhibidor de la ECA, y por lo tanto de 

la generación de Al», modificaba el patrón de retención de sodio en estas ratas. Sin embargo, este inhibidor no 

produjo ninguna alteración en el perfil diario de la retención de sodio (48). En este trabajo subsecuente también 

se alcanzó la misma conclusión: El SRA no es responsable de la retención de sodio en el SN. 

En este modelo experimental también se encontró que otros componentes de) SRA se alteran: la enzima 

converlidora de Al aumenta mientras que la concentración Osmótica de angiotensinógeno (substrato de renina) 

disminuye. Estos datos del comportamiento en circulación de las proteínas recién mencionadas nos condujo a 

investigar el mecanismo por medio del cual la concentración de las mismas cambia. En primer lugar estudiamos 

si estas protelnas se pierden por orina, encontrándose que tanto la renina como la ECA y el Ao aparecen en 

ésta. Llama la atención que mientras estas tres protelnas se pierden en la orina su comportamiento en 

circulación no es el mismo: tonina y ECA aumentan y Ao disminuye. Esto significa que no se puede predecir el 

comportamiento en plasma de una proteina en SN a partir del dato de su excreción urinaria, Por otra parte estos 

datos también indican que a pesar de la disminución de las proteínas totales en el SN, la concentración de 

algunas proteínas especificas puede aumentar. 

Ya que la concentración de una proteína depende al menos de su síntesis, catabolismo, distribución y 

pérdidas corporales (por ejemplo en la orina), es evidente que no conocernos todos estos parámetros para las 

protelnas del SRA y que por lo tanto no conocemos el mecanismo por medio del cual éstas cambian. En el caso 

particular del Ao, cuyos niveles circulantes están bajos y su excreción urinaria está elevada en el SN, no 

tenemos información acerca de su sintesis ni de su catabolismo. Por lo tanto, continuando con esta linea de 

investigación, en este trabajo se estudia la expresión del gen de Ao en ratas controles y nefróticas y su 

regulación por diversos tratamientos, los cuales en ratas normales afectan los niveles circulantes de esta 

proteína y el contenido hepático de su ARNm. 

Los niveles basales de este ARNrn especifico nos permitirán conocer si existen diferencias en la 

expresión del gen de Ao que nos permitan deducir si hay cambios en la síntesis de esta protelna. 

La respuesta a los diferentes tratamientos permitirá conocer sl las ratas nefróticas son capaces de 

responder a estos estimules y si existe una alteración en la modulación de la expresión del gen de Ao. 

Además en estas mismas ratas se medirán: 

a) Los niveles circulantes y la excreción urinaria de Ao y 

b) La concentración plasmática de renina 



La información acerca de la renina circulante nos permitirá tener Un indice parcial del catabolismo de Ao 

y junto con los datos del ARNm de Ao este trabajo nos permitirá tener una visión más completa del mecanismo 

de la disminución del Ao en el SN en los siguientes puntos: 

1) niveles basales del ARNm de Ao, 

2) Regulación de la expresión del gen hepático de Ao, 

3) Catabolismo del Ao por renina, 

4) Pérdida urinaria. 



OBJETIVO GENERAL. 

Estudiar ta regulación de los niveles circulantes de Ao y del contenido hepático de su AHNrn en 	SN 

experimental. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

Determinar si hay diferencias en el contenido hepático del ARNIn de Ao entre las ratas normales y 

nefrólicas, 

Investigar si el hígado de ratas nefríticas es capaz de responder de la misma forma que el de las ratas 

normales a factores que regulan el gen de Ao. 

HIPÓTESIS. 

Al presentarse alteraciones importantes en los niveles plasmaticos y urinarios de Ao en el SN, es 

probable que también existan alteraciones a nivel de la expresión del gen o en la capacidad de respuesta del 

hígado a factores que regulan esta proteína. 



4. MATERIAL Y MÉTODOS. 

4.1. 	DISEÑO EXPERIMENTAL. 

Se usaron 220 ratas macho de la cepa alistar de aproximadamente 200 g de peso las cuales se 

subdividieron en grupos de 10 animales cada uno de acuerdo al siguiente esquema de trabajo: 1) control; 2) 

control + tratamiento; 3) síndrome nefrótico; 4) síndrome nefrótico + tratamiento. 

4.1.1. INDUCCIÓN DEL SN, 

El SN se indujo mediante una inyección subcutánea única de ANP (Sigma Chem. Co.) a una dosis de 15 

nig/100 g de peso corporal. El ANP se disolvió al 2% en solución salina al 0,9%. 

Los animales de estudio tuvieron libre acceso tanto al alimento como al agua y se mantuvieron en jaulas 

metabólicas para obtener muestras de orina de 24 horas. Las ratas nefróticas se sacrificaron 8 dlas después de 

la inyección del ANP dado que se ha encontrado que en este día los niveles circulantes de Ao se encuentran 

disminuidos (46.48). Antes del sacrificio las ralas controles y nefróticas recibieron diferentes tratamientos a los 

tiempos indicados en el siguiente párrafo. Después del sacrificio por decapitación se obtuvieron plasma, suero y 

tejido hepático de cada uno de los animales. El plasma, suero y orina se guardaron a -20°C hasta que se 

realizaron las determinaciones bioquímica; el hígado extraldo se congeló inmediatamente en nitrógeno liquido y 

se mantuvo en éste hasta iniciar la extracción del ARN total para determinar los niveles del ARNm de Ao y de p-

ectina, 

4.1.2. TRATAMIENTOS. 

Los tratamientos fueron los siguientes' Tratamiento A) dexametasona (DEX; 10 ing/Kg)(69); tratamiento 

13) etinil-estradiol (EE; 4 mg/Kg)(69); tratamiento C) triyodotironina (T3; 1 mg/Kg) (84). La administración de estas 

substancias se realizó mediante una inyección única y subcutánea 24 horas antes del sacrificio. La DEX y el EE 

se disolvieron en alcohol al 70% y luego en aceite de cacahuate; la T3 se disolvió en solución salina isotónica. 

Los 3 agentes se adquirieron de Sigma Chem. Co. Tratamiento D) nefrectornta (NX) 8 horas antes de sacrificar 

a las ratas (80,85); tratamiento E) el captopril (CAP; Squibbs and Sons) se administró disuelto en el agua de 

beber a una concentración de 0.5 g/L desde el dla de la inyección del ANP hasta el dla del sacrificio. Las ratas 

controles recibieron durante 8 dlas este tratamiento (48); tratamiento F) adrenalectomía (ADX) 24 horas antes 

del sacrificio (75). Para realizar la NX y la ADX los animales se anestesiaron con éter. 

4.2. DETERMINACIONES DIOQUiMICAS: 

Las determinaciones bioquímicas fueron las siguientes: 

- Concentración plasmática de angiotensinógeno (CPA), de renina (CPR) y de albúmina, 

- Excreción urinaria de angiotensinógeno (EUA) y de protelnas totales. 

- Concentración sérica de proteinas, colesterol y nitrógeno de urea. 

Las determinaciones de CPA, EUA y CFR se realizaron por un radioinmunoanálisis (RIA) de Al generada in 

vitro. Se emplearon anticuerpos antl-Al que fueron preparados y caracterizados en el laboratorio (86). La Al-1125  

se adquirió de NEN Research Products, 
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La Al se genera como resultado de la actividad enzimática de la renina sobre el Ao o sustrato de renina De 

esta manera, los cambios detectados en los niveles de Al revelan los cambios en los niveles de Ao. 

4.2.1. CONCENTRACIÓN PLASMÁTICA (CPA) Y EXCRECIÓN URINARIA DE ANGIOTENSINÓGENO 

(EUA). 

En estas determinaciones se adiciona un exceso de renina porcina para agotar el angiotensinógeno presente 

en las muestras a medir. El protocolo para la generación de Al fue el siguiente: 

A una serie de tubos de ensayo de 12 x 75 mm colocados en hielo se adicionaron: 25 pl de plasma u 

orina, 5 pl de hidroxiquinoleina al 6.6%, 5 p1 de dimercaprol al 3,4%, 5 p1 de EDTA 0.25 M, 5 pl de renina porcina 

(Sigma Chem. Co.) y 360 pl de amortiguador de rnaleatos 0.2 M pH 6.0. Todas las muestras problema se 

hicieron por duplicado. 

Los tubos se Incubaron a 37°C durante 1 h, fueron regresados al hielo, se aforó cada uno a 1 mL con 

amortiguador filma base 0.1 M pH 7.38 y luego se hizo una dilución 1:10 con este mismo amortiguador. Se 

tomaron 100 pl para el RIA (Tabla II). Para calcular la EUA se consideró el volumen urinario de 24 h para 

expresar los resultados como In Alidia (49), mientras que la CPA se expresó como ng AllmUh. 

4.2.2. CONCENTRACIÓN PLASMÁTICA DE RENINA (CPR). 

En esta determinación se midió la Al generada por la acción enzirnática de la renina presente en la 

muestra sobre un exceso de anglotensinógeno (plasma obtenido de ratas binefrectornIzadas durante 24 h). El 

propósito de la adición de un exceso de sustrato fue saturar a la renina. 

El protocolo para esta determinación fue el siguiente: 

A una serle de tubos de ensayo de 12 x 75 mm colocados en hielo se adicionaron: 60 pl de plasma, 5 pl 

de hidroxiquinolelna al 6.6%, 5 pl de dimercaprol al 3.4%, 1 mL de amortiguador de maleatos 0.2 M pH 6,0 y 450 

pl de substrato de renina, Al Igual que para la determinación de CPA y EUA, las muestras problema se hicieron 

por duplicado. Este volumen se dividió en 2 allcuotas. Una de ellas se incubó a 37°C y la otra a 4°C (en hielo) 

durante 1 hora. Los tubos Incubados a 37°C fueron regresados al hielo y se tomaron 100 pL para el RIA (Tabla 

II). 

4.2.3. PROTOCOLO PARA EL RIA DE Al. 

El RIA es una técnica que se basa en la competencia de un antígeno marcado y antígeno no marcado por un 

anticuerpo especifico a ese antígeno. Al montar el RIA se construyó una curva patrón en la cual se interpolaron 

los datos de las muestras problema. Las concentraciones de los patrones usados para construir la curva fueron: 

0.10, 0.25, 0.50, 1.00, 2.50 y 5.00 ng Al/mL. También se incluyeron tubos para determinar las cuentas totales 

(CT), la unión no especifica (UNE) y la unión máxima (100%). El contador empleado (Gammacord de Micro 

Medio System) tiene Incorporado un "software" que realiza una regresión logit y calcula la concentración de Al 

presente en cada muestra, expresando los resultados como ng de Al!mlJh. 



TABLA II. PROTOCOLO PARA EL RIA DE Al. 

# TUBO Amortiguador 
de ensayo  

1.5 mL 

ESTÁNDAR MUESTRA AI-1125  

50p1 

ANTICUERPO 

CUENTAS 
TOTALES 

1 a 4 

UNIÓN NO 
ESPECIFICA 

5 a 8 0.5 mL 100 pl ar o --- 50111 

100% 9 a 12 100 pIST O 50 pl 500111 

0.1 ng Al/m1 13 a 14 100 pl 50 pi 500111 

0.25 ng Al/mL 15 a 16 100 pl 50 pl 500 pi 

0.5 ng Al/mL 17 a 18 --• 100 pl 50 pl 500 pi 

1.0 ng Al/mL 19 a 20 -•- 100111 50 pI 500111 

2.5 ng Al/mL 21 a 22 100 pl --• 50 pl 500111 

5.0 ng Al/ml 23 a 24 --- 100 pl 50111 500 pl 

CONTROL A 25 a 2G ..... 100 pI .... 50111 500 pi 

CONTROL B 27 a 28 --- 100111 50 pl 500111 

CONTROL C 29 a 30 --- 100 pl -- 50111 500 pi 
CPA --• 50p1+50p1 

ASB 
50111 500111 

CUA --- --• 50p1+50p1 
ASB 

50 pI 500111 

CPR --- 100 pI 50 pl 500111 

CONTROL A . 0.175 ng Al/rnUh. 

CONTROL B = 0.75 ng 

CONTROL C = 3.75 ng Al/mUh. 

ST O = O ng 

ASB = Albúmina sérica bovina grado RIA al 5%. 

Después de agregar el anticuerpo: 

- Los tubos se agitaron en vórtex 15 seg y se incubaron a 4°C durante 1811, 

- Se afladió 1 mL de carbón activado a cada tubo (a excepción de los tubos de CT) y se agitó en vórtex 

15 seg para separar la AI•1125 que no se unió al anticuerpo. 

• Los tubos se centrifugaron a 2,500 rpm a 4°C durante 15 min. 

• El sobrenadante se decantó cuidadosamente a tubos de ensayo de plástico de 12 x 75 mm. 

- Los tubos de plástico se contaron en un contador de radiaciones gama durante 2 min. 



4.2.3.1. CÁLCULO DE RESULTADOS DEL RIA. 

Para las determinaciones de CPA y EUA, las muestras de plasma u orina se diluyeron 1:800, por lo que 

el resultado obtenido de la regresión logit se multiplicó por 800 para obtener los ng de Al generada por mililitro 

por hora de incubación. Para la EUA se consideró el volumen urinario de 24 horas expresando el resultado como 

pg (le Al por dia. 

Para las determinaciones de CPR se restó el valor de la Al generada en los tubos incubados a 4"C al 

valor de la Al generada en los tubos incubados a 37°C, y el resultado se multiplicó por 30 que es la dilución 

practicada a la muestra. 

4.2.4. ALBÚMINA. Para esta determinación se usó una prueba colorirnótrica (Sigma Chem. Co.) que es una 

modificación del método de Douinas (87) y que se basa en la unión del verde de bromoctesol a la albúmina, 

produciéndose un complejo color verde-azul cuya absorbencia máxima es a 628 nm. La intensidad de este color 

es directamente proporcional a la concentración de albúmina presente en la muestra. Para esta determinación 

se hizo una curva patrón con estándares de 2, 4, 6 y 8 gldL para interpolar las muestras problema, 

4.2.5. COLESTEROL. La determinación de colesterol sérico se realizó utilizando el estuche comercial 

"monotest® colesterol CHOD-PAP" (Farmacéuticos lakeside) que es una prueba enzimática colorimétrica. El 

método se basa en reacciones enzimáticas sobre los ésteres de colesterol y los productos de su hidrólisis para 

producir un compuesto rojo con absorbencia máxima a 505 nm. Los resultados se expresan como mg/dL. 

4.2.6. CREATININA. La creatinina se midió por el método de picrato alcalino en un autoanalizador de creatinina 

2 de Beckman cuyo fundamento es el siguiente: cuando se inyectan 25 pl de suero en el autoanalizador, la 

creatinina de la muestra reacciona con el ácido Meneo en medio alcalino en una celdilla de reacción y produce 

un complejo de color rojo. Se mide la velocidad del aumento de absorción debido a la formación del complejo 

alcalino de picrato de creatinina. La velocidad de formación del complejo es directamente proporcional a la 

concentración de creatinina en la muestra. Los resultados se expresan en mg/d1, 

4.2.7. NITRÓGENO DE UREA. El nitrógeno de urea se cuantificó en un analizador BUN 2 de l3eckman. Este 

analizador utiliza un método enzimático que mide la velocidad de cambio de la conductividad en la reacción. Se 

inyectan 10 pL de la muestra con la ureasa en la celdilla de reacción, El resultado de la reacción es la 

conversión de la especie no iónica (urea) en una iónica (carbonato de amoniaco), la cual aumenta la 

conductividad de la solución. El electrodo de conductividad del aparato mide la velocidad de aumento de la 

conductividad en la reacción. Esta velocidad es proporcional a la cantidad de nitrógeno ureico presente en la 

muestra. El analizador procesa esta serial y presenta el valor de la concentración de nitrógeno ureico (o urea) en 

mg/dL en un lector digital. 



4.3. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR. 

Para esta parte del trabajo se usó el tejido hepático almacenado en nitrógeno liquido en tubos eppendorl 

de 1.5 

4.3.1. EXTRACCIÓN DEL ARN TOTAL. 

Debido a que el ARN es muy susceptible a la degradación por ribonucleasas fue necesario evitar la 

acción de estas enzimas, por lo que se tomaron ciertas precauciones al extraer este ácido nucleico como usar 

guantes estériles y cambiarlos frecuentemente, usar material de plástico nuevo, estéril y desechable, material de 

vidrio horneado a 220°C durante 12 h y esterilizado en autoclave a 15 lbs/pulgada cuadrada, emplear reactives 

con grado de biologfa molecular, usar agua esterilizada en autoclave 20 ruin a 15 lbs/pulgada cuadrada y agua 

tratada con dietilpirocarbonato (DEPC; Sigma Chem. Co. EUA) al 0.1% para preparar la mayoría de las 

soluciones que tuvieran contacto con el ARN. El DEPC es un fuerte inhibidor de ribonucleasas que debe ser 

usado con precaución debido a su posible actividad como agente cancerlgeno. Se procuró que al trabajar con el 

ARN, éste estuviera siempre en hielo y el menor tiempo posible fuera del congelador de -70°C. 

En este trabajo se empleó el reactivo TRIzoIrm (GIBCO BRL) para la extracción del ARN total. Este 

agente es una solución monofásica de fenol y de tiocianato de guanidina, y la técnica empleada es una 

modificación del método de extracción de una etapa desarrollado por Chomczynski y Sacchi (88). Durante la 

homogeneización o lisis del tejido, el TRIzol mantiene la integridad del ARN y disuelve los componentes 

celulares. La adición de cloroformo y la centrifugación separan la solución en una fase acuosa y una fase 

orgánica. El ARN permanece en la fase acuosa y es recuperado por precipitación con isopropanol. La extracción 

se hizo de la siguiente manera: 

a) Homogeneización del tejido hepático. 

Antes de iniciar la homogeneización, la cuchilla del politron (Brinkmann Instruments) se sumergió 

durante 20 min en H202, se lavó con alcohol absoluto, con H20-DEPC y finalmente con agua esterilizada. 

1.- En un tubo de plástico Falcon de 50 mL se agregó 1 mL de TRIzol. 

2.- Se pesaron 80 mg de tejido. 

3.- El tejido se colocó en el tubo con TRIzol y se homogeneizó durante 1 min. 

4. - El homogeneizado se transfirió a un tubo eppendorf de 1.5 rnL. 

b) Separación en fases: 

5.- Se añadieron 0.2 mL de cloroformo (Baxter). 

6.• Se agitó en el vórtex durante 15 seg y se dejaron transcurrir 3 min. 

7.- Se centrifugó a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C (centrifuga refrigerada Jouan MR 1812). 

8.- El sobrenadante se transfirió a un tubo eppendorf de 1.5 mL con una pipeta Pasteur con bulbo. 

c) Precipitación del ARN: (A partir de este paso los tubos se colocaron en hielo). 

9.- Se añadieron 0.5 mL de isopropanol (Fisher Screntific). 
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10.- El contenido se mezcló invirtiendo suavemente el tubo varias veces- 

11.- Se centrifugó a 12,000 rpm durante 10 min a 4'C. 

d) Lavado del ARN: 

12.- El sobrenadante se eliminó por decantación. 

13.- Se añadió 1 mL de etanol al 70% (J.T. Baker). 

14.- Se agitó en vórtex durante 15 seg. 

15.- Se centrifugó a 7,500 rpm durante 5 min a 4"C. 

16.- El sobrenadante se eliminó por decantación. 

e) Disolución del ARN: 

17.- Se secó con centrifugación en vacío durante 1 min ("speedvac"). 

18.- El botón de ARN se resuspendió en 70 pL de agua esterilizada y se disolvió con ayuda de una 

micropipeta aspirando y expulsando la solución varias veces. 

4.3.1.1. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE ARN. 

La concentración de ARN se determinó rnidiendo la absorbencia a 260 nm de una alícuota de ARN (2 pL 

de ARN + 498 pl. de agua esterilizada). Una unidad de densidad óptica (0.0.) a 260 nm, equivale a 40 pg de 

ARN/mL (89). Por lo tanto, para conocer la concentración de ARN en una muestra se usa la siguiente relación: 

pg ARN muestralmL = (D.O. muestra)(40 pg) 

En este trabajo se hicieron diluciones para obtener una concentración final de 5 pg de ARN/pl en cada 

una de las muestras. 

4.3.2. DETERMINACIÓN DEL ARNm DE Ao Y DE 15-ACTINA, 

Se han desarrollado varios métodos para cuantificar la concentración de un ARNm especifico. En este 

trabajo se usaron las técnicas de "slot blot" y "Northern blot" para analizar los ARNm de Ao y de p-actina. La 

hibridación con la sonda de p-actina se hizo para normalizar los valores del ARNrn de Ao. 

4.3.2.1. TÉCNICA DE "NORTHERN BLOT". 

La técnica de "Northern blot" permite detectar la presencia, asl como la cantidad y tamaño de un ARNm 

especifico presente en una muestra. Para ello las moléculas de ARN se mezclan con un agente desnaturalizante 

que impida la formación de enlaces de hidrógeno entre las bases complementarias de ARN, Impidiendo que el 

ARN se pliegue. Enseguida se realiza una electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa para separar las 

moléculas de ARN en base a su tamaño o peso molecular. Para visualizar el ARN y observar su Integridad, éste 

se tiñe con bromuro de etidio, el cual se Intercala entre las bases de los ácidos nucleicos y fluorece con la luz 

ultravioleta. El ARN luego es transferido a una membrana donde queda adherido evitándose con ello su 

degradación y facilitando su hibridación con ADN complementario (ADNc) o con sondas específicas marcadas. 

La hibridación consiste en exponer la membrana a una solución que contenga la sonda especifica marcada, la 

cual mediante el apareamiento de bases complementarias se unirá a su ARNm específico. Posteriormente la 
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membrana hibridada es sometida a autorradiografla para detectar la ubicación del material marcado así como la 

cantidad de ARNm especifico. 

4.3.2.1.1. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL 1%; 

Se empleó una cántara horizontal de GII3CO Oí& modelo 11.14 (Fig. 2). 

a.- La cámara se lavó con agua esterilizada y fue tratada durante 20 min con 11202 y con H20-DEPC 

cada 3 corridas. 

b.- En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se pesó 1 g de agarosa, luego se añadieron 10 mL de 

amortiguador MOPS 12 X y 85 mL de 1-120.DEPC. 

c.- La mezcla se calentó en horno de microondas durante 1.5 min o con un mechero Bunsen agitándola 

suavemente hasta que la agarosa se disolvió completamente. Se dejó enfriar 20 min a temperatura ambiente. 

d.- Se añadieron 5 mL de formaldehldo (agitando suavemente el matraz para evitar hacer burbujas). La 

solución se vació en el molde para el gel y, en el caso de que se hubieran formado burbujas, éstas se eliminaron 

con una pipeta Pasteur estéril con bulbo de goma. 

e.- Se esperó a que la solución se gelificara (al menos 20 min). Luego se agregó al tanque de la cámara 

amortiguador de corrida y se retiraron cuidadosamente el peine y las piezas que delimitan el gel, el cual quedó 

cubierto con el amortiguador. 

f.- En tubos eppendorf de 1.5 mL colocados en hielo se mezclaron 16.2 pl de solución desnaturalizante 

(ver apéndice A) y 2 pl de la solución de 5 pgfpL de ARN total. Estos tubos se incubaron a 65°C durante 10 min. 

Las muestras de ARN total se guardaron a -70°C inmediatamente después de ser usadas y las muestras 

desnaturalizadas fueron regresadas rápidamente al hielo después de la incubación a 65°C. 

g.- Cada muestra de ARN se colocó cuidadosamente en los pozos del gel con ayuda de una 

micropipeta. Se procuró evitar que alguna cantidad de muestra se derramara fuera de los pozos del gel porque 

ello hubiera afectado la concentración del ARN colocado en la mezcla. 

h.- La electroforesIs se realizó a 65 volts hasta que la banda azul que representó el frente estuvo 

próxima a llegar al final del gel (aproximadamente 411). 

1.- El gel se sacó de la cámara y se colocó en un recipiente con agua destilada durante 15 mili para lavar 

el exceso de formaldehído. 

J.- El gel se introdujo en un baño de bromuro de etidio (0.5 pg/ml) durante 10 min y se dejó lavando en 

agua destilada al menos 12 hrs. 

k.- El gel fue observado en el transiluminador ultravioleta (usando la careta protectora de UV) para 

observar la Integridad de las bandas 18S y 28S y que su intensidad fuera similar en todos los carriles, lo cual es 

un reflejo de la cantidad de ARN total colocado. 

I.- El gel se fotografió usando una cámara Polaroid DS-34 con filtro para bromuro de etidio con pellcula 

Polaroid tipo 667. 
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FIGURA. 2. CÁMARA DE ELECTROFORESIS. 

4.3.2.1.2. TRANSFERENCIA DEL ARN A LA MEMBRANA DE HIBRIDACIÓN. 

Se usó un sistema de transferencia por capilaridad para colocar el ARN en una membrana de nylon 

(Fig. 3). 

a.- Se recortaron rectángulos de membrana de hibridación Gene Screen de DuPont de 14 cm x 11 cm, 

de toallas de papel absorbente de 13 x 10 cm, de papel filtro 35 x 14 cm y de 13.6 x 10.5 cm. 

b.- El molde donde se preparó el gel se colocó en posición Invertida y se cubrió con la tira doblada de 

papel filtro de 35 x 14 cm. 

c.- El papel filtro fue humedecido completamente con amortiguador de transferencia (amortiguador de 

fosfatos 0.025 M pH 7.0) y se eliminaron las burbujas de afro que se formaron entre el molde y el papel 

presionándolas con los dedos hacia las orillas. 

d,- El gel se colocó cuidadosamente sobre el papel filtro evitando que quedaran burbujas do aire entre 

ambos. 

e.- El gel se cubrió con la membrana de hibridación (previamente humedecida en amortiguador de 

transferencia durante 15-20 min) y so eliminaron las burbujas de aire. 

15 
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L- Se colocaron 2 cuadros de papel filtro de 13 x tu cm sobre la membrana 

g.- Los cuadros de toallas absorbentes fueron acomodados sobre el papel filtro. 

h.- Se colocó un vidrio sobre las toallas absorbentes 

Se aáadió más amortiguador de transferencia (sin que éste llegara a tocar al gel) y se dejaron 

transcurrir al menos 10 horas. 

j.- Todas las capas de papel se retiraron cuidadosamente (con excepción de la membrana) y el gel se 

colocó sobre el transiluminador UV. 

k.- Se levantó una esquina de la membrana para despegarla gradualmente del gel. si la transferencia ha 

sido completa no debe haber ningún rastro de ARN en el gel. En caso de que aún hubiera ARN en el gel se 

volvió a empezar desde el paso e. 

I.- La membrana fue sumergida en amortiguador de transferencia para lavar los residuos de agarosa que 

pudieran haberse adherido ala membrana. 

ni,- El ARN se fijó a la membrana usando el entrecruzador "UV stratalinker" modelo 2400 de Stratagene. 

Se tuvo cuidado de no perder la orientación de la membrana. 

A.- La membrana se colocó en el transiluminador UV y con un lápiz de punta suave se marcó la 

ubicación de las bandas 18S y 28S, así corno el número o clave de la membrana. Enseguida se colocó entre 2 

cuadros de papel filtro para secarla y finalmente so introdujo en una bolsa sanable para hibridación para 

guardarla a 5°C hasta el momento dé la hibridación. 

VIDRIO 

MEMBRANA,  

GEL.  

AMORTIGUADOR 

SOPORTE PAPEL FILTRO 

PAPEL. ABSORBENTE. 

FIGURA. 3. SISTEMA DE TRANSFERENCIA POR CAPILARIDAD. 
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4.3.2.2, TÉCNICA DE "SLOT BLOT". 

Esta técnica es muy similar a la de Northern blot, la diferencia radica en que el ARN no se somete a 

electroforesis sino que se tija directamente a la membrana utilizando el aparato Milli Élot-S de Millipore (Fig. 4). 

FIGURA 4. CÁMARA DE SLOT BLOT. 

	

La cámara que se usó tiene 48 pozos, cada vez que se usó se emplearon 24 muestras de ARN (6 

muestras por cada uno de los 4 grupos de cada tratamiento), colocando las muestras como se observa en la 

figura 5. Después de obtener la membrana, ésta se recortó a la mitad para que las primeras 24 muestras se 

hibridaran con la sonda de Ao y las siguientes 24 (que son el duplicado de las primeras), se hibridaran con la 

sonda de actina. En total se obtuvieron 4 membranas de 48 muestras por cada tratamiento. 

a.- La cámara de "slot blot" se lavó con H20•DEPC y con agua esterilizada, 

b.- Se humedecieron 3 papeles filtro con amortiguador SSC 2X (NaCi 0.3M y citrato de sodio 0.03 M pH 

7.0) y se colocaron sobre la base de la cámara. Enseguida se colocaron la membrana de hibridación 

(previamente humedecida durante 15 mln en amortiguador SSC 2X) y la placa con ranuras o pozos ("slots") para 

fijarla a la base con ayuda de las abrazaderas. 

c.- Se añadieron 0.5 ml. de amortiguador SSC 10X a cada pozo. 

d.- Se numeraron tubos eppendorf de 1.5 mL, se colocaron en hielo y a cada uno se añadió la siguiente 

mezcla: 20 pl de formamida, 7 pi de formaldehído, 2 pl de SSC 20X, 5 pg de ARN (1 pl. de la solución de 5 

pg/pL de ARN total) y 9 pl de H20-DEPC. 

e.- Todos los tubos se Incubaron a 68"C durante 15 min y se colocaron nuevamente en hielo. 

f.- Se adicionaron 2 volúmenes de amortiguador SSC 20X (78 pl) a cada tubo. 

g.- El contenido de cada tubo se colocó en los pozos de la cámara de "slot blot", la cual estaba 

conectada a un sistema de vacío. 

h.- Una vez succionada toda la muestra se añadieron 0.5 mL de amortiguador SSC 10X (este paso se 

repitió 4 veces para cada pozo). 
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i.- La membrana se sacó de la cámara y se enjuagó en amortiguador SSC 2X y se colocó entre 2 

papeles filtro para secarla. 

j.- Se fijó el ARN a la membrana de hibridación empleando el entrecnizador "stratalinker". 

k.- La membrana se guardó a 5'C hasta el momento de la hibridación, 

MUES1RA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 1 MUESTRA 4 IAUESTRA 5 MUESTRA 

CT 

CT+TRATAM 

SN 

SN+TRATAM 

CT 

CT+TRATAM 

SN 
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	 C 	 C1112) 	 C1112) 

C:112) C 	) C—  	C    c1:12) 

	• 	C:122) C— >  C1222 C=2) C1122) 

C    C:111) C 

C---2) 	(---7)  <=2) 
• J) <772> 	(7-  -) (=> 

-• 	) 	 17.111) SN+TRATAM 

FIGURA 5. DISTRIBUCIÓN DE LAS MUESTRAS DE ARN EN LA CAMARA DE "SLOT BLOT". 

4.3.2.3. MARCAJE DE LAS SONDAS. 

La sonda de Ao que se usó en este trabajo fue donada por Lynch el al. (90), su tamaño es de 1650 

nucleótidos y su concentración fue de 30 ng/p1., La concentración de la sonda de acuna fue de 20 ng/1.11... 

Ambas sondas (Ao y actina) se marcaron con fósforo-32 (P32) y este procedimiento se realizó 

observando las siguientes precauciones: usar guantes desechables, protector de acriba), contenedor de 

desechos radiactivos y un contador Geiger. 

Las sondas de Ao y de )t-actina eran de ADNc y para marcarlas se empleó el estuche comercial Prime-it 

@ RmT Random Primer (Stratagene). En esta técnica algunos oligonucleótidos ("primera") se unen a múltiples 

sitios a lo largo de la sonda de ADN formando un complejo que sirve como sustrato para la enzima ADN-

polimerasa magenta, la cual sintetiza ADN incorporando nucleótidos en el grupo hidroxilo libre del "primer". Al 

añadir desoxi-trifostato de citosina (dCTP) marcado con P32 a la mezcla de reacción éste nucleótido también se 

incorpora a la cadena de ADN recién sintetizada. Este estuche produce sondas con alta actividad específica (> 

1x109  dprrt/pg). Se realizaron los siguientes pasos 

a.- El baño Mana se puso a 37°C. 
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b.- Al tubo de reacción (suministrado en el estuche) se adicionaron 30 ng de ADNc (1 pL de la sonda de 

Ao y 1.5 pl. de la sonda de 15-actina) y se completó a un volumen final de 42 pi con H20 esterilizada. 

c.- El tubo se colocó en agua hirviendo durante 5 min. 

d.- Se centrifugó durante 5 seg a temperatura ambiente para recolectar el vapor que formó a causa del 

paso anterior. 

e.- Se adicionaron 5 pl de 32P-dCTP (Actividad específica 3000 pCi/nunal, Amersham) y 3 pl de la ADN 

polimerasa de Magenta (4U/pl) y se mezclaron rápida y cuidadosamente con una micropipeta. 

f.- Se incubó inmediatamente durante 9 min a 37°C. 

g.- Se agregaron lo más rápidamente posible 2 pl de la solución "stop mix" (que viene en el estuche) 

para detener la reacción. 

h.- Se calculó la actividad especifica de la sonda marcada (apéndice C). 

4,3.2.4. PREHIBRIDACIÓN E HIBRIDACIÓN. 

Las muestras de ARN fijadas a las membranas se hibridaron de manera independiente con la sondas de 

Ao y de 0-actina. 

PREHIBRIDACIÓN. 

a.- A la bolsa donde estaba la membrana de hibridación se añadieron 0.1 mL/cm2  de la siguiente 

solución: 

- Formamida deslonizada al 50%, sulfato de dextrán al 10%, SDS al 1%, NaCI 1 M y 100 pg/mL de ADN 

de testículo do salmón previamente desnaturalizado. 

b.- La membrana se humedeció completamente con la solución de prehibridación, se eliminaron las 

burbujas, la bolsa se selló con calor y se dejó en el horno de hibridación (Stratagene) durante 1 h a 47C. 

HIBRIDACIÓN. 

c.- La sonda marcada (ver la sección 4.3.2.3. Marcaje de las sondas) se desnaturalizó colocándola en 

agua hirviendo durante 5 min y luego en hielo. Enseguida se agregó a la bolsa de hibridación, se eliminaron las 

burbujas, la bolsa se selló con calor. 

d.- La bolsa se dejó en el horno de hibridación al menos 15 h a 42"C. 

4.3.2.5. LAVADO DE LA SONDA NO HIBRIDADA A LA MEMBRANA. 

Después de la hibridación se eliminó la solución con la sonda marcada que no se unió a su ARNm 

especifico realizando un lavado de alta astringencia: 

e.- La solución se vació a un recipiente para desechos radiactivos liquidas. 

f.- La membrana hibridada se extrajo de la bolsa con unas pinzas y se colocó en un recipiente hermético 

con 150 mL de una solución SSC 2X - SDS 0.1% durante 15 min a temperatura ambiente con agitación 

constante. Después se vació esta solución de lavado al recipiente de desechos radiactivos. 
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g.- Se añadieron 150 ml, de una solución SSC O 1X - SDS 0 1% al recipiente y se colocó en un baño 

Maria a 55'C-65'C con agitación constante durante 15 min. La solución se vació al recipiente de desechos y se 

repitió este paso 2 veces más. 

h - La membrana se colocó entre 2 cuadros de papel filtro durante 5 ruin para eliminar el exceso de 

humedad. 

4.3.2.6. AUTORRADIOGRAFIA. 

I.- La membrana hibridada se forró con plástico (para evitar que se adhiera a las placas intensificadoras 

y e la placa radiológica durante la exposición) y se fijó con cinta adhesiva a t1113 de las placas intensificadoras 

dentro del cassette de exposición. 

f.• En un cuarto oscuro se colocó una placa radiológica sobre la membrana y el cassette de exposición 

se guardó a -80°C. El tiempo de exposición fue muy variable (de 3 h a 2 días dependiendo de la efectividad de la 

marcación de la sonda y de la actividad del radioisótopo). 

g.- Finalmente la placa radiológica se reveló en una máquina RPX-OMAT Processor modelo M6B 

(Kodak). 

4.3.2.7. DENSITOMETRIA. 

La densitometrla de la placa radiológica se realizó en un espectrofotómetro t3eckman modelo 640 DU 

utilizando el programa "scan gel ama". 

h.- La placa radiológica se colocó en un aditamento especial para este aparato. Se leyó el blanco (algún 

segmento no velado de la placa) y se inició la lectura densitométrica (barrido de la placa con el haz de luz). 

k.- Los resultados obtenidos se expresan como unidades arbitrarias de densitometrla a 660 nm. 

4.3.2.8. CÁLCULO DE LOS NIVELES DE ARNin. 

Con los datos obtenidos de las autorradiografias de las 144 muestras de ARN hibridadas con la sonda 

de Ao (6 muestras x 4 grupos x 6 tratamientos) y de las 144 muestras hibridadas con la sonda de actina, se 

realizó lo siguiente: 

í) Para cada una de las muestras se calculó el siguiente cociente.  

Unidades arbitrarias de densitometrla del ARNm de Ao 

Unidades arbitrarias de densitometrla del ARNm de actina 

ii) Se obtuvieron los promedios de cada uno de los 4 grupos de los 6 tratamientos. 

iii) Cada dato de los grupos CT+TRATAM se dividió entre el promedio de su grupo CT y cada dato de 

los grupos SN4-TRATAM se dividió entre el promedio de su grupo SN para obtener el porcentaje de cambio en 

los niveles del ARNm de Ao a consecuencia de los tratamientos. 
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4.4. ANÁLISIS ESTADISTICO, 

Se utilizó el programa estadístico EPISTAT versión 4 0. 

En cada bloque de 4 subgrupos se aplicó la prueba de análisis de varianza de una sola via y la prueba 

de comparaciones múltiples de Duncan, para las comparaciones de dos subgrupos se realizó una prueba de t 

de Student. Se consideró una significancia del 5% 



5. RESULTADOS. 

5.1. CARACTERIZACIÓN DEL SÍNDROME NEFRÓTICO Y EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE 

ESTOS PARÁMETROS. 

La administración del ANP provocó, después de 8 (Iras, las alteraciones bioquimicas características del 

SN: hipoproteinemia, hipoalbuminemia, hipercolesterolercia, aumento en la creatinina sérica, proteinuria y 

aumento en el nitrógeno de urea. Además se observaron algunos efectos de los tratamientos sobre los 

parámetros anteriores. 

PROTEÍNAS URINARIAS. La proteinuria fue de la misma magnitud en los grupos nefróticos. En estos 

grupos los tratamientos no tuvieron ningún efecto sobre este parámetro, excepto el tratamiento con ADX que la 

disminuye. De la misma manera, la AUX redujo la excreción urinaria de proteínas en las ratas controles (Tabla 

III). 

Tabla III. Excreción de proteínas en la orina (mgfdla). 

CT CT+TRATAM SN SN+TRATAM 

DEX 2436 25±13 7171.117 	e 8481297—U 

EE 2416 23±9 717±117 	e 854±269 tr 

NX -- 

T3 19±10 18±8 713±184 	e 754±161 	d 

CAP 21±6 19±7 679±243 1  541±152 	U 

595±244-0,_ ADX 23±6 9±3 a 826±108 e 

Los resultados expresan el promedio ± DE. n = 8.10. 

a = p < 0.05 vs control (CT) 	c = p < 0.05 vs control (CT) 

p < 0.05 vs nefróticos (SN) 	d = p < 0.05 vs control tratado (CT+TRATAM.) 

PROTEÍNAS PLASMÁTICAS. La hipoproteinemia en todos los grupos de ratas fue de la misma 

magnitud y los tratamientos no indujeron alteraciones en la concentración de protelnas totales en plasma de 

ratas controles y con SN (Tabla IV). 
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Tabla IV. Concentración de próteinas en el plasma (ingtml.). 

CT CT+TRATAM SN Shlí TRATAM 

DEX 85±7 90/5 55/7 d 54111 	0  

EE 85/7 8118 55/7 c 5215 	< 

NX 8214 82/5 63/11 e 56/6--U--- 

T3 8514 81/5 59±7 e 5715 	' 

CAP 90/4 92/6 52/7 e 57t5 	' 

ADX 8214 85/6 62/11 e --- - - —101 i  	0  

Los resultados expresan el promedio t DE. n 8-10. 

c = p < 0.05 vs control (CT) 	 d = p< 0.05 vs control tratado (CT+TRATAM.) 

ALBÚMINA PLASMÁTICA. Al igual que la hipoproteinemia, la hipoalbuminemia fue de la misma 

magnitud en los grupos de ratas con SN. La DEX incrementó la albúmina en ratas controles (SN+DEX) y la 

disminuyó en ratas con SN. La ADX provocó la disminución de este parámetro en ambos grupos de ratas. Los 

tratamientos restantes no Indujeron ningún cambio (Tabla V). 

Tabla V. Concentración de albúmina en el plasma (mg1m1). 

CT CT+TRATAM SN SN+TRATAM 

DEX 3513 4514 a 1715 	e 1313 57d---- 

EE 35±3 3714 1714 	c 1613 a 

NX 35/3 3312 1512 	e 1516 0  

T3 33t5 3215 16/5 C 13±2 d 

CAP 35/4 3614 1615 0 	 16/3 d 

ADX 3513 28/3 a 15±2 1---- 	12/1 Pr 

Los resultados expresan el promedio t DE. n = 8-10. 

a = p < 0.05 vs control (CT) 	 o = p < 0.05 vs control (CT) 

b = p < 0.05 vs nefróticos (SN) 	d = p < 0.05 vs control tratado (CT+TRATAM.) 

COLESTEROL SÉRICO. El aumento en el colesterol fue de la misma magnitud en los grupos de ratas 

nefróticas (SN). La DEX, la NX, el CAP y la T3 no causaron cambios en el colesterol y el EE y la ADX lo 

disminuyeron en ratas nefróticas (SN+TRATAM). En las ratas controles (CT+TRATAM) la DEX, el EE y la T3 

aumentaron el colesterol y la ADX lo disminuyó (Tabla VI). 
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Tabla VI. Concentración de colesterol en suero (mgldL). 

CT C1 4 TRATAM SN SN+TRATAM 

DEX 4514 8338 	a 292/34 c 255169 1  

EE 4534 813.8 	3  292334 c 165322 6,6  

NX 74312 7438 298382 e 2601:52 6  

267-170 T3 4839 65310 a 251365 c 

CAP 511.6 5336 263345 e 227±36-6  

ADX 74312 6138 	a 298382 e 210138 c,d  

Los resultados expresan el promedio i DE. n = 8.11 

a = p < 0.05 vs control (CT) 	c =p < 0.05 vs control (CT) 

b = p < 0.05 vs nefrólicos (SN) 	d =p < 0.05 vs control tratado (CT+TRATAM.) 

CREATININA SÉRICA. El aumento en creatinina fue de la misma magnitud en los grupos nefróticos 

(SN). En las ratas nefróticas (SN+TRATAM) la DEX, la T3 y la ADX disminuyeron la creatinina, mientras que el 

EE, la NX y el CAP la aumentaron. En ratas controles (CT+TRATAM) la NX y el CAP la aumentaron, los demás 

tratamientos no tuvieron ningún efecto (Tabla VII). 

Tabla VII. Concentración de creatinina en suero (mg/dL). 

CT CT+TRATAM SN SN+TRATAM 

DEX 0.3530.05 0.3230.07 0.9330.35 6—  0.6610.11 11  

EE 0.3510.05 0.3430.05 0.9310.35 e 1.1430.15 b,d 

NX 0.3330.05 1.8630.22 	' 0,8030.07 0 1.9530,31 u 

T3 0.3230.09 0.3010.08 1.0030.18 e 0.4930.05 DM 

CAP 0.2930.03 0.3630.07 a 0,8130.07 e 1.0530.48 6--- 

ADX 0.3330.05 0.4430.25 0.8030.07 0  0.6730.19 6  

Los resultados expresan el promedio t DE. n = 8.10, 

a = p < 0.05 vs control (CT) 	c =p < 0.05 vs control (CT) 

h = p < 0.05 vs 'lentitos (SN) 	d =p < 0.05 vs control tratado (CT+TRATAM.) 

NITRÓGENO DE UREA (BUN). Al Igual que en los otros parámetros, el aumento en el BUN fue de la 

misma magnitud en las ratas con SN. En las ratas controles la DEX, la NX y la ADX aumentaron el BUN, 

mientras que en las ratas nefróticas la DEX y la NX lo aumentaron, la ADX lo disminuyó y los tratamientos 

restantes no lo modificaron (Tabla VIII). 
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Tabla VIII. Concentración de nitrógeno de urea en suero (mgidl.) 

CT CT+TRATAM SN SN+TRATAM 

DEX 12.6/1.9 21.3±3.3 a 50.4/16.6 	c 74.2121. 	id 

EE 12.6±1.9 13.111.4 50.4±16.6 	c 58.3123 2 d 

83.9/31.0 NX 13.5±2.6 65.2±5.1 	a 518112.6 	e 

T3 14.8±2.5 17,0/2.2 62.0110.1 	c 71.7/19,3 d 

CAP 15.511.9 16.5/2.3 53.6±13.0 	e 53.2/16.0—d 

ADX 13.5±2.3 18.512.3 a 52.0/13.0 	e"  34.0i9.0 --b-iff 

Los resultados expresan el promedio ± DE. n = 8-10. 

a = p < 0.05 vs control (CT) 	c = p < 0.05 vs control (CT) 

b = p < 0.05 vs nefróticos (SN) 	d = p < 0.05 vs control tratado (C14 TRATAM.) 

5.2. ANGIOTENSINÓGENO Y RENINA EN EL SN Y EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE ESTAS 

VARIABLES. 

5.2.1. CONCENTRACIÓN PLASMÁTICA DE RENINA. 

En la tabla IX se muestran los valores de CPR obtenidos en los diferentes grupos estudiados y en la 

tabla X se muestran los cocientes CT+TRATAM/CT y SN+TRATAMISN de los valores de la tabla IX. A 

consecuencia de la NX, la CPR de las ratas controles disminuyó a un 23.6%, y en las ratas nefróticas disminuyó 

a un 2.1%. En las ratas controles el CAP indujo un aumento de hasta 1831.1% en la CPR y en las ratas 

nefróticas el aumento fue de 1439.6%. La ADX en las ratas controles provocó un aumento en la CPR de 

1184.2% y en las ratas con SN se observó una respuesta diferente al disminuir aun 22.8%. 

Los tratamientos restantes no causaron ninguna modificación en la CPR do ambos grupos de ratas. 

Tabla IX. Concentración plasmática de renina (ng Al/mUh). 

CT CT+TRATAM SN SN+TRATAM 

DEX 11.5/2.6 10.6/4.9 26.7±6,8 	0  47.2/18.5 d 

EE 11.5/2.6 11,6/3.0 28.8±8.6 	0  16.9±7.1 	b 

NX 15.2/10.2 3.6/0.5 	a 68.2/26.7 c 1.5/1.1 	b,d 

T3 9.5/1.9 9.0/3.5 33.4±6.1 	c 39.5/12 	d 

CAP 15.4/4.8 282/86 	a 23.2±6.5 	c 334/95 b 
ADX 15,2/10.2 180/114 a 68.2/26.7 c 15.6/8.7 bid 

Los datos expresan el promedio/ DE. n = 8-10. 

a = p < 0.05 vs control (CT) 	c = p < 0.05 vs control (CT) 

b = p < 0.05 vs nefróticos (SN) 	d = p < 0.05 vs control tratado (CT+TRATAM.) 



Tabla X. Comparación de h magnitud del efecto de los tratamientos sobre la CPI 

(CT+TRÁTAM)/CT  (SN.+TRATAM)/SN 

sin cambio 

n8.6I15.6 

T 2.1±1.6 

P 

NS 

0.05 

< 0.05 

DEX sin cambio 

EE sin cambio 

NX 23.6t3.4 

T3 sin cambio sin cambio NS 

CAP 1831±572 1 143%359 NS 

ADX 1 1184±339 1 	22.818.6 < 0.05 

NS = No significativo. 

5.2,2. CONCENTRACIÓN PLASMÁTICA DE ANGIOTENSINÓGENO (CPA). 

La DEX, el EE, la NX y la T3 incrementaron la CPA tanto de ratas controles como en latas con SN, el 

CAP y la ADX redujeron la CPA de las ratas controles, pero estos tratamientos tuvieron un efecto diferente en 

las ratas nefróticas puesto que el CAP también redujo la CPA de estos animales pero la ADX no causó ningún 

efecto sobre el Ao plasmático (Tabla XI). 

Tabla XI, Concentración plasmática de angiotensinógeno (ng AlimUh). 

CT CT+TRATAM SN SN+TRATAM 

DEX 858 t 170 1914 t 195 a 340 i 129 c 932 ± 267 b,d 

EE 858 t 170 2040 t 193 a 373 t 82 	c 1275 t 184 b,d 

NX 858 t 152 2187 t 371 a  382 t 142 c 944 t 270 b,d 

T3 678 t 59 1388 t 163 a 320 t 103 c 526 t 133 b,d 

CAP 824 t 143 388 t 80 	a 435 t 115 c 139 * 47 	19 

ADX 888 t 152 455 t 112 a  382 t 142 e 367 t 170 

Los da os expresan el p omedio t DE. n = 8-10. 

a = p < 0.05 vs control (CT) 	c = p < 0.05 vs control (CT) 

b = p < 0.05 vs nefróticos (SN) 	d = p < 0.05 vs control tratado (CT+TRATAM) 

En la tabla XII se muestra la magnitud de cambio de la CPA en los grupos controles y nefróticos a 

consecuencia de los tratamientos empleados en este trabajo. Los aumentos observados en las ratas con SN a 

causa de la administración de DEX y EE fueron mayores que los aumentos observados en las ratas controles y 

la NX provocó un aumento de igual magnitud en los dos grupos de ratas. El incremento en la CPA en el grupo 

control, a causa de la inyección con T3, fue menor que el observado en el grupo nefrótico. 



Tabla XII. Cambios en la CPA de ¡atas controles (CT) y de ratas nefróticas (SN) en respuesta a los tratamientos. 

(CT+TRATAM)/CT (SN+TRATAM)/SN p 

DEX 1 223120 T 274/00 < O 05 

EE t 237/20 1 341/40 < 0.05 

NX 1 254/40 --1 247170 NS 

T3 1' 204/30 T 164140 < 0.05 

CAP 1. 	47/10 1. 	31110 <0.05 

ADX 1. 	51/12 sin cambio <0.05 

Los datos expresan el promedio t DE. n = 8-10. 

NS = no significativo. 

5.2,3. EXCRECIÓN URINARIA DE ANGIOTENSINÓGENO (EUA). 

Las ratas nefróticas mostraron una cantidad considerable de Ao en la orina y algunos de los 

tratamientos magnificaron en gran medida la cantidad de Ao presente en fa orina, por ejemplo, la DEX indujo un 

incremento de 317% y el EE de hasta un 1208%. La administración de CAP redujo la EUA de las ratas nefróticas 

a un 4.37% (5.48 a 0,23 pg Al/dia), es decir, casi a valores normales. Los tratamientos con T3 y ADX no tuvieron 

ningún efecto sobre la EUA de las ratas nefróticas (Tabla XIII). 

Tabla XIII. Excreción urinaria de angiotensinógeno (ug AllmL/h) en los grupos estudiados. 

CT CT+TRATAM SN SN+TRATAM 

DEX 0.09910.061 0,153/0.138 4.07*1.76 0  13.6/4.47 b,a 

EE 0.101E1,064 0.320/0.263 4.02±1.86 0  55.6t15.6 tria— 

NX------ ----- ..--... ----- 

T3 0.026±0.043 0.051/0.072 6.01±2.11 0  7.41/2.79 d 

CAP 0.024/0.026 0.016/0.037 5.4811.86 1  0.24/0.23 I$ U'"" 

0.024/0.017 0.348/0.258 4.66/1.09 e 3.76k2.52 a 

Los datos expresan el promedio t DE. n = 8.10. 

a = p < 0.05 vs control (CT) 	c = p < 0.05 vs control (CT) 
b = p < 0.05 vs nefrótico (SN) 	d = p < 0.05 vs control tratado (CT+TRATAM). 
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U. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE EL ARNm DE Ao. 

6.3.1. "NORTHERN BLOT". 

El ARN total extraído del hígado de los animales en estudio fué examinado en electroforesis en gel de 

agarosa al 1% y con las técnicas de "Noithern blot" y "slot blot". En la figura 6 se ilustra un ejemplo de "Northem 

blot": inciso A: ARN total teñido con bromuro de etidio. se observa la integridad del ARN y la misma Intensidad de 

fluorescencia para cada una de las muestras lo que fué indicativo de que en cada pozo se colocó la misma 

cantidad de muestra. En los Incisos B y C se muestran las hibridaciones con la sonda de Ao y de (1-actina, 

respectivamente, marcadas con 32P-dCTP. 

Figura. 6. A. Etectroforesis en gel de agarosa mostrando el ARN total teñido con bromuro de etidio. En cada 

pozo se colocaron 10 pg de ARN. B. "Northem blot" del ARNm de Ao. C. "Northern blof' del ARNm 0,actina. 

(línea 1=control; línea 2=control+NX; linea 3=SN y linea 4=SN+NX). 
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5.3.2. "SLOT BLOT". 

Para determinar las cantidades relativas del ARNm de Ao hepático de las ratas controles y con SN 

sometidas a los diferentes estímulos, el ARN total se analizó con la técnica de "slot blot". Posteriormente se 

realizó un análisis densitométrico en el espectrofotómetro Beckman DU serie 640. Los datos del ARNm de Ao se 

normalizaron con los datos obtenidos del ARNin de ll-actina (la hibridación del ARNm de p•actina se hizo 

paralelamente a la del ARNin de Ao). Los valores están expresados en unidades densitométricas arbitrarias y 

representan el área bajo la curva de cada una de las lecturas. 

Esta técnica se validó realizando dos gráficas de linearidad en las que se graficaron concentración de 

ARN total vs unidades de densitometrfa. Estas gráficas se muestran en la Fig. 7. 

a) 

1,2 	 

1 

0,8 

0,6 

0,4 

0,2 
• 

0 	0,626 1  1,25 	2,5 	6 
¡ni ARN 

10 	20 	25 

b) 

0.3 

 

r=0.984 

0.6 
	

2 	3 
	

4 
	

6 
	

6 
Na AFIN 

Figura, 7. Gráfica de linearidad obtenida con la técnica de "slot blot" usando diferentes cantidades de ácido 

nucleico (las hibridaciones se hicieron con la sonda de Ao). a) 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 y 20 pg de ARN total. b) 

0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 pg de ARN total. 
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5.3.3. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LOS NIVELES DE ARNm DE Ao, 

En la figura 8 se muestran ejemplos de las aulorradiograflas de "slot blof" de los diferentes tratamientos 

obtenidas al hibridar las membranas con la sonda de Ao marcada con 32P-dCTP. En la tabla XIV se expresan 

los resultados obtenidos de una sola membrana para cada tratamiento expresados como unidades arbitrarias de 

densitometrfa (ver la sección 4.3.2.8. Cálculo de los niveles de ARNm). 

En la tabla XV se muestra el porcentaje de cambio de cada uno de los grupos tratados con respecto a 

su control (CT+TRATAM/CT Y SN+TRATAM/SN) considerando los resultados obtenidos de 4 membranas para 

cada tratamiento. 

Tabla XIV. Niveles hepáticos del ARNm de Ao en los grupos de estudio, 

CT CT+TRATAM SN SN+TRATAM 

DEX 0.6810.14 1,6310.36 a 0.7730.14 1.6730.31 b 

EE 0,1230.07 0.2210.02 a 0.1010,07 024E1.11 b 

NX 0.5930.16 1.28E/18 a 0.42±0.20 1,18±0.34 b 

T3 0.13±0,04 0.32*0,13 a 0.16±0.02 0.4410,09 b 

CAP 1.01*0.19 1.0910.19 a 1.0510.12 1.91E3.94 b 

ADX 0.890.31 0,25±0.07 a 0,781.0.29 0.2810.16 b 

Estos datos están expresados como unidades arbitrarias de densitometria. 

n = 6 para cada grupo. 

a = p < 0.05 vs CT 
	

b = p < 0.05 vs SN 

Tabla XV. Comparación de la magnitud de respuesta a los tratamientos obtenida en los grupos controles y 

netróticos. 

(CT+TRATAM)/CT (SN+TRATAM)/SN p 

DEX 216 t 51 234 t 43 NS 

EE 183 1 23 229 t 17 NS 

NX 227 t 35 262 ±47 NS 

T3 266 t 24 270 t 83 NS 

CAP 111 t 2.13 165 t 88 NS 

ADX 27 t 2.0 41.1 t 7.4 <0.05 

Los datos expresan el promedio t DE. n = 4. 

NS = No significativo. 
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Figura 8, "Slot blots" de los diferentes tratamientos después de hibridar con la sonda de Ao, En cada pozo se 

colocaron 5 pg de ARN total. 



6. DISCUSIÓN. 

Caracterización del SN. 

El SN inducido con ANP (91.94) es un modelo experimental del SN de cambios mimes que se 

presenta en humanos (91,95-97). 

En este estudio, 8 ellas después de la administración del ANP, se presentaron las alteraciones 

bioquímicas características del SN: proteinuria, hipoproteinemia, hipoalbuminemia, hipercolesterolemia, aumento 

en la concentración sérica de creatinina y de nitrógeno de urea, así como las alteraciones previamente 

informadas en el SRA: disminución de la CPA y aumentos en la CPR y en la EUA (46-48). 

Los tratamientos empleados en este trabajo: DEX, EE, NX, T3, CAP y ADX causaron algunas 

alteraciones en algunos de los parámetros anteriores, por ejemplo la ADX disminuyó la proteinuria en el grupo 

CT (2316 vs 913 mg/dla, p < 0.05) y en grupo SN (8261108 vs 5951244 mg/dia, p< 0.05). Esta disminución se 

explica porque la ADX disminuye el flujo plasmático renal y el indice de filtración glomerular y se ha observado 

que la administración de glucocorticoldes Incrementan estos parámetros. 

La albúmina plasmática cambia a consecuencia de la DEX y de la ADX. En las ratas CT la DEX causa 

un Incremento en los niveles plasmáticos de esta proteína lo que puede deberse al aumento en su síntesis ya 

que el gen de la albúmina presenta elementos de respuesta a glucocorticoides, sin embargo la respuesta 

observada en el grupo de ratas nefróticas es diferente, ya que la DEX causa una disminución en este parámetro, 

la explicación que podría darse es que esta disminución se debe a su pérdida por orina, la cual se ha informado 

previamente, 	sin embargo en los grupos nefróticos restantes sometidos a estímulos con SE, NX, T3 y CAP la 

albúmina plasmática no cambia, La disminución de la albúmina en el grupo SN+ADX podrla ser consecuencia de 

la deficiencia de corticoides. 

No tenemos explicación acerca de los cambios que suceden en los niveles de colesterol sérico 

CPA, CPR y EUA en el SN. 

Se ha postulado que los bajos niveles de CPA observados en el plasma de ratas con SN durante los 

días 4 a 10 después de la administración del ANP pueden deberse a uno de los siguientes factores o a una 

combinación de algunos de ellos: I) al aumento en su degradación por la enzima renina, ii) al aumento en su 

excreción urinaria o iii) a la disminución en la slntesis y secreción hepática de Ao (47). 

Los niveles plasmáticos de renina aumentan hasta 5 veces en los rifas 6 a 7 después de fa inyección del 

ANP (46-48) y se ha informado que el contenido renal de renina (CRR) es Igual (47) al de las ratas controles 

(83,98-101). En ratas con SN el aumento en la CPR debiera estar acornee/lada de la depleción renal de renina, 

sin embargo el CRR permanece sin cambios, lo que sugiere que la sintesis de renina está incrementada, 

aunque no se descarta que el aumento en la CPR sea resultado de una disminución en el calabolismo de esta 

enzima o de un aumento en la liberación de renina de fuentes extrarrenales, como se ha reportado en ratas 

binefrectomizadas en las que se observa un aumento de hasta 46 veces en la liberación de renina por las 

glándulas adrenales (102). En nuestro estudio los niveles plasmáticos de resina observados en el día 8 

muestran que este parámetro en las ratas nefróticas todavía está aumentado, por lo que la degradación por la 

renina puede ser un factor contribuyente en la disminución del Ao plasmático. 



En las ratas controles los tratamientos que afectaron la CPR fueron la NX, el CAP y la ADX; en las ralas 

nefróticas la CPR se vio afectada por esos mismos tratamientos y por el EE. A consecuencia de la NX los 

niveles plasmáticos de renina de las ratas controles se redujeron en un 76.3% y los de las ratas nefróticas 

disminuyeron en un 97.8% (p < 0.05). 

El tratamiento con captopril indujo un aumento de 1831% en la CPR de ratas controles y de 1439% en 

las ratas nefróticas, lo cual coincide con informes que indican que este inhibidor de la enzima convertidora de 

angiotensina I estimula la síntesis y secreción de renina (48,63,67,103). Se ha informado que la ADX causa un 

incremento en los niveles plasmáticos de resina (71,74,75,104,105), lo cual fue observado en este trabajo: las 

ratas controles mostraron un aumento de 1184% en la CPR, sin embargo, la CPR de las ratas nefróticas 

sometidas a este estimulo disminuyó en un 77.1%. Un aspecto interesante fue el hecho de que la CPR del grupo 

SN+ADX disminuyó a pesar de que no se extrajeron los riñones, lo que Indica que las glándulas adrenales 

juegan un papel importante en la liberación de renina de los riñones. También se observó que el EE causó una 

disminución en la CPR de las ratas nefróticas. Sin embargo, el mecanismo por medio del cual sucede esto no se 

ha establecido. 

La pérdida de Ao por orina, otro factor postulado como responsable de la disminución de la CPA en el 

SN, también se observó en los grupos de ratas nefróticas, lo que coincide con trabajos publicados previamente 

(49,51,106,107). Esta pérdida es consecuencia de la alteración en la membrana de filtración glomerular; además 

observamos que hubo cambios en la EUA de las ratas nefróticas en respuesta a los tratamientos con DEX, EE y 

CAP. De hecho estos cambios ocurrieron en la misma dirección que los cambios observados en el Ao 

plasrnatico, lo que indica que los cambios en la EUA son consecuencia de tos cambios de Ao en plasma, 

confirmando que el Ao urinario proviene del plasma. Los tratamientos restantes no ocasionaron ningún cambio 

en la EUA de las ratas nefróticas y de las ratas controles. 

En varios trabajos se han encontrado evidencias de que las variaciones en la CPA son consecuencia de 

alteraciones en la síntesis y secreción hepática de Ao y no del efecto de la renina (65.70,108,109). 

Cada uno de los tratamientos Indujo cambios en la CPA de los grupos de ralas CT, estos cambios 

coinciden con los que se han informado en la literatura: aumentos con DEX (59,62,71), EE (61,69), NX 

(64,65,75) y T3 (84) mientras que disminuyen con CAP (63,67,72) y con ADX (73.75). En los grupos de ratas 

nefróticas también ocurrieron cambios en la CPA en respuesta a casi todos estos tratamientos, con excepción 

de la ADX (SN = 382±142 vs SN+ADX = 367t170 ng Al/mUh), y dichos cambios ocurrieron en la misma 

dirección que los que se presentaron en las ratas CT. Sin embargo, la magnitud del cambios en los aumentos o 

disminuciones fue diferente entre los grupos CT y nefróticos, ya que con DEX, EE y CAP las ratas nefróticas 

mostraron mayor magnitud de cambio en CPA, mientras que esta magnitud de los cambio fue mayor en las ratas 

CT en respuesta a la T3 y a la ADX (tabla XII). 

Se ha Informado que los glucocorticoides, estrogenos y hormonas tiroideas regulan los niveles del 

ARNm de Ao (52,76.79,110) y gracias a la donación del gen de Ao de rata (57,111) se ha podido realizar este 

trabajo para analizar si hay alteraciones en los niveles del ARNm de esta proteína en las ratas nefróticas. 



t.: 
Los resultados obtenidos con la técnica de "slot blof" revelaron que las ralas nefróticas muestran loe 

mismos niveles de ARNrn de Ao que las ratas controles, lo que es indicativo de que no hay alteraciones en b 

expresión del gen de Ao en el SN. 

Al comparar la magnitud de los cambios en los niveles del ARNin de Ao observados en respuesta a las 

tratamientos aplicados en ratas controles y nefróticas, se encontró que la magnitud fue la misma en todos los 

grupos, a excepción del tratamiento con AUX, en el que las ratas nefróticas mostraron una disminución menor a 

las ratas controles (Ct+ADX 2732% y SN+ADX 4137%, p < 0.05), lo que quiere decir que el hígado de las ratas 

nefróticas fue capaz de responder de igual manera a los estímulos empleados que el hígado de las ratas 

normales. 

El aumento observado en los niveles hepáticos del mensajero puede ser resultado de los siguientes 

mecanismos: a) Aumento en la transcripción del gen inducido directamente por la unión de estas hormonas a 

sitios específicos en la región del promotor del gen (56,76,112.118); b) Alteraciones en procesos pos-. 

transcripcionales como degradación del ARNm o c) Una combinación de estos mecanismos. De hecho, la 

ocurrencia de esos tres mecanismos se ha demostrado en otros genes como el de oxigenasa de triptofano (119) 

y metalotionina-lla (120). Otros reportes indican que el aumento del ARNm do vitelogenina (121) y de apo-VLDI. 

II (122) inducido por estrógenos es consecuencia de un aumento en la transcripción y de la prolongación en la 

vida inedia del ARNm. 

Wong y Oppenheimer (123) han postulado que en el aumento del ARNm de Ao podría contribuir un 

elemento codificado por otro gen y que se expresara a consecuencia de fa estimulación por algunas hormonas, 

corno se ha considerado en el caso del aumento en el ARNm de la glicoprotelna ácida el en respuesta a 

dexarnetasona (124). 

EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE EL ARNm DE Ao, 

Debido a que en las ratas nefróticas la respuesta en los niveles del ARNm de Ao fue similar a la 

observada en las ratas controles, podemos sugerir que no hay alteraciones en los mecanismos de respuesta a 

los tratamientos aplicados. Sin embargo el hecho de que los niveles plasmáticos de Ana se observen elevados en 

los grupos nefróticos tratados con DEX, EE y hormonas tiroideas, a pesar de la pérdida de esta proteína por 

arma, y que estos niveles sean semejantes a los observados en las ratas controles, indican la posibilidad de que 

exista un cambio en algún proceso pos-transcripcional como aumento en la velocidad de síntesis de Ao para 

compensar su pérdida por orina. Particularmente, el grupo de ratas nefróticas estimuladas con EE mostró urna 

EUA muy elevada, mayor que la que se presentó en el grupo SN+DEX, por lo que Inferimos que el mecanismo 

citado pudiera ser de una magnitud mucho mayor en respuesta al EE o incluso que alguna fuente extrahepática 

de Ao pudiera cooperar con el aumento de la CPA. Esta explicación es posible dado que en condicione: 

normales no ha podido detectarse la presencia de ARNm de Ao en algunos tejidos (particularmente la glándula 

pituitaria) sino hasta cuando se estimula su producción con la administración de estrógenos (124). 

En los grupos de ratas controles y nefróticas, la respuesta a la nefrectomla fue muy similar y a diferencia 

de los otros grupos do ratas nefróticas, en este grupo no hubo pérdida de proteínas por orina porque no tenían 

talones, lo que nos permite sugerir que el mecanismo de respuesta en estos grupos de animales fue el mismo. 

Hilgenfeldt y Schwind (75) han propuesto un mecanismo para explicar el aumento de CPA en ratas 



binefrectomizadas el estres de la cirugía al que se somete al animal causa la liberación de un bolo de :enfila y la 

formación de All, esta hormona se unirla a su receptor en blondo para estimular la sintesis de A° y además 

podría unirse a su receptor en las glándulas adrenales para estimular la formación y liberación de un factor 

adrenal que también favoreciera la síntesis hepática de esta proteína. Esta hipótesis es apoyada por informes 

que señalan que la All y los glucocorticoides estimulan la sintesis del ARNm de Ao (110,125-128). Además 

también se ha informado que en la cromatina del fugado de rata existe en receptor especifico de gran afinidad 

para la All (129) que podría participar en la estimulación de la transcripción del gen de Ao, y que al añadir 

actinomicina D a rebanadas de hlgado se bloquea la biosíntesis de Ao, lo que sugiere que la sintesis de Ao es 

dependiente de la sintesis hepática de su ARNm (66). En los grupos sometidos a cirugla simulada 

(CT+C/SIMUL y SWC/SIMUL) no se detectaron aumentos en el ARNin de Ao, lo que sugiere que el aumento de 

la CPA de los grupos sometidos a netrectomla se debió principalmente a la eliminación de la fuente principal de 

renina. 

Existen evidencias de que los tratamientos con inhibidores de la ECA disminuyen los niveles circulantes 

de Ao (48,63,67,103,130) y de su ARNm (82,83) y estimulan la síntesis del ARNm de renína (82,131137). 

Nuestros datos de CPA coinciden con los reportados en la literatura, sin embargo, encontramos que los niveles 

del ARNm de Ao en las ratas controles y nefróticas no cambian. El papel funcional de estos inhibidores es 

bloquear la formación de All, uno de los factores que estimulan la formación de Ao. De esta manera, la 

disminución de la CPA en las ratas control y nefróticas en respuesta al captopril parece deberse a un aumento 

en la degradación de Ao por el impresionante aumento en los niveles plasmáticos de refina dado que 

encontramos que los niveles del ARNm de Ao no cambian a consecuencia de este tratamiento. 

La adrenalectomla es un modelo muy usado para estudiar el sistema renina•angiotensina. A 

consecuencia de este tratamiento hay una disminución en la CPA (73,74,138,141). Estos datos coinciden con 

los resultados que obtuvimos en el grupo control donde la CPA disminuyó a un 52%, sin embargo, a diferencia 

de los otros tratamientos, el grupo de ratas nefróticas sometidas a adrenalectomla no mostró el mismo 

comportamiento y la CPA se mantuvo en los mismos niveles que las ratas nefróticas. La mayoria de los autores 

responsabilizan al aumento en la renina circulante de la disminución de la CPA y de hecho nosotros también 

observamos un aumento en la CPR del grupo CT+C/SIMUL, pero en el grupo SN+ADX, la CPR disminuyó a un 

22.8%, lo que refuerza la idea de que la renina es el factor responsable de la disminución de Ao plasmático, ya 

que al estar disminuida la CPR del grupo SN+ADX, la CPA no mostró cambios con respecto al grupo SN. 

Además encontramos que la sintesis del ARNm de Ao disminuye a un 26% en ratas control y a un 39% en ratas 

nefróticas. Esta respuesta coincide con las observaciones de Servia (78) aunque Nasjletti (109), Volgt (81) y 

Kallnyak (77) han demostrado que la producción de Ao y de su ARNm no está modificada. 

En las ratas del grupo SN+ADX encontramos una respuesta diferente a la observada en las ratas del 

grupo CT+ADX. En este último grupo la CPA disminuyó y la CPR aumentó, lo que puede indicar que la 

disminución de la CPA se debió al aumento en su degradación por los niveles elevados de renina plasmática. 

Además, la deficiencia de glucocorticoldes provocada por la remoción de las glándulas adrenales podría estar 

también implicada en la disminución de la CPA, ya que estos compuestos estimulan la síntesis de As. Sin 

embargo considerando que la renina actúa sobre el Ao para producir Al y que sobre este péptido actúa la ECA 
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para originar All, que estimula la síntesis del ARNrn de Ao asl como de su proteína, el que no haya aumento en 

los niveles del ARNrn de Ao nos indica que hay otros factores que impiden que la All estimule la liberación de 

Ao. De esta manera podríamos explicar que la disminución de CPA en el grupo CT+ADX se debió al aumento de 

la CPR y a la disminución del ARNm de Ao, pero en el grupo SN+ADX el que la CPA no cambie, que la CPR 

muestre niveles similares a los de las ratas control, que los niveles del ARNm de Ao disminuyan a menos de la 

mitad y que el Ao se pierda por orina, parecen indicar que la síntesis de esta protelna aún es suficiente para 

mantener los niveles de CPA semejantes a los de las ratas t'erráticas, y de acuerdo a lo observado en las ratas 

CT+ADX, parece ser que la renina es el factor responsable de la disminución en la CPA. 

Hay pocos estudios de la modulación del gen de Ao en situaciones fisiológicas y patológicas. Las 

alteraciones en la modulación de este gen no están relacionadas necesariamente a sus niveles basales de 

expresión. En otras palabras, es posible que con niveles basales normales de ARNm de Ao se presenten 

alteraciones en su modulación, por ejemplo Klett et al. (142) encontraron que la respuesta a la administración de 

DEX y de EE es diferente entre ratas normotensas e hipertensas. Ellos midieron los niveles de ARNIn de Ao en 

el hígado y encontraron que sus niveles basales son similares en esos grupos de ratas, pero el aumento en el 

ARNm a consecuencia de la administración de dexametasona fue significativamente mayor en las ratas 

hipertensas. Este mismo comportamiento se ha observado con el ARNm renal de renina de ratas normotensas y 

espontáneamente hipertensas en respuesta al captopril. Este Inhibidor de la ECA provoca un aumento mayor en 

los niveles del ARNrn de esta protelna en las ratas espontáneamente hipertensas (143). 

También hay ejemplos de expresión basa! y estimulada similares (142) y de expresión basa! y 

estimulada diferentes (144). En el mismo trabajo de Klett (142) donde los niveles hepáticos del ARNrn de Ao son 

similares en ratas normotensas e hipertensas, la respuesta al EE fue también similar en ambos grupos de ratas. 

Pralt et al. (144) encontraron que en ratas normotensas la expresión basa! del ARNm renal de Ao es 

mayor que en las ratas espontáneamente hipertensas. Cuando estas ratas fueron tratadas con dieta baja en 

sodio la respuesta o cambios en el ARNm de Ao fue diferente ya que en el grupo de ratas normotensas éste 

aumentó y en las ratas hipertensas no cambió. 

Estos ejemplos Ilustran que la modulación de la expresión de renina y do Ao no se puede predecir 

conociendo su expresión basal. 

De esta manera, este trabajo indica que en las ratas con SN no existe alteración en la regulación de la 

expresión del gen hepático de Ao ya que sus niveles basales son similares a los de las 'ratas controles y 

responden de la misma manera que éstas a los tratamientos utilizados aqui, excepto a la ADX y que la 

disminución de la CPA observada en ratas con SN parece ser consecuencia de la degradación de Ao y de su 

pérdida por orina. 



7. RESUMEN DE RESULTADOS. 

1.- La administración del ANP indujo SN, el cual se hizo evidente por la presencia de proteinuria. 

hipoalburninemia, hipoproteinemia, hipercolesteiolemia y aumento en la creatinina sérica asi como en el 

nitrógeno de urea serico. 

2.- En las ratas netreticas se observaron los siguientes cambios en el sistema resina angiotensina. 

disminución de la concentración plasmática de angiotensinógeno y aumento en la concentración plasmática cie 

resina 

3.- En las ratas Mi-áticas se observó que cuando hubo cambios en la CPA éstos se reflejaron en la 

EUA. 

4.- Las ratas nefróticas no presentan alteración en los niveles hepáticos del ARNm de angiotensinógeno. 

5.- Las ratas nefrólicas respondieron de la misma matrera que las ratas controles a los tratamientos, 

excepto a la ADX, que no produjo cambios en la CPA. 

CONTROLES NEFROTICOS 
CPA ARNm CPA ARNm 

DEX I 223120 7 216151 t 274/80  t 234143 

EE 1 237±20 h831:23 T 341t40 I 229117 

NX T 254140 f227±35 T 24700 t 262/47 

T3 T 204±30 T 26604 t 164140 l' 270183 

CAP 4 	47±10 SIN CAMBIO l 	31±10 SIN CAMBIO 

ADX 1 51±12 1 2712 SIN CAMBIO 1 	41±7 
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8. CONCLUSIONES. 

La disminución del Ao plasmático en el SN no se debe a cambios en los niveles hepáticos del ARNm de 

esta proteica ni a cambios en la capacidad de respuesta del hígado a factores regulatorios. Los únicos factores 

documentados hasta ahora son su elevada excreción urinaria y su elevada degradación por los altos niveles de 

resina circulante. 
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10. APÉNDICE A. 

REACTIVOS: 

- Albúmina sórica bovina (ASB) grado RIA al 5%: 

• 8-diirldroxiquInolelna al 6.6%: 

8-dihidroxiquinolelna 	0.66 g 

Aforar a 10 mi. con agua destilada. 

Guardar a 5°C. 

Dimercaprol al 3.4%: 

Dimercaprol 	 340 pl 

Benzoato de bencilo 	160 pl 

Aceite de cacahuate 	9.5 mL 

Guardar a 5°C. 

• Amortiguador de ensayo Tris 0.1 M pH 7.38: 

Trizma base 	 6.055 g 

Aforar a 500 mL y ajustar el pH. 

• Amortiguador de maleatos 02 M gil 6.0: 

Acido maleico 	 5.805 g 

Aforara 260 mL y ajustar el p11. 

• Carbón activado: 

Carbón activado 	 3 g 

Dextrán 	 0.3125 g 

Aforar a 500 mL con amortiguador de ensayo. 

Disolver en frío. 

Guardara 4°C. 

-Refina porcina: 

Se prepara de acuerdo a la información de la etiqueta del frasco. 

Ejemplo: 

información de la etiqueta: 1.1 Unidades; 0.26 mg Sólido; 0.131 mg proteína; 4.2 Unidades/mg Sólido; 

8.4 Unidades/mg Proteína. 

Cálculos: 

Hay 4.2 unidades por mg sólido: 

4.2 Unidades -1 mg 

x• 0.26 mg 

x = 1.09 Unidades 	Hay 1.09 unidades en 0.26 mg 

En 100 pg hay 1 unidad: 

1 Unidades -100 pg 

x• 1 pg 

x = 0.01 Unidades 	En 1 pg hay 0.01 unidades 



Si queremos colocar 0.01 unidades en 5 pi: 

5 pl - 0.01 Unidades 

x -1.09 Unidades 

x = 840111 

(840 pl)(5 pl) = 4200 pl de agua destilada. Dividir en allcuotas de 50 pl. 

- H2O•DEPC 

DEPC 
	

1 ml 

Aforar a 1 L.y dejar en baño Maria a 37°C durante 12 h. 

- Amortiguador Me.5_12X,pkin/ 

MOPS 	 56.51 g 

Acetato de sodio 1 M 	 60 mL 

EDTA dlsódico 0,5 M 	 4 ml. 

Aforar a 1 L con H2O-DEPC. 

• A1111141=121-11WES.-19Xlialt 

MOPS 	 41.86 g 

Acetato de sodio 1 M 	 6.8 g 

EDTA 0.5 M 	 20 mL 

Aforar a 1 L con 1-120-DEPC. 

Esterilizar por filtración. 

- fisduclen deonat~tedsteloctroforeele: (Para 10 pg de ARN) 

Formamida 	 10 pl/muestra 

MOPS 10X 	 2 pl/muestra 

Formaldehldo 	 4 pl/muestra 

Azul de bromofenol 	 2 pUmuestra 

- And  do bomoronol: 

Glicerol 	 1 mL 

EDTA 0.5 M 	 40 pl 

Azul de bromaren°, 	 5 mg 

Xylene clanol 	 5 mg 

142O•DEPC 	 960 pl 



SU 

- firoBiur2de_elid19: 

Bromuro de etidio 
	

2.5 mg 

H20•DEPC 
	

1 mt. 

• AM4rtlguadoritICIrrida.pLI.7,0 

MOPS 12X 
	

83.3 mL 

Aforar a 1 L con H20-DEPC. 

- Amoreaugdor do.fºs1~1ºsi 0 	p11.5 5: 

Monofosfato de sodio 	 120 g 

Difosfato de sodio 	 142 g 

Ajustar el pH y aforar a 2 L con agua esterilizada. 

-Amortiguador SlºSransferenclasiº1ºSfatol 11125 M pHI Q: 
A. de fosfatos 0.5 M pH 6.5 

	
20 mL 

Agua esterilizada 
	

9130 mL 

No ajustar el pH. 

• Amortiguador SSC 20X pH 7.0: 
NaCI 3M 
	

175.32 g 
Citrato de sodio 0.3 M 
	

88.23 

Aforar a 11. con H20•DEPC. 

• AmortIguadorstgAransferenelaISC 10.21' 

SSC 20X: 	 500 mL 

H20 esterilizada 	 500 mL 
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11. APÉNDICE B. 

Preparación de la Al.1125: 

En el paquete de la Al-1125  se incluye la tabla de decaimiento del 1125 para calcular su % de actividad 

transcurridos cualquier numero de dial. Se calculó ese dato y se obtuvo la masa radiactiva (MR): 

MR 	= 	• Actividal. 

Actividad específica 

Los RIAs de Al realizados en el laboratorio generalmente constan de 170 tubos, a cada uno de ellos se 

adicionan 50 pL de una solución de Al-1125  con una concentración de 100 pg/ml, por lo que se necesitan 8.5 

mL de solución y 850 pg de AI-1125  para cada RIA 

Dividir la masa radiactiva entre 850 pg para obtener el número de RIAs de 170 tubos que pueden 

realizarse de acuerdo a la actividad de la Al-1125. 

Reconstituir la Al-1125  con H20 destilada. La actividad de Al-1125 deseada es de 50 pCi/mL, de acuerdo 

a la actividad calculada del 1125  calcular el volumen de H20 necesaria usando la siguiente relación: 

pi, de H20 ......k.tbditateCtUaL, 

50 pei/mL 

Dividir este dato entre el número de RIAs calculado para obtener el número de allcuotas de A1-1125  que 

se obtendrán. 

Guardar las allcuotas a -20°C. 



S2 

12. APÉNDICE C. 

Cálculo do la actividad específica de la sonda marcada. 

Se armó un sistema de vado con un matraz kitasató, en cuya boca se colocó un filo y sobre éste un 

filtro de fibra de vidrio en el que se adicionaron 2 iri de la sonda marcada. Después de 2 tilín se layó con HCI 0.1 

M y con alcohol absoluto 3 veces, 

En un vial para contador de radiaciones beta se agregaron 5 int. de liquido de centelleo y sumergir en él 

el filtro de fibra de vidrio. 

Se repelió el procedimiento con otro filtro de fibra de vidrio con excepción del lavado con ácido y alcohol. 

Los viales se colocaron en un contador de radiaciones beta y con los datos obtenidos se empleó la 

siguiente fórmula para calcular la actividad especifica de la sonda marcada: 

AE 
Mi + [(1.3x103) (P) (pCi/AE)) 

Donde: 

AE = Actividad especifica (dpmfpg) 

pCi = Cantidad de nucleólido marcado presente en la mezcla de reacción (en pCi). 

P 	= Proporción de nucleótido marcado incorporado a la sonda y calculado de la siguiente 

manera: 

cpm filtro lavado / cpm filtro no lavado 

Mi = Cantidad de ADN templado (ng) 

AE = Actividad especifica del nucleótido marcado (Clinunol) ó (pCi/nmol) 

NOTA: Multiplicando tos pa por 2.2 x109  se calcula el número total de dpm en la reacción. Este cálculo 

tambión convierte el valor final de AE de dpmIng a dpmfpg. Se multiplica el valor resultante por P para calcular la 

proporción de dpm incorporadas a la sonda. 
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