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RESUMEN

El sindrome nefrotico (SN) es una enfermedad que se caracteriza por la pérdida urinaria
de muchas proteinas plasmaticas, por 1o que se ha propuesto gque durante el sindrome
nefrético en humano se pierden proteinas que se encargan de transportar metales como
ceruloplasmina, albimina y transferrina y que la pérdida de estos metales en aigunos
casos podria provocar alguna deficiencia, sin embargo esta relacion ha sido pobremente
estudiada.

En este trabajo se evalud la alteracion de estos minerales y sus proteinas transportadoras
asi como las posibles consecuencias durante el SN.

El SN se indujo administrando una dosis subcutanea de aminonucledsido de puromicina
(ANP) de 15 mg/100 g de peso a ratas macho de la cepa Wistar de 200-250 gr de peso,
el grupo control (n=10) recibié solo sclucidn salina.

E} contenido de Cu, Fe y Zn se determiné por espectrofotometria de emision atomica
acoplada inductivamente a piasma, en orina, suero, alimento, heces y tejidos. Para las
determinaciones en orina y heces ambos grupos se mantuvieron individuaimente en
jaulas metabdlicas desde el dia 0 hasta ei dia 10, en que concluyé el estudio con el fin de
recolectar muestras diariamente.

{as ratas se sacrificaron el dia 10; la proteinuria se presentd a partir del dia 4 con un pico
maximo el dia 8; y la excrecién urinaria de Cu, Fe y Zn aument6 los dias 4 al 10.

En el dia 10 las ratas presentaron hipoalbuminemia, hipoproteinemia, altos niveles de
ceruloplasmina, transferrina y albumina en orina y bajos niveles en suero, asi como un
aumento en la depuracion y excrecion fraccional de estas proteinas. Los niveles de Cu,
Fe y Zn disminuyeron en suero y la depuracién y fa excrecién fraccional de estos
minerales aumento.

Se encontré que los niveles de Cu disminuyeron en rifién, fémur e higado; y aumentaron
en pulmon. El contenido de Zn aumentd en rifion, testiculos, fémur, higado y musculo y
disminuyé en cerebro. El contenido de Fe aumento en rifién, testiculos, pulmon, higado y
musculo. El consumo v la excrecion fecal de Cu disminuyé claramente a partir del dia 2
en las ratas con SN, mientras que el balance solo aumentd en el dia 4. El consumo de Zn
disminuyd significativamente a partir del dia 6, mientras que su excrecion disminuy6

significativamente a partir def dia 2. El balance no presento diferencias. El consumo de Fe



disminuyd claramente los dias 2, 6-10 mientras que la excrecion fecal disminuyd
significativamente a partir del dia 2. El balance sélo aumento el dia 4.

En los estudios de biometria hematica realizados en las ratas con SN se observé una
disminucion significativa en el hematocrito, un aumento en la cantidad de glébulos
blancos, y un aumento significativo en el porcentaje de reticulocitos en las ratas
nefréticas.

La excrecién urinaria de Cu, Fe y Zn mostré una correlacion positiva con las proteinas
totales urinarias en los dias 4-10, lo cual nos sugiere que el aumento en la excrecion
urinaria de estos minerales se debe a la excrecién urinaria de las proteinas. Sin embargo
ia correlacion plasmatica entre las proteinas transportadoras y sus minerales ho fue tan
evidente.

Aun cuando existen cambios en la concentracion de estos minerales en plasma, orina y
heces, el balance no presento cambios, lo cual nos sugiere que en fas alteraciones de la
concentracion de minerales en los tejidos, estan involucrados otros factores. Aln cuando
no podemos afirmar rotundamente que existia algin tipo de deficiencia, los datos nos
sugieren que si la proteinuria persiste por mas tiempo los dafios serian mas marcados y

severos y podriamos hablar ya de una deficiencia.




1. ANTECEDENTES

1.1. SINDROME NEFROTICO

Ef sindrome nefrético (SN) es una enfermedad que humanos se caracteriza por la pérdida urinaria de
muchas proteinas plasmaticas y como consecuencia de esto se originan otras anormalidades como
hipoproteinemia, hipoatbuminemia, hipercolesterolemia, alteraciones en el sistema inmunitario de tipo

humoral y celular, retencién de sodio, ascitis y edema, asi como cambios en los niveles de casi todas

las proteinas circulantes (1-3) { Fig. 1).
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Figura. 1 Alteraciones metabdlicas provocadas por el SN . Tomado de la referencia (4)

Estas alteraciones son la consecuencia directa o indirecta de un aumento en 1a permeabilidad
glomerular. El principal dafio en el SN se encuentra en la estructura de la barrera de filiracién
glomerular, que estd constituida por células endoteliaies, membrana basal glomerular y ceélulas
epiteliales, las cuales forman una barrera de carga y de tamano. La barrera de carga esta constituida

por glicoprotelnas y heparan sulfato proteoglicanos, que le confieren la caracteristica de ser una




barrera de cargas negativas. El sitio preciso de la barrera de tamafio no se conoce, pero es probable

gue sea la membrana basal glomerular (4).

Al parecer durante el SN existe una reduccion en las cargas negativas de la barrera de filtracion

glomerular, asi como la fusién de podocitos que permiten que se manifieste la proteinuria.

El SN puede clasificarse en primario o idiopatico, del cual se desconocen sus causas; Y secundario
gue es consecuencia de otras enfermedades o alteraciones sistematicas como lupus eritematoso,

nefritis progresiva hereditaria, diabetes mellitus y alergias ).

Esta enfermedad puede ser inducida experimentaimente en ratas por ia inyeccién de: a) suero

antiriddn, b) aminonucledsido de puromicina (ANP), ¢) daunomicina, o d) adriamicina (s).

Debido a que el SN inducido en ratas con ANP se parece mucho al SN de cambios minimos
encontrado en humanos, se ha utilizado como modelo para estudiarlo. Existen dos modelos de
nefrosis por ANP, el modelo agudo y el modelo crénico. El modelo agudo es reversible y solo requiere
de una dosis de ANP de 50 hasta 150 mg/kg de peso corporal. Al cabo de unas semanas la proteinuria
disminuye hasta desaparecer. EI modelo crénico se produce con inyecciones repetidas de ANP con

dosis menores a las del modelo agudo y el dafio es irreversible (s-10).

El mecanismo por el cual el ANP produce el dafio renal no se ha esclarecido totaimente, sin embargo
se piensa que las especies reactivas de oxigeno, tales como peroxido de hidrégeno, superoxido e

hidroxilo, producidos después de la administracion del ANP, son los responsables del dario celularny;

En el SN humano y experimental se han observado alteraciones en el metabolismo de proteinas
plasmaticas después de presentarse |a proteinuria. La concentracién plasmatica de una proteina
depende de diferentes variables como: distribucion corporal, sintesis, degradacion y pérdidas
corporales. Se ha observado que durante el SN la velocidad de sintesis de muchas proteinas aumenta,
mientras que la de otras no cambia, lo que indica que el mecanismo de regulacién de sintesis proteica
en el SN no es el mismo para todas las proteinas (12).

Entre las proteinas plasmaticas que se pierden por orina en el SN se encuentran la albOmina,
transferrina, ceruloplasmina, hormonas, inmunoglobulinas, y factores promotores e inhibidores de la
coagulacion.

Se ha observado que los cambios en los niveles de las proteinas plasmaticas que se encargan de
transportar metales como la ceruloplasmina, albumina y transferrina estan implicadas en las
alteraciones en la concentracién de cobre (Cu), zinc (Zn) y hierro (Fe), respectivamente, en el

organismo durante el SN (13-19) (Tabla 1).




Tabla 1. Comparacion de los niveles de metales y proteinas transportadoras.

HUMANOS CON RATAS CON SN® Referencia
SN®
Cu plasma o= i 13,14,16,18,19
orina + 0
Zn plasma 4 4 16,18, 20-24
orina T = +
Fe plasma L 13,17,25-28
onna T
Ceruloplasming plasma 1= ) 14-19
orina T T
Albtmina plasma 4 4 14,18,20,21,24
orina T 0
Transferrina plasma 4 4 14,17,25-29
orina 0 4+

& | sencentracian disminuida; T concentracién aumentada: = concentracion sin cambio

En humanos con SN se ha observado un incremento en la excrecién urinaria de Cu, sin embargo ios
niveles de este mineral en suero en algunos casos no se encuentran alterados (18,19), mientras que en

otros pacientes se encuentran disminuidos (13-15).

Existen pocos estudios del balance de Cu durante el SN experimental inducido con ANP en ratas. En
esos estudios se encontrd que hay un aumento en la excrecién urinaria y una disminucion en los
niveles plasmaticos de Cu y de Cp (18.19), este hecho es importante ya que se ha demostrado que la

Cp es la proteina que une el 20% del Cu plasmatico (33).

Existe un solo estudio donde se evalud el balance de Cu en diferentes tejidos durante el SN agudo
inducido experimentalmente en ratas (18). Se encontré que los niveles de Cu disminuyen en rifén e

higado, y no cambian en cerebro pulmones, testiculo, bazoy corazon (18).

Por otro lado el Zn plasmatico esta unido principalmente a la albumina, y una proporcion menor a oz
macroglobulinas y aminoécidos (20). La albimina es una de las proteinas mas abundantes en la orina
de pacientes con SN.

En pacientes con SN o con proteinuria en rango nefrético se ha demostrado que la concentracion de
7n sérico s menor cuanto mayor es la pérdida urinaria de proteinas y cuanto menor es el contenido

plasmatico de albumina. La disminucién de Zn sérico de pacientes con SN se pueden explicar

facilmente por los bajos niveles de albimina plasmatica, consecuencia del aumento de su excrecién

yrinaria (20).

w




En el SN experimental inducido con ANP, Freeman et al (21) encontraron bajos niveles de Zn en suero
y fémur; altos en orina y musculo, normales en testiculo y normales o altos en rifdn. También se ha
podido observar en otros estudios una clara relacion entre la pérdida urinaria de proteinas plasmaticas
y bajos niveles circulantes de Zn. Aunque en este mismo estudio no se observaron diferencias
significativas en testiculo, cerebro, rifiones, higado y corazon en el contenido de Zn, en bazo y

pulmones se observo un disminucion del 81y 87% del valor control, respectivamente (18).

También se ha observado que existe una relacién entre la pérdida urinaria de hierro y la disminucién
plasméatica de éste en pacientes con SN. Esta hipoferrinemia ha sido atribuida al incremento en ia
excrecion urinaria de transferrina (13,20,25), ya que se ha demostrado que los cambios en los niveles de
hierro en plasma estan asociados con la disminucién en la concentracion de fransferrina; esta misma
relacién se ha observado en la orina donde los niveles de trasferrina estan incrementados al igual que
los del hierro. Sin embargo no se puede descartar que esta deficiencia de hierro se deba también a un

dafio en la velocidad de sintesis de la transferrina (13,28).

En humanos con SN se han hecho muy pocos estudios en relacion con estos elementos (Cu, Zny Fe).
De hecho, sélo se han medido los niveles de éstos principalmente en suero y orina. Aun cuando no
todos los estudios son consistentes, se ha postulado que [a deficiencia de uno o mas de estos
elementos pudiera estar involucrada en algunas complicaciones del metabolismo. Las funciones que
cumplen los elementos quimicos esenciales antes mencionades son muy diversas y estan

involucrados en muchos procesos biologicos.

F-9



2. INTRODUCCION

2.1.IMPORTANCIA DEL COBRE, ZINC Y HIERRO

2.1.1. COBRE

El contenido total de Cu en el cuerpo humano de un peso de 70 kg es aproximadamente de 100 mgy
las mas altas concentraciones se encuentran en higado, cerebro, corazén vy rifones. Los tejidos con
una concentracion media son el intestino grueso y el bazo; mientras gue las glandulas endécrinas,

musculo y hueso presentan bajas concentraciones (Tabla 2). La concentracién de Cu en el plasma es

aproximadamente 5 veces més alta que la del higado, 17 puM de Cu 31).

Tabla 2. Contenido de Cu en tejidos de humanos aduitos (31).

ORGANO pg Cu / gr DE TEJIDO
HIGADO 6.60
CEREBRO 5.40
CORAZON 4.00
RINON 2.90
INTESTIND 1.80
PULMON 130
OVARIO 120
BAZO 1.20
PROSTATA 110
TIROIDES 1.00
UTERO 1.00
MUSCULO 0.90
TESTICULO 0.90
PIEL 0.70

Una dieta normal diaria, contiene de 2 a 5 mg de Cu (30-32). El Cu absorbido es transportado en el
plasma predominantemente unido a la albimina y alrededor del 15% en la transcupreina, proteina de
270 kDa (33) y en aminodacidos o péptidos (34). Esta pequefia fraccion de Cu circulante, la cual en
conjunto constituye alrededor del 5 al 10% de la cantidad total de Cu presente en el ptasma humano,
es rapidamente tomada por el higado donde existe un receptor de reconocimiento en la membrana

altamente eficiente para la unién de alblmina-cobre. La metalotioneina fija el Cu fuertemente y es

o



posible que desemperie un papel en la aceptacién del Cu unido a la albimina del plasma al higado,

fiiando cerca del 80% del Cu hepatico (30).

Dentro de las células del higado, una fraccién del Cu es requerida para ta sintesis de Cp, superoxido
dismutasa, y otras proteinas que contienen Cu, y otra fraccién mayor es excretada por |a bilis y una
fraccidn pequefia por la orina (31). Tanto la excrecion biliar como el liberamiento de la Cp son los

principales mecanismos de regulacion homeostatica que controlan los niveles de Cu en el higado (34)

El Cuy el Zn son esenciales para la funcion del higado porgue forman grupos prostéticos de muchas
enzimas o sirven como cofactor de la activacion enzimatica (30). Ejemplo de ésto son la citocromo
oxidasa (enzima que contiene hierro y cobre), la superoxido dismutasa (la cual contiene zinc y cobre},

y la alcohol deshidrogenasa y fosfatasa aicalina (Tabla 3) (32).

Muchas de las cuproenzimas catalizan reacciones fisiologicas importantes. Sin embargo, la funcion
fisioldgica de algunas incluyendo la Cp no esta bien establecida. Aparte de su actividad enzimatica
oxidativa, la Cp contiene el 90% del Cu del plasma, por lo que se cree que tiene un papel importante

en el transporte de Cu desde el higado a 6rganos extrahepaticos (30).

Como se menciond anteriormente el Cu es esencial en la dieta debido a que esta involucrado en la
utilizacion adecuada de hierro y en la sintesis de muchas enzimas (25). Se han descrito cuatro defectos

en el metabolismo de hierro cuando existe deficiencia de cobre en cerdos (31):

a) Deterioro en la sintesis de hemo a partir de Fe lll y protoporfirina;

b) deterioro de la movilizacion de hierro desde las células reticulo endoteliales a transferrina;

¢) deterioro en la movilizacién de hierro desde las células parenquimales hepaticas a transferrina; y

d) deterioro de la absorcion de hierro en el tracto gastrointestinal.

Se ha reportado que la Cp desempefa cuatro diferentes funciones: actividad de amino oxidasa;
actividad de ferroxidasa; actividad de superoxido dismutasa y transporte de cobre, ninguna de las

cuales es mutuamente excluyente (36,37).

La sintesis de Cp se lleva a cabo en el higado, el corazén, el cerebro y el rifidn, siendo maxima la
produccién en el higado que es el dnico érgano que la secreta hacia la circulacién. No se sabe
exactamente como y cudndo es insertado el cobre en la proteina, pero ésto ocurre solo en el higado,
ya que cuando sale apoceruloplasmina a la circulacién, ésta no es capaz de incorporar cobre. La

sintesis de Cp se lleva a cabo en los ribosomas unidos a membrana (70).

El peso molecular de la Cp es aproximadamente de 132 kD y tiene 7 atomos de Cu por molécula.
Como su nombre lo indica, se encuentra en el plasma y su concentracion normal es alrededor de 15

uM @13, Curzon y O' Reilly 38) y Osaki'y colaboradores (39) reportaron que la Cp cataliza la oxidacion de
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hierro por lo que la lamaron ferroxidasa. Ellos también propusieron que la Cp catalizaba la oxidacion
del hierro en el metabolismo. Acorde con esta hipédtesis, el hierro esta presente en la superficie de la

célula en forma ferrosa y es oxidado a férrico para unirse a la trasferrina.

En humanos, la deficiencia de Cu estd acompafiada de los siguientes sintomas: hipercolesterolemia,
leucopenia, desmineralizacidén de hueso, anemia, fragilidad de las arterias grandes y desmielinizacion
del tejido neural. La desmineralizacion del hueso vy la fragilidad de los vasos sanguineos puede estar
relacionada con los defectos en la formacion de colagena y elastina. La hipercolesterolemia puede ser
secundaria al aumento en la relacidén de acidos grasos saturados a monoinsaturados. Ademas se ha
observado hipertrofia cardiaca (aumento de la relacion peso de corazén / peso corporal} en los

animales deficientes de Cu (30,32,36) (Tabla 7).

Tabla 3. Enzimas dependientes de Cu®

NOMBRE FUNCION CONSECUENCIAS LUGAR DONDE SE ENCUENTRA
POSIBLES O CONOCIDAS DE LA
DEFICIENCIA
Citocromo oxidasa Cadena de transporie electronico Debilitamiento muscular; Mitocondria
cardiomiopatia; degeneracion
cerebral
Superoxido dismutasa Dismutacion de radicales libres Daiics en la membrana Amgpliamente distribuida
Tirosinasa Produccién de melanina Dafios de pigmentacion Melanomas y piel
Dopamina-f-hidroxitasa Produccion de catecolaminas Efectos neuroldgicos Glandula adrenal
Lisif oxdasa Entrecruzamiento de 1a colagena y | Ruptura vascular; osteoporosis; Aonay cartilago
de la elastina enfisema
Ceruloptasmina Ferroxidasa, amino cxidasa y Anemia, y deficiencia de Cu en Plasma
fransporte de cu tejidos
Amino oxidasa Desaminacitn oxidativa de aminos Rinén
por oxigeno molecular

2 Tomado de las referencas (31,32,38).

2.1.2. ZINC

Se ha encontrado que el higado, rifién, hueso, retina, prostata y musculo son los 6rganos con mas

altas concentraciones de zinc (Tabla 4). La concentracién de zinc en el plasma es de 112 + 12 ug /100
ml, en las céluias rojas es de 42 + 6 pg / g hemoglobina (40).

El Zn, al igual que el Cu, es una elemento esencial en el organismo. Més de 170 enzimas contienen Zn
y participan en las vias metabélicas principales. Estas metaloenzimas incluyen anhidrasa carbénica,

carboxipeptidasas, aminopeptidasas y fosfatasa alcalina, entre otras (37.4041) (Tabla 5).
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Tabla 4. Concentracion de Zn en algunos tejidos de humano y rata

TEJDO HUMANO® RATA®
pg Zn/ g de peso ng Zn/ g de peso
seco seco
HIGADO 141-245 101 £13
RINON 184-230 913
PULMON 67-86 81+3
MUSCULO 197-226 4515
PANCREAS 115-135
CORAZON 100 73+ 18
HUESO 218 168+ 8
PROSTATA 520
RETINA 571
TESTICULO 176 + 12
ESOFAGO 1087

7 Distnbucién media de valores publicados

® valores expresados como media = DE, tomado de la referencia 40

El Zn es esencial también para la sintesis de ADN, ARN y sintesis de proteinas., Este elemento

estabiliza las membranas y ribosomas celulares durante la sintesis proteica; se requiere para la

actividad de la polimerasa de ADN y ARN, y es esencial en la espermatogénesis y formacion de évulos

(37, 38).

Tabla 5. Algunas enzimas dependientes de Zn.

ENZIMA PAPEL DEL ZN ® COMENTARIO
Alcohol deshidrogenasa C,E Tambien la retinol deshidrogenasa
Superdxido dismutasa E Actividad ciiosolica
Fosfatasa alcatina CE En hueso, mucosa intestinal, higado
Fructosa 1,6-difosfatasa R,E Gluconeogénesis
Aminopeptidasas c Hidrélisis de proteinas
Carboxipeptidasas Cc
Anhidrasa carbénica c Transporte de dioxido de carbono
Lactato deshidrogenasa c Glicdlisis
Algunos factores de transcripcion E.{TR) Conformacion de los dedos de Zn
Malate deshidrogenasa C Ciclo de Krebs

3 ¢- catalitica; R. reguiador; E: estructural,

Tomado de la referencia (41).
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En la circulacion portal el Zn se asocia a ia albumina, a’-macroglobulina y aminoacidos. Dos tercios del
Zn presente en plasma estén unidos a la albumina. Una pequeia fraccién del Zn total del cuerpo,
aproximadamente el 3%, se almacena en el higado. El jugo pancredtico es una imporiante ruta de

excrecion del Zn, con una pequefa participacion de la bilis y de la excrecion fecal (30).

Es probable que el Zn sea tomado por los hepatocitos, unido a la albumina y/o en su forma idnica, por
una via saturable dependiente de energia. En general, el misculo y los huesos representan grandes
reservas de Zn. El Zn celular esta distribuido entre varias metaloproteinas, organitos, macromoléculas
y en membranas. Probablemente ei Zn solo retorna al plasma cuando en el hueso es movilizado para
mantener la homeostasis del calcio. Un marcado incremento en el catabolismo del musculo puede
favorecer la pérdida urinaria de Zn. La respuesta aguda al estrés fisiologico e infeccion involucra un
decremento en la concentracidén plasmatica de Zn, con una concominante redistribucién por los

hepatocitos (43).

La salida de Cu y Zn del higado indudablemente depende de muchos factores, especialmente
intracelulares que pueden favorecer la retencién de estos metales dentro de las células, y ia
disponibilidad de los ligandos en circulacion que puedan transferir estos metales desde los
hepatocitos. Aunque no se sabe con seguridad cudles son los ligandos, se ha propuesto que la

albtmina y algunos aminoacidos podrian ser ios encargados de este transporte (43)

En los animales como la res y al rata, la deficiencia de Zn se manifiesta por retardo del crecimiento,
pérdida de pelo, engrosamiento e hiperqueratinizacién de la epidermis y atrofia testicular; en los nifos
por deterioro de! crecimiento y del desarrollo sexual y en los adultos y nifios por retardo en la

cicatrizacion o) { Tabla 7).

2.1.3. HIERRO

£ hierro ha sido considerado como uno de los elementos mas importantes que constituyen a los seres
vivos. El hierro esta involucrado en la transferencia de electrones y en la transduccién de energia
formando parte de citocromos oxidables; en la activacion del oxigeno, del nitrdgeno y del hidrégeno
moleculares; y en la formacién de complejos con el oxigeno como parte constitutiva de proteinas
especializadas en el transporte de este gas, como son la mioglobina y la hemoglobina, donde se
encuentra alrededor de las dos terceras partes del hierro total de un organismo (4 (Tabla 6).
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Dependiendo del pH y de la composicién ionica de los fiuidos fisioldgicos, el hierro se encuentra en su
mayor parte en plasma, en forma férrica (Fe™), siendo poco soluble, por lo que es necesario contar

con un sistema de transporte asi como de almacenaje para este elemento.

La transferrina es una glicoproteina de peso molecular entre los 78,000 y 80,000 Da cuyo centro
principal de produccion es el higado, aunque puede sintetizarse también en médula dsea y bazo we).
Esta proteina es la encargada de la absorcion y del transporte de hierro en plasma hacia los sitios de
absorcién, almacenamiento, utilizacidn y excrecién; ya que a pH fisioldgico tiene una afinidad elevada
por el hierro. El almacenaje de hierro ocurre en dos formas: en una proteina soluble llamada ferritina,
cuya estructura tridimensional tiene una gran capacidad de retencion de atomos de hierro, se
encuentra principalmente en higado, bazo, médula osea, suero y en células rojas; o como parte de la
hemosiderina, que es una proteina no soluble, que se encuentra en forma de granulos en higado y

meédula 6sea (47-48).

Tabla 6. Proteinas que contienen hierro®

PROTEINA DISTRIBUCION FUNCION
Catalasa Células rojas, peroxisomas Descomposicidn de perdxido
Lactoperoxidasa Leche Descomposicion de perdxido
NADH deshidrogenasa Mitocondria Transporte electrénico
Xantin oxidasa Leche, tejidos Hipoxantina — acido trico
Transferrina Plasma Transponie de hierro
L.actoferrina Leche, secreciones Transporte de hierro
Ferritina Higado, bazo, médula Almacenaje de hierro
Hemosiderina Higado, bazo, médula Almacenaje de hierro
“ Tomado de la re{ereﬁcia {43)

La distribucion del hierro en el cuerpo humano es de 60 a 75% en la hemoglobina (eritrocitos), 5% en
mioglobina, menos del 0.5% en enzimas que contienen hemo,10% en enzimas sin hemo (incluyendo a

la ferritina y la hemosiderina), y menos de 0.1% circulante, unido a la transferrina.

El almacenamiento de ferritina y hemosiderina en higado, bazo y médula dsea, representan del 20 al
30% de las reservas de hierro. El hierro, tanto de la ferritina como de la hemosiderina, puede ser

utilizado para la formacion de hemoglobina. El hierro recientemente depositado en médula osea es

utilizado para eritropoyesis.

El organismo no dispone de medios para eliminar cantidades importantes de hierro; sélo cantidades

minimas, del orden de 1 mg al dia por medio de la descamacién de las células de la piel y el tubo
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digestivo, por migracion de leucocitos hacia la luz intestinal, por la pérdida de cabello y por la excrecion

de minimas cantidades de hierro en la orina, heces, bilis y sudor (49).

Los cambios en los niveles de hierro y transferrina en plasma que ocurren en [a deficiencia de hierro

puede llevar a efectos profundos en su metabolismo. Generalmente cuando existe una deficiencia de

hierro o atransferrinemia se presenta una severa anemia hipocromica microcitica (50).

Tabla 7. Consecuencias de la deficiencia de Cu, Zny Fe.

DEFICIENCIA

CONSECUENCIAS

cu®

Alteration en el metabolismo de hierro,
anemia, neutropenia, leucopenia,
fragilidad de las arterias grandes,

hipercolesterolemia

Dermatitis, alopecia, anemia, alrofia
testicular, retardo en el crecimienta,
anorexia, hiperpigmentacion,
hipogammagiobulinemia

Fe®

Anemia, erilopoyesis anommal,
hipertrofia cardiaca, retardo en ef
crecimiento, respuesta inmune alterada

? Tomado de la referencia {1 ¢)
® Tomado de la feferencia {(38)

¢ Tomado de la referencia (4 €)




3. OBJETIVOS

1. Generales
En ratas con SN agudo inducido con ANP:

1.1. Establecer si la pérdida urinaria de Cu, Zn y Fe, esta asociada a la pérdida de sus proteinas
transportadoras y si los cambios en las concentraciones de los minerales en plasma se relacionan

con los cambios en las concentraciones de sus proteinas transportadoras.

1.2. Investigar si la pérdida urinaria de proteinas en ratas con sindrome nefrético agudo experimental
conduce a una deficiencia de Cu, Zn y Fe en los tejidos, y de ser asi, establecer cuai(es) puede(n)
ser su(s) posible(s) mecanismo(s) : (a) pérdidas urinarias, (b) pérdidas fecales, (c) disminucién en el
consumo de alimento, o una combinacién de ellos, y si existen evidencias fisiologicas de esta

gdeficiencia, tales como la anemia.

2. Especificos
2.1. Medir la excrecién urinaria y fecal de Cu, Zn y Fe, la ingesta dietaria de estos minerales y la
excrecién urinana de sus proteinas transportadoras ceruloplasmina, albimina y transferrina,

respectivamente, durante 10 dias, posteriores a la induccion de SN en ratas.

2.2, Determinar si hay alteraciones en las concentraciones de (a) Cu, Zn y Fe en plasma, orina,
heces, eritrocitos, pelo, musculo, rifion, higado, corazon, pulmon, testiculo, bazo, cerebro y fémur y
de (b) ceruloplasmina, albimina y transferrina en plasma y orina.

2.3. Estudiar la correlacién entre (a) la excrecidn de proteinas totales y cada uno de estos minerales
en la orina y (b) la excrecién de Cu, Zn y Fe y de sus proteinas transportadoras ceruloplasmina,

albUmina y transferrina, respectivamente.

2 4. Determinar si hay correlacién entre la concentracion circulante de estos minerales con la de sus

proteinas transportadoras.

;




4. HIPOTESIS

En ratas con sindrome nefrético experimental agudo inducido con aminonuciedsido de puromicina :
1. La proteinuria estara asociada a la perdida urinaria de fos elementos cobre, zinc y hierro.

2. La pérdida de los elementos cobre, zinc y hierro sera consecuencia de la pérdida urinaria de sus
proteinas transportadoras ceruloplasmina, albumina y transferrina, las cuales disminuirdn en el
plasma.

3. La proteinuria conducird a una deficiencia de cobre, zinc y hierro en diversos tejidos y a la

aparicién de algunos signos de esta deficiencia como la anemia.




5. MATERIAL Y METODOS

A. REACTIVOS

Los siguientes reactivos fueron comprados en Sigma Chemical Co.: aminonucleodsido de puromicina
(# cat. P-7130), reactivo de Folin-fenol y Ciocalteu (# cat. F-9252), albumina sérica bovina fraccion V
(# cat. A-450), y 1,10-fenantrolina monohidratada (# cat P-9375).

Et cloruro de sodio (# cat. 3624-01), el sulfato de cobre (# cat. 1843), el acido tricioroaceético (# cat
0414), acido nitrico al 66.4% para lavado de material (# cat. 9601-05) se compraron en J.T. Baker.

En Mallinckrodt se compraron: el carbonato de sodio (# cat 7527) y el tartrato de sodio y potasio

(# cat. 2367).

Las soluciones estandar de cobre de 1000 ppm+1%, zinc de 1000 ppm +1% y hierro de 1000 ppm
1+% se compraron en Fisher Chemical.

E| N.N-dimetil-1,4-fenilendiamina (# cat 21923-1) se comprd en Aldrich Chemical Company, inc.

El 4cido nitrico de alta pureza al 89.5% (# cat. 84385) se compro en Fluka Chemika-BioChemika.
Todos los demas reactivos son grado R.A. y se adquirieron comercialmente.

En todo el estudio se us6é agua destilada y desionizada (resistencia=18.2 ) obtenida de un equiso

Milli Q (Millipore).

B. DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron 20 ratas macho Wistar de 240 a 250 g de peso corporal (aprox. 3 meses de edad) ias
cuales se dividieron en dos grupos. 10 ratas que sirvieron de control y 10 para ia inducidén del
sindrome nefrético (SN). El sindrome nefrotico se indujo por una sola inyeccion subcuténea de
aminonucledsido de puromicina (ANP) disuelto en solucién salina fisioidgica (15 mg / 100 g peso
corporal). Las ratas control recibieron el mismo volumen de vehiculo. El estudio se inicié cuando se
aplico la inyeccion del ANP (dia 0). Todas las ratas se pesaron y se colocaron en jaulas metabdlicas
para determinar el consumo de alimento y realizar Ia recoleccion de orina y heces de 24 h. Estas
mismas determinaciones se realizaron diariamente hasta el dia 10, dia en el cual se llevo a cabo ¢l
sacrificio. Las ratas se anestesiaron con éter y posteriormente se obtuvo sangre por puncidn cardiaca
usando heparina como anticoagulante. Se tomé pelo de ia parte ventral del animal en una area
aproximada de 4x12 cm. Posteriormente se sacrificaron por decapitacion y se extrajeron los
siguientes tejidos: rifidon, higado, corazon, pulmoén, testiculos, bazo, cerebro, fémur y una porcién de

musculo gue rodea a este hueso. Todas las muestras se mantuvieron a -80°C hasta la determinacion

correspondiente.




Todas las muestras en las que se determinaron minerales se recolectaron en material previamente
purgado con acido nitrico 8 N durante 24 h y enjuagado con agua desionizada para eliminar los

elementos traza.

C. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

C.1. ORINA
Las muestras de orina se centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 15 min, posteriormente se

determinaron proteinas totales, concentracién de Cu, Zny Fe: ceruloplasmina, albimina, transferrina
y creatinina.

C.2. SANGRE

Se realizaron las determinaciones hematolégicas en una muestra de sangre fresca. El resto de la
sangre se centrifugd a 3000 r.p.m. durante 15 min. para obtener plasma y eritrocitos. En el plasma se
determinaron: proteinas totales, ceruloplasmina, albumina, transferrina, colesterol, nitrégenc de urea.
creatinina, Cu, Zn y Fe. A las muestras para la determinacion de ceruloplasmina se les adiciond 50 p
de acido s-amino caproico 2 M para evitar la accion de proteasas. L os eritrocitos se lavaron 3 veces
con NaCl al 0.9% para la determinacién de minerales.

C.3. HECES

Estas muestras se llevaron a peso constante en una estufa a 100°C, posteriormerite se
homogeneizaron en un molino y se digirieron como se explicara mas adelante, para eliminar la
materia organica y determinar el contenido de minerales

C.4. TEJIDOS

Cada uno de los tejidos extraidos se lavo con NaCl al 0.8% para eliminar el exceso de sangre. Para
realizar las determinaciones de minerales se Ilevaron a peso constante a 100°C y posteriormente se
sometieron a digestion de materia orgénica.

C.5. PELO

El pelo se lavo con 150 m! de una solucion no ionica de Tritdn X-100 al 1%, se mantuvo en esta
solucion por 30 min. con agitacion constante Y posteriormente se enjuagd con un litro
aproximadamente de agua desionizada, después se llevd a peso constante en una estufa a 100°C
durante 24 h, y finalmente se realizé la digestion de la materia organica.

C.6. ALIMENTO

Para determinar el consumo de minerales se tomaron dos porciones de 0.5 g de alimento, cada vez
que se cambid el saco del mismo durante el experimento. Estas porciones también se llevaron a

peso constante y se homogeneizaron cada una de ellas para posteriormente eliminar la materia

organica por digestion.




C.7. DIGESTION

El primer paso para la determinacion de los minerales en las muestras es el de digestién, la cual se
realizé de la siguiente manera:

Se colocaron en frascos de teflon de 50 ml, 0.5 gr. de muestra (tejidos, orina, suero, eritrocitos,
heces y alimento) y se le agregaron 4 ml de acido nitrico de alta pureza, 2 ml de peroxido de
hidrégeno y la digestion se hizo en un horno de microondas (mod. mis 1200 mega de Milestone,
Microwave, Laboratory Systems) con 6 frascos de teflon (capacidad del rotor, HPR 1000/6), con el

siguiente programa.

SECUENCIA | 1er PASO 20 PASO 3er PASO 40 PASO 50 PASO
Potencia 250 watts 0 watls 250 waits 400 watls 400 watts
Tiempo 1 min. 1 min, 8 min 5 min. 5 min.

Este programa es una modificacion del original recomendado por el manual del equipo, ya que no se
necesita tanto tiempo para llevar a cabo la digestion completa.

Posteriormente, el rotor se dejé enfriar por 30 minutos haciendo circular agua de fa flave, cada uno de
los frascos se ventild abriéndolo lentamente con el maneral para liberar la presion. La solucién
resultante se transfirid a un matraz volumétrico de 25 m! en el caso de tejidos, eritrocitos, heces y

alimento y de 10 ml para orina y suero y se aforé con agua desionizada. La solucidn resultante se

guardé en frascos de polietileno.

D. DETERMINACIONES ANALITICAS

D.1. MINERALES

La determinacién de Cu, Zn y Fe en las soluciones obtenidas después de Ja digestion se hizo en un
espectrofotdometro de emision atémica acoplado inductivamente a plasma de tipo secuencial (ICP)
por sus siglas en ingles (Inductively Coupled Plasma Emission Spectroscopy) (Jobin-Yvon-24). El
fundamento de esta técnica se basa en la capacidad de las especies quimicas de absorber o emitir
luz debido a los atomos presentes, la fuente de emision del ICP es un plasma que es un sistema de
ionizacién muy caliente de gas argdn, que fluye a través de un tubo de cuarzo envuelto con un
alambre de cobre, el cual, mediante energia, crea un campo magnético dentro del tubo. La
ionizacion del gas comienza con una chispa en la parte de arripa del tubo de cuarzo, causando que el
argon produzca iones y electrones que fluyen a través del tubo y junto con el campo magnético
creado produce mas ionizacion y el gas comienza a calentarse extremadamente (9000-10000 °K)}.

Cuando el gas emerge del tubo se produce una nube de iones de argén.




Las muestras y estandares, en forma de solucién, son introducidos dentro de! flujo de argon por

aspiracion justo antes de la ionizacion inicial (Fig.2).

Figura 2. Esquema del funcionamiento del ICP

La fuente caliente del ICP produce eficientemente la atomizacion y la excitacion de los atomos, por lo
tanto, la emision es mucho mas intensa y las concentraciones mas pequefias de iones metalicos son

detectados y medidos con precision.
Las curvas patron para determinar los minerales en las muestras fueron las siguientes:

Zn Fe Cu
(ppm) (ppm) (ppm)
TEJIDOS 0.1 0.5 5.0 0.1 0.5 5.0 0.05 0.5 5.0
ORINA Y PLASMA 0.05 0.5 5.0 0.05 0.5 50 0.05 05 1.0
ERITROCITOS 0.05 0.5 5.0 0.1 0.5 30 0.05 0.5 1.0
ALIMENTO Y HECES 0.05 0.5 50 0.05 0.5 50 0.05 05 10

D.2. PROTEINAS TOTALES
Para la determinacion de las proteinas totales en suero y orina se empled el método de Lowry y

colaboradores sy, utilizando como patrdn albimina sérica de bovino (5 a 50 1g/0.2 ml) . El reactivo
forma un complejo proteina-cobre en solucién alcalina, y en una segunda fase el complejo se reduce
4 un reactivo fosfomolibdico-fosfotingstico (reactivo de Fenol de Folin y Ciocalteu) para producir un
color azul facilmente detectable a 660 nm.

Soluciones empleadas:
Solucion A: Carbonato de sodio al 2%, hidroxido de sodio al 0.4%, tartrato de sodio y potasio al

0.02%.




Solucion B: Sulfato de cobre al 0.5%

Solucién C: 50 ml de sol. A mas 1 ml de sol. B (se prepara al momento).

Solucién D: Reactivo de Folin & Ciocalteu 1N.

Solucién E: Solucion patrén de albumina sérica de bovino 50 mg/100 ml. la cual se usa para construir
la curva patrén. En fa figura 3 se encuentra la curva patron de albimina sérica bovina.

Las proteinas urinarias se precipitaron y lavaron con acido tricloroacético al 10%. La determinacion
de proteinas se realizé después de resuspenderlas en hidroxido de sodio 0.6 N. En orina se hizo una
dilucién 1:300 para realizar la determinacién; en el caso del suero se realizo después de una dilucién
1:400 con agua destilada.

Procedimiento:
El volumen final de la muestra es de 0.2 ml. Se le aflade 1 mi de la solucidn C, se deja reposar

durante 10 minutos, después se afade 0.1 ml de la solucién D y se agita inmediatamente en un
vortex, se deja reposar por 30 minutos y se lee la D.O. a 660 nm contra el blanco y se expresan los
resultados como mg/24 h en el caso de la orina y g/100 m! para el suero.

CURVA PATRON PARA DETERMINACION
DE PROTEINAS TOTALES

0.7+
0.6

r?= 0.99
0.5+
0.4-

0.3+

D.O. 660nm

0.2
0.1

0.0-

ug/ml

Figura 3. Curva patrén de albumina para la determinacion de proteinas totales por el metodo de Lowry

D.3. CERULOPLASMINA
El método esta basado en la capacidad de la ceruloplasmina de oxidar el sustrato N,N-dimetil-p-

fenilendiamina (DPD) convirtiéndolo en una base de Brandowski que es el ultimo producto de la
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oxidacion y que presenta una coloracion rosa facilmente detectable en el espectrofotémetro a 550 nm

(38.51)
El procesamiento es el siguiente : Se mezclaron 2 ml de amortiguador de acetatos 0.2 M a pH 5.5

gue contiene 1,10 fenantrolina 1 mM con 1 ml de agua desionizada, 1 ml de plasma u orina diluidos
1:10 con NaCl 0.1 M y 1 mi de DPD 1.7 mM. La mezcla de reaccion se incubd a 37° C durante 15
min. La reaccion se detuvo por la adicidon de 2 ml de azida de sodio 0.3 mM en NaCl al 10% frio. La
determinacién de ceruloplasmina en orina se realizé en muestras de orina dializadas previamente.

El material que se utilizé para la determinacion de ceruloplasmina se traté previamente con Extran
MA-03 (Merck) exento de fosfatos para eliminar el hierro presente, ya que es un factor que puede
interferir en las determinaciones.

D.4. ALBUMINA Y TRANSFERRINA

La determinacién de albumina y transferrina se realizé por inmunodifusion radial (52-53), usando el
estuche comercial de ICN Biomedicals, Inc.. El principio de esta técnica se basa en la reaccion
antigeno-anticuerpo. La albimina y la transferrina difundieron en forma pasiva en una fase
estacionaria formando anillos de precipitacion, el diametro de estos anillos sera proporcional a la
concentracion de albumina y ftransferrina. Ei valor del diametro obtenido de nuestras muestras se
interpolé en una curva estandar,; ésta se construyd con el diametro al cuadrado de los esténdares
que en el caso de la albimina es de 140 mg hasta 720 mg/dl y en el de transferrina es de 57 mg a
380 mg/dl. En la figura 4 se encuentran las curvas estandares de albdmina y transferrina. Se
colocaron 5 ul de plasma u orina directos para medir transferrina 6 diluido 1:10, 1:20 ¢ 1:40 para

albimina, las placas se incubaron a temperatura ambiente y en una camara humeda por 18 horas.

CURVA PATRON DE ALBUMINA CURVA PATRON DE TRANSFERRINA
150+ 125+
1001
100+
o o 75
o ()
50
50 l
25+
0- 0-
r T T T 1 i T T T 1
0 200 400 600 800 0 100 200 300 400
mg/dl mg/di

Figura 4. Curva patrén de albiimina y transferrina por el método de inmunodifusién radial




D.5. BIOMETRIA HEMATICA

La biometria hematica se realizé en un equipo automatizado Coulter Counter modelo ZF (Coulter
Electronics) en el cual mediante un mandémetro de mercurio se hace fluir por un orificio de
dimensiones fijas, un volumen constante de particulas suspendidas en un electrolito. Una corriente de
flujo pasa entre el electrodo situado en el tubo que forma el orificio y ofro fuera. Cada vez que una
particula pasa por el orificio, disminuye la conductividad del electrolito entre los dos electrodos,
provocando un impulso cuya amplitud es proporcional al volumen de las particulas cuyo tamafo es
superior al umbral, esto equivale a contar el nimero de particulas de tamafio umbral que pasan por el
orificio.

Cada muestra se prepard con heparina como se mencioné anteriormente para evitar la coagulacion,
posteriormente se realizé una dilucién de 1:500 para la lectura de leucocitos y 1:5000 para eritrocitos.
Para las lecturas de leucocitos y hemoglobina se rompieron los eritrocitos con ZAP-OGLOBIN ! y se
leyeron los leucocitos en el Coulter Counter y la hemoglobina en un hemoglobinémetro a 545 nm.
D.6. RETICULOCITOS

Se determind el porcentaje de reticulocitos en una laminilla de sangre tefida con azul de cresilo
brillante, en un microscopio modelo Spencer, American Optical Corporation, con un objetivo de
inmersion 100x, N.A. 1.25 donde se contaron 500 células (eritrocitos + reticulocitos) para obtener el
porcentaje.

D.7. CREATININA

La creatinina, urea y el colesterol se midieron en un fotometro 40/30 de Lakeside. La creatinina se
midié por el método de picrato alcalino con el estuche comercial “Creatinina” Test-Combinacion
(Farmacéuticos Lakeside): se inyectaron 200 pl de plasma u orina en la celda del fotometro, la
creatinina de la muestra reacciond con el acido picrico en medio alcalino y produjo un complejo de
color rojo (reaccién de Jaffé). Se midio la velocidad del aumento de absorcidn debido a la formacion
del complejo alcalino de picrato de creatinina. La velocidad de formaciéon del complejo es
directamente proporcional a la concentracién de creatinina en fa muestra; fa lectura se realizé a 510
nm.

D.8. NITROGENO DE UREA

La urea se cuantificd con el estuche comercial "UREA” MPR 2 (Farmacéuticos Lakeside). Se basa en
uha reaccion enzimatica que mide el de cambio en la conductividad en la celda de reaccion. Se
inyectaron 200 pl de la muestra con la ureasa en la celdilla de reaccion. El resultado de la reaccion es
la conversion de la especie no idnica (urea) en una iénica (carbonato de amonio), la cual aumenta la
conductividad de la solucién. El electrodo del aparato mide el aumento en la conductividad de la
celda de reaccién. Esta velocidad es proporcional a la cantidad de urea presente en fa muestra,

posteriormente se hizo el calculé para obtener el nitrégeno de urea que fue el que se reportd.




D.9. COLESTEROL
|a determinacion del colesterol se realizo con el estuche comercial “Monotest” colesterol CHOD-PAP

(Farmacéuticos Lakeside) que es una prueba enzimatica colorimétrica. El método se basa en
reacciones enzimaticas sobre los ésteres de colesterol y los productos de su hidrdlisis para producir

una guinonimina roja con absorbencia maxima a 505 nm. Se pusieron 200 pl de muestra en el

autoanalizador.
E. CALCULOS

E.1. CONCENTRACION DE MINERALES

Para determinar la concentracién de minerales de las muestras se siguié la siguiente formula:

{ VALOR DE LA MUESTRA PPM ) ( VOLUMEN DE AFORACION)
g MUESTRA [+] mi MUESTRA

Donde el valor de la muestra en ppm es el resultado de la interpolacion de la curva patron con la que

[ Mineral pg/g 6 pg/mi ] =

se calibra en |ICP.

E.2. CONCENTRACION DE CERULOPLASMINA

£l contenido de ceruloplasmina en las muesiras se calculd de la siguiente manera:

- { ABSORBANCIA DE LA MUESTRA } ( DILUCION )
6.3

Donde 6.3 es el factor que convierte unidades de absorbencia-actividad en mg de ceruloplasmina ya

[ Ceruloplasmina mg/ml ]

que el valor reportado de 1 mg de ceruloplasmina = 63 unidades de actividad y 1 unidad de actividad

= 0.1 unidades de absorbencia a 550 nm.

E.3. DEPURACION DE CREATININA, MINERALES Y PROTEINAS TRANSPORTADORAS
Para calcular 1a depuracién tanto de creatinina como de minerales y proteinas transportadoras se

utilizé Ia siguiente férmula general:

Depuracion (mifmin) = CONCENTRACIONEN ORINA (mamb)_ f;i5 urinario (mi/min)
CONCENTRACION EN SUERO

E.4. EXCRECION FRACCIONAL DE MINERALES Y PROTEINAS TRANSPORTADORAS

Para calcular la excrecion fraccional se utilizd 1a siguiente formula general:
= DEPURACION DEL MINERAL O PROTEINA TRANSPORTADORA
DEPURACION DE CREATININA

Excrecidn fraccional

A partir de fas determinaciones de proteinas totales y transportadoras y asi como los minerales

correspondientes se realizaron los siguientes calculos:




E.5. COCIENTE MINERAL/PROTEINA TRANSPORTADCORA
Cociente de 1. Cu/Cp, 2. Zn/albUmina y 3. Fe/transferrina.

E.6. CORRELACION MINERAL VS PROTEINAS TOTALES Y MINERAL VS PROTEINAS
TRANSPORTADORAS

Se realizaron las siguientes correlaciones: 1. Cu vs proteinas totales, 2. Zn vs proteinas totales, 3. Fe

vs proteinas totales, 4. Cu vs Cp, 5. Zn vs albumina y 6. Fe vs transferrina.

E.7. BALANCE DE MINERALES

El balance fue usado para evaluar el estatus de los minerales (s4-59), y se calculd de la siguiente

manera:
. CONSUMO DEL MINERAL - MINERAL EN 1LAS HECES MINERAL EN CRINA
0f) = CONSUMODELMNERAL - (MINERALEN LASHECES + MINERALENORINA) {()()

Balance
( CONSUMO DEL MINERAL

F. ANALISIS DE RESULTADOS
Los datos se expresaron como media y desviacion estandar y como coeficientes de correlacion en su
caso. Las comparaciones entre el grupo control y el experimental se realizaron por una prueba de t

no pareada. Un valor de p<0.05 se consideré significativo.




6. RESULTADOS

{ a tabla 8 muestra los resultados de las determinaciones bioquimicas realizadas al final del periodo
de estudio. Las ratas inyectadas con amincnucledsido de puromicina (15 mg/100 g) desarroffaron
hipoproteinemia, hipercolesterolemia, proteinuria, aumento del volumen urinario, de la concentracion
de creatinina y nitrégeno de urea en suero y disminucion de la depuracion de creatinina. Los datos

anteriores indican que las ratas desarrollaron sindrome nefrético (SN}.

Tabla 8. Datos bioquimicos a! dia del sacrificio

Determinacion Control n Nefroticas n Valorde
P

Suero

Proteinas totales g/dl 7.10+£0.62 9 3.66 + 0.80 10 <0.001
Colesterol mg/dl 80.53+11.21 9 366.09+8276 & < 0.001
Creatinina mg/dl 0.57 +0.10 9 1.16 + 0.53 7 <{0.05
Nitrégeno de urea mo/dl  22.52 + 4.48 9 51.37 £ 20.02 8 <0.001
Orina

Proteinas totales mg/24h 2380570 g 906.60+24400 10 < 0.001
Volumen mi/2dh 1413+ 1.5 10 30.50 +5.22 10 < 0.001
Depuracion de creatinina ~ mi/min 1.37 = 0.31 9 0.94 + 0.544 6 < 0.001

El registro del peso corporal del grupo nefrético y control se muestra en la figura 5. El peso corporal
se mantuvo significativamente por debajo del grupo control a partir del dia 2 hasta el final del estudio
Ei volumen urinario disminuyo los dias 4 y 6 y aument6 significativamente los dias 8 y 10 (fig. B6).

Peso corporal (g)

Dias

Figura 5. Peso corporal de ratas controles (CT) y nefrticas (SN)
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Figura 6, Volumen urinario de ratas controles (CT) y nefréticas (SN).

La proteinuria se hizo evidente 4 dias después de la inyeccién de ANP, y alcanzd su valor maximo el
dia 8 (1017.50+ 186.20 mg/24 h) (fig. 7). En las figs. 8-10 se aprecia el curso temporal de la
excrecién de Cu, Zn y Fe en las ratas con SN. La excrecion de estos tres minerales aumentd
claramente en los dias 6-10. La excrecidén de Cu disminuyd ligeramente en los dias 2 y 4 y Ia

excrecion de Fe aumento ligeramente el dia 4.

Proteinuria
{mg/24 h)

Figura 7. Proteinas urinarias de ratas controles (CT) y nefréticas (SN).
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Figura 8. Excrecién urinaria de Cu de ratas controles {CT) y nefréticas (SN).
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Figura 9. Excrecion urinaria de Zn en ratas controles (CT) y nefréticas (SN).




Hierro urinario
(ng/24 h)

Dias
Figura 10. Excrecion urinaria de Fe en ratas controles (CT}y nefréticas (SN).
La proteinuria (mg/24 h) presentd una correlacion positiva con la excrecidon urinaria de Cu, Zny Fe

(r*=0.80, p<0.0001); (*=0.7665, p<0.0001) y (r*=0.6425,p<0.0001), respectivamente. Esto nos indica

que, al aumentar la proteinuria, aumenta la excrecién urinaria de minerales (fig. 11-13).
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Figura 11. Correlacién de la proteinuria y la excrecién de Cu en ratas con SN.
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Figura 12. Correlacion de la proteinuria y la excrecion urinaria de Zn en ratas con SN.
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Figura 13. Correlacion de la proteinuria y la excrecion urinaria de Fe en ratas con SN.

La concentracién sérica de Cu disminuyd aproximadamente 3 veces y ta de Zn y Fe disminuy6
aproximadamente 2 veces. La depuracion y excrecién fraccional de los tres minerales aumento
significativamente: 5 y 14 veces para Cu, 7 y 12 veces para Zn y 32 y 30 veces para Fe
respectivamente en las ratas con SN (tabla 9).




Tabla 9. Concentracion en suero y depuracién y excrecion fraccional de Cu, Zny Fe.

Control n Nefréticas n_Valordep

Cu
Suero ug/d! 80.44 + 18.72 10 2933+1232 9 < 0.001

Depuraciéon  ml/min  0.0043 +0.0014 10 0.021+0.008 9 < 0.001
Excrecidn fraccional 0.0034 + 0.0013 9 0048+0036 7 < 0.05
Zn

Suero ug/dl 106.69 + 24.73 10 4895+1534 8 < 0.001
Depuraciéon mi/min 0.0047 £ 0.0016 10 0.03+0.0078 6 < 0.001
Excrecion fraccional 0.0038 + 0.0015 9 0.046+0.033 5 < 0.05
Fe

Suero ug/di 340.35+152.15 10 18653+40.14 5 < 0.05
Depuracion  ml/min  0.00057+0.00027 8 0.0185x0.007 6 < 0.001

Excrecién fraccional  0.00049 + 0.00025 8 0.015+0.0036 5 <0.05

En las figuras 14-16 se aprecia el curso temporal de la excrecion urinaria de las proteinas
transportadoras ceruloplasmina, albumina y transferrina. Se puede apreciar que la excrecion de
albumina y transferrina aumenté desde el dia 4, sin embargo no se pudo hacer un andlisis estadistico
en virtud de que estas dos proteinas no se pudieron detectar en las muestras de ratas controles por
el método de inmunodifusién radial. En cambio, la ceruloplasmina si se pudo medir en las ratas
controles y, por tanto, si se pudo realizar el analisis estadistico. La excrecion urinaria de esta proteina

aumento en los dias 6-10, de 2 a 5 veces, alcanzando un pico de excrecién el dia 8 en las ratas con

SN.
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Figura 14. Excrecién urinaria de ceruloplasmina en ratas controles (CT) y nefroticas (SN).
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Figura 16. Excrecion urinaria de transferrina en ratas nefroticas (SN), no fue detectables en ratas controles (CT).

En las figuras 17-19 se observa que hay una correlacion positiva entre fa excrecién urinaria de las
proteinas transportadoras y el mineral correspondiente (ceruloptasmina vs Cu; ’=0.54, p<0.0001;
albtmina vs Zn; r’=0.53, p<0.0001; transferrina vs Fe; r’= 0.5665, p<0.0001). Esto nos indica que hay

una relacion directamente proporcional entre la excrecion del mineral con su correspondiente

proteina transportadora.
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Figura 17. Correlacion entre la excrecion urinaria de ceruloplasmina y de Cu.
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Figura 18. Correlacion entre la excrecion urinaria de albamina y de Zn
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Figura 19. Correlacién entre la excrecion urinaria de transferrina y Fe.

En la tabla 10 se puede chservar en suero una disminucion de 2 veces para ceruloplasmina, y 9
veces para albumina y transferrina y un aumento en la excrecion de ceruloplasmina, albumina y
transferrina en orina de 3 veces. La depuracidn y excrecion fraccional de ceruloplasmina aumentan
significativamente 15 y 40 veces respectivamente en las ratas con SN. Sin embargo estas

comparaciones no se pudieron realizar en albumina y transferrina ya que no fue posible detectarlas

en orina de ratas controles.

Tabhta 10. Concentracion en suero, excrecion urinaria total, depuracidn y excrecion ifraccional de

ceruioplasmina,albumina y transferrina.

Caontro) Fn | Nefréticas [ 'n | Valordep
Ceruloplamina
Suero, mo/dl 27.18+ 4.39 10 11.36 £ 4.46 8 < 0,001
Orina, mg/24 h 0.142 + 0.034 10 0517 £ 0.095 10 < 0.05
Depuracion 7.2x10°+2 48x10° 10 1.08x107+3.26x10™ 8 < 0,001
Excrecién Fraccional 5.6x10°+2.1x10° 10 0.00022+0.00011 8 < 0.05
Albumina
Suerg, g/dl 2.80 £ 0.755 9 0317 £ 0127 7 < 0.001
Orina, mgi24 h ND 418.05+110.73 10
Depuracion ND 2.28x107+4.88x10™ 7
Excrecidn Fraccional ND 0.00440.0022 7
Transferrina
Suero, g/dt (.38 £ 0.068 9 0.044+ 0.015 7 < 0.001
Orina, mg/24 b ND 43.24 = 11.87 10
Depuracion ND 1.50x10°%48.76x10" 7
Excrecion fraccional ND 0.0027+0.0015 7

ND = No detectable por el método de inmunodifusion radial




En la tabla 11 se puede apreciar que el cociente Cu/Ceruloplasmina permanecio sin cambios en las

ratas con SN, mientras que los cocientes en suero de Zn/Albumina y Fe/Transferrina aumentan

significativamente.

Tabta 11. Cocientes mineral/proteina transporiador en suero del dia 10

Control | n | Nefréticas | n | Valordep

Cu, pg/dl 80.44+18.72 10 29.33%x12.32 9 < D.001
Ceruloplasmina, mg/d| 27.18+4.39 10 11.3614.46 9 < 0.001
Cu/Ceruloplasmina, pg/mg 2.98+0.54 10 2.99+1.11 9 NS

Zn, pg/dl 106.69+24.73 10 48.95+15.34 9 < 0.001
Albumina, g/d! 2.80x0.75 10 0.317x0.127 9 < 0.001
Zo/Albtimina, pa/g 40.14£7.29 10 149154 9 < 0.001
Fe, pg/dl 340.35+152.15 10 219.71+106.05 7 < 0.05
Transferrina, mg/dl 384.3169 10 44.17+15.37 7 < 0.001
FefTransferrina, ug/mg 0.88+0.45 10  13.87+11.47 7 < 0.05

En las figuras 20-22 se muestran ias correlaciones entre los minerales en suero y su proteinas

transportadoras. Solo la correlacion Albumina vs Zn fue significativa (*=0.5768, p<0.05).
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Figura 20. Correlacién de la ceruloplasmina plasmética y el cobre plasmatico.
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Figura 21. Corretacion de la albimina plasmatica y el zinc plasmatico.
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Figura 22. Correlacion de la transferrina plasmética y el hierro plasmatico.




En el andlisis del contenido de Cu, Zn y Fe en eritrocitos de ratas controies y nefrdticas no se

apreciaron diferencias significativas en ninguno de ios minerales analizados (tabla 12).

Tabla 12. Contenido de minerales en eritrocitos {ugfg Hb)

Mineral Control n Nefréticas n Valorde p
Cobre 2.08 +0.64 7 2.01+£0.35 7 NS
Zinc 2B6.98 + 2.57 7 27.96+4.98 7 NS
Hierro 2891.86+372.2 7 3061.79+542.2 7 NS

En las tablas 13-15 se muestran los resultados del contenido de Cu, Zn y Fe en diferentes tejidos de
las ratas controles y nefréticas. El contenido de Cu disminuyd mas del 50% en rifién, 15% en fémur y
16 % en higado, mientras que en pulmén aumentd un 17%. El Zn aumentd un 25% en rifion, 19% en
testiculo, 13% en fémur, 36% en higado y 43% en musculo. El mayor aumento en el contenido de Fe
se encontrd en el higado con un 48%, después le siguid el rifidn con un 39%, puimdn con 31%,

musculo con un 20% vy, por Ultimo, el testiculo con un 15%.

Tabla 13. Contenido de Cu en tejidos {npg/g peso seco)

Tejido Control n Nefréticos n  valordep
Corazon 26.05+ 069 10 26.63£0.92 10 NS
Rifidn 29.55+ 5.57 10 1302 +£0.57 10 < 0.001
Testiculo 11.90+ 1.00 9 12.05 + 0.41 9 NS
Pulmén 10.70 + 1.30 8 12 54 £ 1.71 9 < 0.05
Fémur 279+ 0.51 10 2.37 £ 0.31 9 <0.05
Cerebro 11.50 £ 1.34 10 11.13 +0.82 7 NS
Bazo 748 + 1.55 8 7.35+1.42 8 NS
Higado 13.07+£0.72 10 10.94 + 1.04 g < 0.001
Pelo 15,42 + 2.82 9 16.23%1.37 9 NS
Masculo 4.27 £+ 0.57 8 4.05 +0.53 10 NS
Tabla 14. Contenido de Zn en tejidos (ug/g peso seco)
Tejido Control n Nefroticos n valordep
Corazon 84.31+£2.83 10 85.11 + 3.37 8 NS
Rifién 82.95+ 5.27 10 116.43 +7.92 10 < 0.001
Testiculo 1714.77 + 11,88 10 205.19+ 7.68 10 < (0.001
Pulmaén 85.72 + 4.17 8 §9.31+4.18 9 NS
Fémur 176.64 + 18.81 10 199.46+13.72 10 < 0.05
Cerebro 63.42 + 3.07 10 60.19+ 3.19 10 < 0.05
Bazo 93.297 + 10.46 8 102.31 £14,79 9 NS
Higado 95.94 + 5 54 10 130.63 + 26.54 9 < 0.001
Pelo 273.06 £ 36.90 9 267.33+3579 10 NS
Masculo 43,95+ 5.39 7 62.97 £ 11.13 7 < 0.05




Tabia 15. Contenido de Fe en tejidos (ug/g peso seco)

Tejido Control n Nefréticos n valor de
Corazén 316.33 +29.35 10 326,59 + 30.59 10 NS
Rifion 267.31+ 42.66 10 372.14 + 35.28 9 < 0.001
Testiculo 84.87 + 10.36 10 97.64+11.26 10 < .05
Pulmon 339.89 + 65.86 8 446,86 + 89.61 9 <0.05
Fémur 71.25 £ 8.59 9 76.51 + 14.31 9 NS
Cerebro 81.38 + 5.61 9 80.81+£5.25 10 NS
Bazo 754.60 £ 170.86 8 766.02 + 223.53 9 NS
Higado 287.84 + 36.30 9 429.74 + 86.41 9 < 0.001
Pelo 18.14 + 4.34 7 16.85 + 4.84 7 NS
Musculo 42.00+5.04 7 5047 +2.92 9 <0.001

En los resultados de la biometria hematica se observa que el hematocrito  disminuyé

significativamente, mientras que fos leucocitos, el porcentaje de reticulocitos y la concentracion media

corpuscular de hemoglobina aumentaron significativamente en las ratas nefréticas (tabla 16).

Tabla 16. Biometria Hematica

Control n Nefréticas n Valorde
Eritrocitos 10%/mm’ 6.87 + 0.50 9 6.42+062 9 NS
Hematocrito % 4308 +2.75 9 39.43 + 3.1 9 < 0.05
VCM* s 64.55 + 4.07 9 61.89+250 9 NS
Leucocitos 10%mm° 1457 £ 4.82 9 1947 +474 9 < 0.05
Hemoglobina g/dl 15.24 + 0.69 9 1479069 9 NS
Reticulocitos % 1.25+ 0.89 9 13,02 + 1.61 9 < 0.001
CMCH* % 3472+ 1.22 9 3772216 9 < 0.05
HCM* u’ 2226+ 1.21 9 2345+£196 9 NS

*VCM= Volumen corpuscular medio, CMCH= Concentracion media corpuscular de hemoglobina,

HCM= Hemoglobina corpuscufar media

En las figuras 23-24 se observa una disminucion significativa a partir del dia 2 en el curso temporal

del consumo de alimento y de excrecion de heces en las ratas nefréticas.
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Figura 24. Excrecion fecal en ratas control (CT) y nefroticas (SN)

En las figuras 25-27 se observa el curso temporal del consumo, excrecion fecal y balance de Cu en
las ratas controles y nefroticas. El consumo y la excrecion fecal de Cu disminuyeron claramente a

partir del dia 2 en las ratas con SN, mientras que el balance de Cu aumenté en el dia 4.
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Figura 25. Consumo de Cu durante el experimento.
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Figura 26. Excrecion fecal de Cu durante el experimento.
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Figura 27. Balance de Cu durante el experimento.

En las figs. 28-30 se observa el curso temporal del consumo, excrecion fecal y balance de Zn en las
ratas controles y nefroticas. El consumo de Zn disminuyd significativamente a partir del dia 6,
mientras que la excrecion disminuyd significativamente a partir del dia 2. El balance de Zn no

presenté diferencias significativas.
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Figura 28. Consumo de Zn durante el experimento
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Figura 29. Excrecion fecal de Zn durante el experimento.
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Figura 30. Balance de Zn durante el experimento.




En las figs. 31-33 se observa el curso temporal del consumo, excrecion fecal y balance de Fe en las
ratas controles y nefréticas. El consumo disminuyé claramente los dias 2, 6-10 mientras que la
excrecién fecal disminuyd significativamente a partir del dia 2. El balance de Fe aumentd

significativamente el dia 4.
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Figura 31. Consumo de Fe durante el experimento.
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Figura 32. Excrecion fecal de Fe durante el experimento.
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Figura 33. Balance de Fe durante el experimento.




7. DISCUSION

Los datos presentados en este trabajo muestran que las ratas que se inyectaron con ANP
desarrollaron  sindrome  nefrético  caracterizado  por  proteinuria, hipoproteinemia e
hipercolesterolemia. El SN experimental nos permite evaluar el impacto que tiene la alteracion en la
concentracion de proteinas plasmaticas transportadoras de minerales (ceruloplasmina, albimina y
transferrina), y las consecuencia de la disminucion de Cu, Zn y Fe en el organismo, ya que en
estudios anteriores se habia postulado que estos minerales salen unidos a su proteina transportadora
durante la enfermedad (13.25,27,28). En un periodo de 10 dias la excrecién urinaria de estos minerales
aumento y sus niveles plasmaticos disminuyeron. También se observé una correlacion significativa
entre la proteinuria y la excrecién urinaria de estos minerales y entre ceruloplasmina y Cu, albumina y
Zn vy transferrina y Fe, lo cual sugiere que el mineral sale unido a su proteina transporiadora
(13,14,20.23,24). Ef aumento en la depuracion y excrecion fraccionat de ambos indica que el aumento en
ia excrecion es real e independiente de los cambios en la depuracion de creatinina (17,18,24.26.61.62).
Estas alteraciones encontradas en plasma y orina son importantes ya que en algunos humanos con
esta enfermedad se han encontrado alteraciones tipicas de la deficiencia de estos minerales.

Aun cuando los niveles plasmaticos de Cu, Zn y Fe se encuentran bajos, asi como el de sus
proteinas transportadoras, las correlaciones plasmaticas que se hicieron para las ratas nefréticas
entre estos dos parametros, no fueron muy contundentes ya que solo se encontré una significancia
baja para la correlacién entre el Zn y albumina. Esto puede estar relacionado con el bajo numero de
determinaciones y/o con las alteraciones en los niveles plasmaticos de estas proteinas, tales como
sintesis, degradacién enddgena y volumen plasmatico (60).

El consumo y la excrecion fecal de minerales disminuyeron en todos los casos como consecuencia
de una disminucién en el consumo de alimento. Sin embargo, lo anterior no nos indica si las ratas
con SN presentaban cambios en el balance de estos minerales. Por lo tanto, se evalu¢ el balance de
estos minerales en las ratas nefroticas, el cual resuité similar al de las ratas controles y muy parecido
a los reportados en la literatura (54-59). A pesar de las alteraciones en el consumo de estos minerales,
no se modificé su balance. Esto nos indica que los cambios metabdlicos de Cu, Zn y Fe observados
en nuestras ratas con SN no se deben a alteraciones en el balance de estos minerales.

Para tratar de establecer las consecuencias del aumento en la excrecion urinaria y la disminucion en
plasma de Cu, Zn y Fe, se determiné el contenido de estos minerales en diversos érganos y tejidos.
Se ha informado que los humanos con SN, tienen bajos niveles de Zn en eritrocitos y en pelo (22,62),

lo cual, junto con la disminucién de Zn en suero, €s un indicador de una deficiencia de Zn. Sin
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embargo, en este trabajo se observé que no hubo cambios en ninguno de los tres minerales en
eritrocitos y en pelo. Basados en estos parametros, se puede decir que nuestras ratas no presentan
deficiencia de Zn, aunque, por otro lado, en cerdos deficientes de Cu, los niveles de Cu no cambian
en erijtrocitos, adn cuando la deficiencia llegue a ser severa (13).

Se ha reportado que en ratas con deficiencia de Cu los niveles de este mineral disminuyeron
claramenie en riRdn e higado 3). En este experimento, las ratas nefréticas presentaron una
disminucién en el contenido de Cu en rifién, fémur e higado de un 50, 15 y 16%, respectivamente, y
un aumento del 17% en pulmén. En ambos trabajos el contenido de Cu en rifién e higado fue muy
similar: 12.78+3.04 vs 13.02+0.57 y 10.67+1.45 vs 10.94+1.04 pg/g, respectivamente. Por lo tanto, al
menos estos dos 6rganos presentan alteraciones tipicas de una deficiencia de Cu. Se ha informado
de un aumento en el contenido de Cu en pulmén en ratas deficientes en Zn, pero con una magnitud
diferente, ya que en este estudio el contenido fue mucho mas bajo 3).

En nuestras ratas se encontrd que el Zn aumenté en rifidn un 25%, en testiculo un 19%, en femur un
13%, en higado un 36% y en musculo un 43%. Estos hallazgos contrastan claramente con los
obtenidos en animales con deficiencia de Zn, en los cuales se observa una disminucién generalizada
de este mineral en tejidos (4). Freeman et, al. (21) encontraron un aumento en el contenido de Zn en
rifidn y en musculo y una disminucion de Zn en fémur de ratas con SN inducido con ANP. Ellos
concluyeron que sus datos pueden deberse a una redistribucién del mineral que sale del hueso para
depositarse en rifién y musculo; sin embargo en nuestro caso no podemos explicario de esta manera,
ya que los niveles de Zn en el fémur se incrementaron. Esto podria indicarnos que existen
alteraciones mas complejas involucradas en el balance de Zn en estas ratas, y que pudiera estar
relacionado con la alteracién de las proteinas transportadoras; las cuales no se encuentran alteradas
en la deficiencia de Zn. A pesar de esto, no podemos descartar que en un periodo mas largo de
proteinuria encontremos una deficiencia de zinc, ya que en humanos con SN (20) se encontrd que
existian alieraciones exteriorizadas por impotencia y/o disminucion de libido y/o esterilidad, las cuales
estan frecuentemente asociadas a la deficiencia de Zn. En otro estudio realizado en ratas con SN, se
evaluaron las alteraciones sobre el eje hipotalamo-hipéfisis-génada y se encontrd que existe un dafio
hipofisiario-gonadal, y sugieren que {as alteraciones en la liberacion de gonadotropinas hipofisiarias,
asi como en la ruptura de la cadena lateral del colesterol o de la esteroidogénesis puede deberse a
falta de cofactores para las enzimas tales como Zn, Fe y Cu, que se pierden en la fase aguda del SN
(65).

El contenido de Fe aumentd en higado un 49%, en riidén un 39%, en puimén un 31%, en musculo un
20% y en testiculo un 15%. Este efecto en el aumento del contenido de Fe en tejidos se ha
correlacionado con la existencia de una hemocromatosis, cuyas manifestaciones mas claras son la

pigmentacién de la piel, cirrosis, diabetes, y otras manifestaciones de toxicidad en tejidos causadas
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por hierro 68); 0 en ausencia congénita de transferrina cuya manifestacion mas clara es el aumento
de hierro en higado, corazén y rifién, ya que el hierro es absorbido por el intestino y es acumuiado en
estos 6rganos y una pequefia cantidad es llevada hacia la médula osea, produciéndose como
resultado una anemia hipocrémica microcitica 7). También se ha reportado la acumulacién de hierro
hepatico en pacientes con una deficiencia hereditaria de ceruloplasmina (7oy. En nuestro estudio, los
niveles de transferrina en plasma disminuyeron, por lo que podemos sugerir que el hierro se acumuta
en los tejidos como consecuencia de esta disminucién. Tomando en cuenta estos datos, nuestros
animales no presentan una deficiencia tipica de hierro. Sin embargo, en pacientes con SN se ha
informado la presencia de anemia (26,27,60.67), La evidencia mas comun de la deficiencia de hierro en
humanos es una disminucion en el ndmero de glébulos rojos, en la concentracion de hemoglobina y
en el hematocrito, asi como una disminucién en el contenido de hierro en higado y bazo 6). Los
parametros hematoidgicos encontrados en las ratas nefroticas de nuestro experimento, mostaron una
disminucién significativa del hematocrito y un aumento en la concentracion media corpuscular de
hemoglobina y el porcentaje de reticulocitos. Estos datos nos indican que existen ya afteraciones en
los gldébulos rojos coma son el tamafio (se hacen mas pequeios), fo que se refleja en una
disminucién de! volumen del paguete celular, al igual que el volumen corpuscular medio, aun cuando
este Uitimo parametro no es significativo; y que estas células, por lo tanto, tienen hemoglobina mas
concentrada en un volumen mas pequefio (CMCH) y porque ademas existe un aumento en el
porcentaje de reticulocitos y esto refleja un aumento en la proliferacién de células rojas. En un
estudio donde se compararon ratas con SN contra un grupo al cual se le producia anemia moderada
por flebotomia, se encontré, para los dos casos, que existia una disminucion en el hematocrito, en la
hemoglobina y los glébulos rojos, asi como también un aumento en el porcentaje de reticulocitos, y
una disminucién de eritropoyetina (glicoproteina hormonal que estimula la replicacién y diferenciacion
de células eritroides a reticulocitos maduros), y que esto da como resultado una induccion a cierto
grado de anemia e hipoxia, sin embargo este estudio se realizé en un periodo de 28 dias (69). Aun
cuando nuestros datos no son contundentes para poder establecer una anemia como tal, si reflejan
ya una aiteracion que esta relacionada no solo con la pérdida urinaria de Fe sino también con la de
Cu.

Finalmente podemos decir que todas las alteraciones que se encontraron en este estudio se dehen a
la pérdida urinaria de las proteinas transportadoras, y que ain cuando no se encuentra modificado el
balance de Cu, Zn y Fe, podria estar jugando un papel importante dentro del SN si se midiera la
absorcion como tal. A pesar de que no podemos hablar en este estudio de la deficiencia real de

alguno de estos minerales, los datos experimentales y bibliograficos nos indican que en tiempos mas

largos estas podrian establecerse.
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8. CONCLUSIONES

1. La pérdida urinaria de las proteinas transportadoras ceruloplasmina, albimina y transferrina en el
SN, correlaciona con la pérdida de Cu, Zn y Fe durante la proteinuria.

2. La disminucién de Cu, Zn y Fe en el plasma de ratas con SN es consecuencia de la disminucién en
la concentracién de sus proteinas transportadoras y no una disminucion en el balance.

3. El balance global de estos minerales no esta alterado significativamente.

4. Se presentaron alteraciones en el contenido de Cu, Zny Fe en los tejidos y drganos de ratas con
SN, sin embargo, estas alteraciones no son tipicas de una deficiencia de cada uno de estos
minerales. Las alteraciones de estos minerales en el estado nefrético son mucho mas complejas que
las debidas a una deficiencia simple.
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