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RESUMEN 

El slndrome nefrótico inducido en ratas con la administración subcutánea de 
aminonucleósido de puromicina (ANP), es un modelo experimental de la 
enfermedad denominada de cambios mínimos en el humano; y que se caracteriza 
por la presencia de proteinuria, hipoproteinemia, hiperlipidemia y edema. 
Asociado a estos cambios metabólicos, también se han encontrado alteraciones 
endocrinas, sin embargo, poco se ha estudiado acerca de los cambios endócrino­
reproductivos, tanto en modelos experimentales, como en seres humanos con 
síndrome nefrótico. Nuestro grupo de trabajo ha caracterizado los cambios 
hormonales, particularmente la disminución de las concentraciones de 
progesterona, testosterona y estradiol, asociados a este padecimiento en la 
nefrosis experimental en ratas macho y hembra, asi como en pacientes con 
síndrome nefrótico idiopático. Asociado a esto la enzima P450scc (side cleavage 
chain) constituye el paso limitante en la sintesis de esteroides sexuales. Teniendo 
como base dichos antecedentes, en el presente proyecto se estudió la expresión 
de la enzima P450scc testicular durante la etapa aguda del síndrome nefrótico en 
la rata adulta. El síndrome nefrótico experimental fue inducido con una sola dosis 
de ANP de 15 mg/100 g de peso y en cada caso se incluyeron ratas macho 
control. Mediante determinaciones bioquimicas, principalmente de proteinas en 
suero y orina, y de colesterol en suero se determino la instalación del slndrome 
nefrótico al dia 10 después del ANP (fase aguda). Adicionalmente, se incluyeron 
dos grupos de ratas nefróticas y dos grupos de ratas controles que recibieron uno 
o cuatro estimules con gonadotropina coriónica humana (hCG) en dosis de 8 UI, 
respectivamente. Las concentraciones circulantes de cortisol, progesterona, 
testosterona y estradiol se midieron por radioinmunoanálisis especificas y los 
niveles de ARN mensajero se evaluaron por la técnica de Northern Blot. Todas las 
hormonas determinadas disminuyeron al dia 10, indicando la presencia de 
hipogonadismo-hipogonadotrópico en los machos nefróticos. La inyección de 1 o 
4 dosis de hCG, incrementó la concentración de testosterona circulante en ambos 
grupos de ratas (control y nefróticas). Sin embargo, a diferencia de los valores 
basales, no hubo diferencia significativa entre los grupos estimulados (control y 
nefróticos). La inyección de 1 o 4 dosis de hCG fue incapaz de aumentar la 
concentración de estradiol en las ratas nefróticas así como en los controles. 
Respecto a la expresión del ARNm de la P450scc en testiculo en el día 10 
disminuyó significativamente en la rata nefrótica y no aumentó después de la 
administración de 1 o 4 dosis de hCG. En conclusión los resultados del presente 
estudio muestran que el ARNm de la P450scc testicular se encuentra 
significativamente disminuida y que la hCG es incapaz de aumentar en el 
sindrome nefrótico experimental. 



ANTECEDENTES 

El sindrome nefrótico inducido en ratas con la administración subcutánea de 

aminonucleósido de puromicina (ANP), es un modelo experimental de la 

enfermedad denominada de cambios minimos en el humano; y que se caracteriza 

por la presencia de proteinuria, hipoproteinemia, hiperlipidemia y edema. 

Asociado a estos cambios metabólicos, se han encontrado alteraciones 

endocrinas. Sin embargo, poco se ha estudiado acerca de los cambios endocrinos 

reproductivos, tanto en modelos experimentales como en seres humanos con 

sindrome nefrótico. Nuestro grupo de trabajo ha caracterizado los cambios 

hormonales, particularmente la disminución de la concentración de progesterona, 

testosterona y estradiol, asociados a este padecimiento en la nefrosis 

experimental en ratas, asl como en pacientes con slndrome nefr6tico idiopático. 

Teniendo como base dichos antecedentes, que indican un dano en la slntesis de 

hormonas sexuales en la gónada, en el presente trabajo se estudia la expresión 

de la enzima P450scc testicular durante la etapa aguda del slndrome nefr6tico en 

la rata adulta, puesto que la enzima P450scc (side cleavage chain) constituye el 

paso limitante en la sintesis de esteroides sexuales. 

2 



INTRODUCCIÓN 

1. Riñón 

Se encuentra en la parte dorsal del abdomen, a cada lado de la columna 

vertebral, cada riñón mide aproximadamente 11 cm de largo por 6 cm de ancho 

2.5 cm de grosor (1) (Figura 1). 

Figura 1. Ubicación del riñón 

La unidad morfológica del riñón es la nefrona, está formada por el glomérulo 

renal constituido por capilares sangulneos, que está rodeado por la cápsula de 

Bowman. La presión de la sangre impulsa el agua y las sustancias disueltas, a 

excepción de las protelnas plasmáticas, a través de las paredes semipermeables 

del capilar y hacia la cápsula de Bowman, mediante un proceso de ultrafiltración 

(Figura 2). El túbulo renal consta de: tubo contorneado proximal, asa de Henle, 

tubo contorneado distal y tubo colector. 
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Olomérulo 

Figura 2. Nefrona. Principales componentes 

La pared capilar glomerular (Figura 3), consta de tres componentes: 

1) Las células endoteliales. Las cuales están dispuestas a lo largo de la 

parte interna de la membrana basal glomerular, por lo que están en contacto con 

la sangre. Miden aproximadamente 40 nm de grosor y una de sus características 

es que presentan agujeros o fenestras que no tienen diafragmas que los cierren 

(2,3). La supeñicie celular poliani6nica de estas células se debe a la presencia de 

una sialoproteina llamada podocalixina (4). 

2) La membrana basal glomerular. Compuesta por tres capas: lámina rara 

interna, lámina densa y lámina rara externa. En el humano el espesor total de la 

membrana basal glomerular es de 240-340 nm y cada capa ocupa 

aproximadamente una tercera parte del total. Los componentes de la membrana 

basal glomerular han sido dificiles de identificar dado que en los procesos de 

filtración hay elementos que parecen haber sido atrapados por la matriz de la 

membrana basal glomerular y por tanto son contaminantes (5). Dentro de los 

componentes que se reconocen como constituyentes básicos de la membrana 
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basal glomerular están: colágena tipo IV, proteoglicanos heparán sulfato (6), 

laminina nidogen (7), fibronectina y entactina (8). 

·~· ·. ~~~~ ·i ..•. 

Figura 3. Pared capilar g/omerular. (MBG) membrana basal glomerular, (P) 
podocitos, (C1, C2) Luz del capilar glomeru/ar, (U) Espacio urinario, 

3) Células epiteliales o podocitos. Están parcialmente embebidas en la capa 

externa o lámina rara externa a un a profundidad de 40-50 nm. Los podocitos 

constituyen la parte más externa de la barrera de filtración glomerular y están en 

contacto directo con el espacio urinario. En los podocitos se realizan procesos de 

filtración denominados procesos podoclticos, ellos contienen elementos 

contráctiles como microfilamentos y microtúbulos (9). Otro constituyente 

importante es la sialoprotelna podocalixina que es más abundante en los 

podocitos que en las células epiteliales, los podocitos tienen un ancho de 20-30 

nm en su punto más angosto, en donde presentan un diafragma delgado de 4-6 

nm de grosor conocido como diafragma de filtración, cuya composición qulmica es 

actualmente desconocida (10) (Figura 3). 

De acuerdo con la composición de la barrera de filtración, los factores que 

determinan el paso de las moléculas por la barrera de filtración son: el tamano, 
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peso molecular, la carga eléctrica y la configuración tridimensional, asi como la 

hemodinámica glomerular. 

2. Síndrome nefrótico 

El sindrome nefrótico se caracteriza por proteinuria, hipoproteinemia, 

hiperlipidemia y edema. asi como anormalidades en la coagulación y alteraciones 

en la concentración de casi todas las proteinas plasmáticas (11 ). Estas 

alteraciones son las consecuencias directas o indirectas de un aumento en la 

permeabilidad glomerular de las proteinas del plasma hacia la orina. La alteración 

de la pared capilar glomerular que sufre una filtración excesiva de las proteinas del 

plasma puede originarse como consecuencia de una amplia variedad de procesos 

patológicos, incluyendo trastornos inmunitarios, lesiones ·tóxicas, alteraciones 

metabólicas, defectos bioquimicos y trastornos vasculares. Así pues, el sindrome 

nefrótico deberá ser visto como el punto final común de una variedad de procesos 

patológicos que dañan las propiedades de permeabilidad de la pared de los 

capilares glomerulares (11 ). 

2.1 Características del síndrome nefrótico 

Proteinuria 

La proteinuria abundante es la distinción del estado nefr6tico. 

Arbitrariamente, la excesiva excreción de proteinas de 3.5 g por 1.73 m 2 /dia en el 

humano, se consideran que están en el limite nefrótico, principalmente debido a 

que rara vez se observa proteinuria de esta magnitud en las enfermedades túbulo 

intersticiales y vasculares del riñón (11). A menudo, aunque no invariablemente, 

la proteinuria abundante sostenida se acompaña de hipoalbuminemia (11). 

El mecanismo por el cual se produce la proteinuria en el humano no está 

completamente dilucidado. Sin embargo, las evidencias indican que existe un 

daño en la barrera de filtración glomerular. 
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En la nefrosis inducida por aminonucleósido de puromicina (ANP), la 

depuración fracciona! de macromoléculas aniónicas y sin carga se encuentran 

muy elevada, lo que sugiere que la selectividad, tanto de tamaño como de carga, 

esta alterada (12, 13). La lesión renal caracteristica del síndrome nefrótico es la 

fusión de los procesos podociticos, la cual parece deberse a la pérdida de la carga 

negativa de su superficie (14). Esto se apoya en el hecho de que la 

administración de policationes al riñón produce proteinuria y fusión de podocitos. 

No está claro si los proteoglicanos heparán sulfato de la barrera de filtración 

glomerular disminuyen en la nefrosis por ANP. Sin embargo, en los pacientes con 

síndrome nefrótico congénito, los sitios aniónicos ricos en heparán sulfato, están 

prácticamente ausentes (15, 16). 

Las consideraciones anteriores muestran que la proteínuria es el resultado 

de múltiples factores tales como: aberraciones funcionales, defectos estructurales, 

o anormalidades bioquímicas en la barrera de filtración glomerular. 

Hipoproteinemia 

En el síndrome nefrótico, sólo una fracción de las proteinas filtradas 

aparece en orina, el resto se reabsorbe y se metaboliza en el túbulo proximal. 

Esto produce pérdida de proteina del espacio intravascular mucho mayor que la 

esperada por la magnitud de la proteinuria. El resultado es un incremento 

importante en el catabolismo de las proteínas que la sintesís hepática no alcanza 

a compensar, lo que trae como consecuencia la hipoproteinemia. En ocasiones la 

hipoalbuminemia abundante puede coincidir con excesiva reducción del volumen 

plasmático, hipotensión postura!, con sincope y choque, y a veces con 

insuficiencia renal aguda (11 ). 

Hiperlipidemia 

Parece que la disminución de la presión oncótica del plasma estimula la 

síntesis hepática de las lipoproteinas, y por tanto, la hiperlipidemia es un 
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acompañante frecuente del estado nefrótico. En el sindrome nefrótico están 

elevadas prácticamente todas las fracciones de lipidos y lipoprotelnas séricas, 

incluyendo el colesterol y todas sus fracciones (total, libre, esterificado), asl como 

los fosfolipidos, en tanto que los triglicéridos no siempre se elevan (17). Estos 

trastornos se normalizan con rapidez al remitir el sindrome nefrótico (11 ). Otro 

factor que contribuye a la hipercolesterolemia del sindrome nefrótico es el 

aumento en la sintesis de colesterol inducido por la elevación del ácido 

mevalonico, que a su vez se debe a disminución de su catabolismo renal (18). 

Edema 

De acuerdo con la hipótesis clásica, la hipoalbuminemia es el paso inicial en 

la formación del edema y en la retención de sodio (15). La hipoalbuminemia 

produce disminución de la presión coloidosmótica de la sangre, lo que favorece el 

movimiento de agua y solutos al espacio intersticial causando hipovolemia. Esto 

activa a los sensores de volumen y a los barorreceptores, los cuales por medio de 

una variedad de mecanismos neurohormonales y hemodinámicos, envian senales 

al riñón que se traduce en retención de sodio y agua. De acuerdo con esta 

hipótesis los pacientes con slndrome nefrótico deberlan tener las siguientes 

caracterlsticas: 1) volumen sangulneo bajo durante la fonnación del edema, 2) 

diuresis y natriuresis en respuesta a maniobras que aumentan el volumen 

sangulneo, y 3) evidencia funcional de hipovolemia. Sin embargo, esto no se ha 

demostrado en la mayor parte de los casos (15). 

Otras alteraciones 

El aumento en la excreción urinaria de la transferrina puede causar anemia 

microcltica hipocrómica resistente al hierro (19). Las pérdidas por la orina de 

antitrombina 111 pueden coincidir con un aumento de la coagulación que puede 

equilibrarse o no por las pérdidas por la orina de factores procoagulantes (20). Si 

esto no sucede se puede producir un estado hipercoagulante y el aumento en la 

tendencia a la trombosis puede conducir a la trombosis de la vena renal. 
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2.2 Causas del síndrome nefrótico 

El síndrome nefrótico puede desarrollarse por diversas causas, sobre la 

base de lo cual se clasifican de la siguiente manera: 

A. Síndrome nefrótico primario. Que también se le conoce como idiopático. 

Este se puede clasificar de acuerdo a las lesiones histológicas en: 

enfermedad de cambios mínimos, glomerulonefritis 'proliferativa del 

mesangio, glomérulo-esclerosis focal y segmentarla, glomerulopatla 

membranosa y glomerulonefritis membranoproliferativa. 

B. Sindrome nefrótico secundario que es consecuencia de otras 

enfermedades o alteraciones sistémicas como: infecciones virales y 

bacterianas, medicamentos, neoplasia, multisistémicas (diabetes mellitus, 

lupus eritematoso) y heredofamiliares. 

Las enfermedades glomerulares primarias son conocidas como sindrome 

nefrótico idiopático, cuyo diagnostico se hace por exclusión entre las causas 

conocidas del síndrome nefrótico. Además, las formas idiopáticas del síndrome 

nefrótico se clasifican dé acuerdo con las características morfológicas que se 

encuentran en la biopsia renal. Se requiere hacer una biopsia renal al menos en 

los adultos para asegurar el diagnóstico de síndrome nefrótico idiopático y para la 

formulación de un plan racional de tratamiento. Los ninos no siempre necesitan 

someterse a biopsia renal, puesto que a menudo un estudio cllnico cuidadosos 

puede llevar al diagnostico seguro (11 ). 

Enfermedad de cambios mínimos. 

La enfermedad de los cambios mínimos es la forma más frecuente de 

sindrome nefrótico idiopático este padecimiento en los ninos tiene una frecuencia 

del 70-80%, en el adulto representa el 15-20% de casos en pacientes mayores de 

16 años, presentándose con mayor porcentaje en los hombres que en las mujeres. 

En esta forma el síndrome nefrótico idiopático en el microscopio de luz no muestra 
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alteraciones de los capilares glomerulares (de aquí la designación de "cambios 

mínimos"). 

Típicamente, los pacientes se presentan con síndrome nefrótico declarado, 

presión arterial normal, velocidad de filtración glomerular normal o reducida 

ligeramente y un sedimento urinario benigno. Inexplicablemente casi siempre se 

presentan remisiones y recaídas espontáneas con abundante proteinuria. 

3. Síndrome nefrótico experimental. 

El slndrome nefrótico puede ser inducido experimentalmente inyectando 

suero antirriñón, daunomicina, adriamicina ó aminonucleósido de puromicina 

(ANP). 

Aminonucleósido de puromicina. 

El aminonucleósido de puromicina [6-dimetilamino-9-(3'-amino-3'-desoxi-P­

D-ribofurasonil)purina] (21) es un derivado de la puromicina (figura 4). Este último 

se obtiene del hongo actinomiceto Streptomyces alboniger, se presenta de forma 

cristalina y transparente en el suelo donde vive el hongo(22). La puromicina 

también conocida como acromicina, fué utilizada como antibiótico en el tratamiento 

de la tripanosomiasis (22). La puromicina es un inhibidor de la síntesis de 

proteínas debido a que su estructura es muy semejante al aminoacil ARN de 

transferencia (ARNt), lo que impide la unión del fragmento aminoacil ARNt al sitio 

A del ribo:;oma (23) y evita la transferencia de aminoácidos del ARNt a la protelna, 

es decir que el crecimiento de la cadena peptídica se interrumpe en el ribosoma 

(24) o que permite la formación de pequei\os péptidos a partir de los aminoácidos 

unidos originalmente al ARNt (25). 
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PUROMICINA ANP 

NH 2 OH 

Figura 4. Aminonucleósido de puromicina. 

Muchos autores se refieren indistintamente a la puromicina y al ANP, esto 

ha creado cierta confusión, ya que, el mecanismo de acción aún no esta definido 

para el ANP, se sabe que inhibe la slntesis de ARN pero no la slntesis de 

protelnas (24) como se ha descrito para la puromicina. El .mecanismo que se ha 

sugerido por el cual el ANP interfiere con la slntesis de ARN, es que interviene en 

la ruta del metabolismo de las purinas, bloqueando las vlas enzimáticos 

necesarias para la slntesis de ácidos nucleicos y nucleoprotelnas (26). También 

se desconoce el mecanismo por el cual el ANP causa dano renal, pero existen 

estudios que indican que el dano celular es mediado por la presencia de radicales 

libres de oxigeno y sus especies reactivas tales como peróxidos de hidrógeno 

(H202), iones superóxido (02") e hidroxilo (OH), que son productos del 

metabolismo del ANP (27). 

El ANP es un compuesto muy utilizado para el estudio del slndrome 

nefrótico dado que en especies animales como la rata, su administración en dosis 

que varlan alrededor de 15 mg/100g de peso, induce el padecimiento con las 

11 



características del síndrome nefrótico denominado de cambios mínimos del 

humano, principalmente entre los dlas 7-10 (28). De la dosis administrada de 

ANP, en la rata el 80% se excreta en menos de 24 horas, la mayoría dentro de las 

primeras 8 hrs (29), otros autores indican que casi el 90% se excreta en orina en 8 

horas y de este entre el 90-60% se elimina en la primera hora (30). 

4. Eje hipotálamo-hipófisis-testiculo. 

El hipotálamo constituye el punto de unión entre el cerebro y la glándula 

hipofisiaria. La secreción de hormonas adenohipofisiarias es controlada positiva y 

negativamente por factores hipotalámicos. Las hormonas hipofisiarias, liberadas a 

la circulación periférica, regulan el crecimiento celular, la diferenciación, así como 

actividades funcionales en los órganos blanco (figura 5). El mantenimiento del 

medio ambiente interno requiere múltiples señales que convergen sobre el sistema 

neuronal del hipotálamo, el cual según el caso provee a través de las hormonas 

hipofisiarias una respuesta endocrina-metabólica especifica (31). 

La intima asociación anatómica y funcional de la glándula hipofisiaria con el 

hipotálamo se lleva a cabo entre la eminencia media hipotalámica y la 

adenohipofisis, por medio de un sistema microvascular portal, el cual provee un 

delimitado paso de substancias provenientes del cerebro, tales como el factor 

liberador de gonadotropinas (GnRH), que es el responsable del control de la 

glándula hipofisiaria anterior. Estudios recientes demuestran que la arquitectura 

de la unidad hipotalámica hipofisiaria es mucho más compleja de lo que se 

pensaba y que la red vascular existente entre el cerebro y la hipófisis está 

dispuesta de tal manera que la glándula hipofisiaria puede también controlar la 

secreción hipotalámica (31). 
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E;je IllpotlUamo-Hipc\risis-Testfculo 

CEREBRO 
HIPOTALAMO 
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1 
GnRH 

·----'---

¡-~-, 
LH FSH 

1 
INHIBINA 
FOLISTATINA 
ACTIVINA 

LEYDIG 1 SERTOLI ¡_, __________ ¡ 
TESTICULO 

Figura 5. Eje hipotálamo- hipófisis-testicu/o. 

Hormonas hipofisiarias 

Las hormonas hipofisiarias que controlan las gónadas son la hormona 

luteinizante (LH) y la hormona follculo estimulante (FSH). Ambas hormonas son 

excretadas por células basófilas en la hipófisis por estimulo de GnRH. El peso 

molecular de LH es aproximadamente de 28,000 y FSH de 33,000 aunque este 

peso no es exacto por la gran cantidad y variabilidad de los carbohidratos que 

constituyen estas moléculas (31). 

Las funciones biológicas de LH y FSH son estimular la maduración y 

función del testiculo y ovario, así como regular la gametogénesis y la 

esteroidogénesis en las gónadas. La unión hormona-receptor estimula la 

adenilato ciclasa unida a la membrana, que cataliza la formación de AMPc. La 

liberación de AMPc al interior citoplasmático es seguida de la unión de éste a la 

proteina cinasa, la cual se disocia de su subunidad reguladora y en consecuencia 
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activa la subunidad catalítica. La activación de la proteina cinasa actúa mediante 

pasos intermedios que resultan finalmente en la estimulación de las enzimas 

responsables de la ruptura de la cadena lateral del colesterol que da lugar a la , "' 

formación de pregnenolona. La ruptura del colesterol que constituye el paso 

limitante en la esteroidogénesis, conduce de esta manera a un aumento en la 

sintesis de esteroides sexuales (31). 

Función testicular de las gonadotropinas 

El testículo contiene dos unidades funcionales: una red tubular que consta 

de células germinales y células de Sertoli, para la producción y transporte de 

esperma al conducto excretor, y un sistema intersticial constituido por las células 

de Leydig, las cuales contiene toda la maquinaria enzimática para la producción 

de andrógenos (32). 

En las células de Leydig, la función de la LH es la activación de la 

esteroidogénesis. En general es aceptado que la LH promueve la sintesis de 

esteroides en las células de Leydig, basándose en cambio mlnimo en la 

producción de AMPc, el cual incrementa la actividad de la proteína cinasa, 

fosforilación de componentes regulatorios celulares y síntesis de protelnas que 

modulan la ruta esteroidogénica (31). Al parecer existen receptores en exceso 

para LH en las células de Leydig, dado que la mayor respuesta fisiológica se 

produce cuando solo una fracción de estos sitios han sido ocupados. La 

regulación de la biosintesis de testosterona por LH ocurre en los estadios iniciales 

de su biosíntesis, principalmente en la conversión de colesterol a pregnenolona en 

la mitocondria. Así mismo se sabe que las hormonas LH y hCG se unen al mismo 

receptor y estimulan la producción de andrógenos en el testlculo, ya que 

comparativamente muestran una similitud en sus secuencias de aminoácidos y 

presenta propiedades biológicas casi idénticas asociadas con al subunidad a (31 ). 

La FSH en el testlculo actúa principalmente en la maduración de los tubos 

seminíferos y la espermatogénesis (31). En las células de Sertoli, la FSH se une a 
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su receptor especifico y da a una serie de eventos bioqulmicos similares a los 

producidos por LH. En las células de Sertoli se activa la protelna cinasa 

dependiente de AMPc y se estimula la trascripción y la síntesis proteica, la cual 

incluye la síntesis de protelnas unidoras de andrógenos (33), asl como la 

activación del complejo de aromatasa que convierte testosterona en estradiol. La 

FSH juega además un papel indirecto en la esteroidogénesis, dado que induce la 

maduración de las células de Leydig durante el desarrollo e incrementa el número 

de receptores para LH en estas células (figura 5). 

5. Biosíntesís de hormonas esteroides en el testlculo. 

En los mamlferos existen tres órganos endocrinos especializados en la 

producción de esteroides: la glándula suprarrenal, el ovario y el testlculo. Las 

rutas bioquímicas y sus complejos enzimáticos son muy similares en todos los 

tejidos esteroidogénicos. Los esteroides son derivados del colesterol, el cual es 

producto de la hidrólisis de los ésteres de colesterol almacenados en forma de 

lípidos en el organismo; estas reservas se forman por slntesis de novo del 

colesterol o por transferencia de éste a las células a partir del torrente sangulneo 

(34). 

En las células de Leydig del testlculo, el primer paso en la bioslntesis de 

andrógenos es la ruptura de la cadena lateral del colesterol, este paso lo realiza la 

enzima conocida como P450scc, la cual es en realidad un complejo enzimático 

asociado a la membrana mitocondrial y que cataliza tres reacciones separadas: 

20a-hidroxilación, 22-hidroxilación y la escisión en C20 y C22 del colesterol, estas 

reacciones son consideradas el paso limitante en la esteroidogénesis (35). La 

pregnenolona resultante de la reacción anterior es convertida a progesterona por 

la reacción catalizada por un complejo enzimático microsomal designado como 313-

hidroxiesteroide deshidrogenasa .t.4-.t.5-isomerasa (31}-HSD), este complejo 

produce la deshidrogenación e isomerización de asteroides C21 y C19, 

conectando asl las vlas denominadas como ruta t." y ruta .t.5 (36). Los substratos 
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para esta enzima son además de la pregnenolona, la 17a-hidroxilaci6n de la 

pregnenolona a la progesterona que da por resultado la ruptura de las uniones en 

017-C20, es catalizada por un complejo enzimático constituido por la 17a­

hidroxilasa citocromo P450 y la 17-20 asteroide desrnolasa (P450c17) (27), esta 

constituye la reacción clave en la biosintesis de andrógenos. El paso final en la 

bioslntesis de andrógenos en el testlculo, es la reacción reversible entre la 

androstendiona y la testosterona por medio de la enzima 1713-hidroxiesteroide 

deshidrogenasa testicular tipo 3 (17¡3-HSD) (Figura 6). 

Cole~ 

HO CYPl lA .+ Dehldroeplandroaterona Androstenodlol 

CH~ CHl H 

Prcgnonolona l=o .á1:10 ~ ~o . m CYP17. , rt:i ~~P17.. ~ _...eo-- ~ ~ 1711HSO ~ 
- - ~ ~ 1 3!1HSD+ 31~HSO + 3\IHSO i 3,_IHSO. 

Andro•t•nodlona Testosterona Dlhldrot••toaterona 

Prog~eaterona ~:,0 ~f~~ ~o t7Rod ~~ • ~ 
CYP17. CYP17_., ~ ~ ~ 

O O ...'!: O ...'!: 17~HSD O .....: O i 
CYP19 i CVP18 + H 

Eatrona Eatradiol H 

~ t7Rod ~ 
H0~1~_m--

Figura 6. Síntesis de hormonas esferoides 

5.1 P450scc 

Para la slntesis de varias hormonas asteroides en tejidos endocrinos 

intervienen distintas formas de citocromos P450. La expresión especifica de estas 

proteínas, la cual esta bajo el control de la hipófisis y regulada principalmente a 

nivel transcripcional, determina la formación de los productos finales de la vla 

biosintética en cada tejido. La regulación aguda de la producción de esteroides 

por hormonas hipofisiarias, depende exclusivamente de la disponibilidad de 
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colesterol para la reacción de rompimiento de la cadena lateral. La regulación 

lenta o crónica por el contrario, involucra un incremento en la transcripción génica 

. •. incluyendo la P450scc. La evidencia disponible indica que el AMPc es el principal 

mediador en la inducción hormonal de las enzimas esteroidogénicas (37). 

Conversión de colesterol a pregnenolona (P450scc). La conversión de 

colesterol a pregnenolona representa el paso inicial y limitante en la bioslntesis de 

todas las hormonas esteroides. Esta reacción involucra tres pasos secuenciales 

distintos; 20a-hidroxilación, 22-hidroxilación y el rompimiento de la cadena lateral 

del colesterol entre los átomos de carbono 20 y 22 para producir pregnenolona y 

ácido isocaproico (35). La conversión de colesterol a pregnenolona es catalizada 

por el sitio activo único del citocromo P450scc (el producto del gen CYP11A 1 ), el 

cual se encuentra unido a la membrana interna de la mitocondria como un 

multimero de 16 subunidades, llegando a totalizar cerca de los 850,000 daltones. 

CH , 

HO -----

j P450scc 
Colesterol 

OH 

CH ' 

HO 

jP450scc 

HO 

Pregnenolona 

Figura 7. Corte de la cadena lateral del colesterol, paso limitante en la slntesis 
de hormonas asteroides. 
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El gen de esta enzima, conocida anteriormente como 20, 22 desmolasa, se 

encuentra en la región q23-q24 del cromosoma 15 y esta constituido de 9 exones 

y 8 intrones que abarcan cerca de 20 kb del ADN genómico. El :ADNc de la 

P450scc codifica para un precursor de 521 aminoácidos con un peso molecular 

aproximado de 60,200 d (38). 

La P450scc se expresa predominantemente en la corteza adrenal, en 

testlculo éste se encuentra en las células de Leydig, en el ovario se expresa tanto 

en las células de la teca como de la granulosa y en el cuerpo lúteo. Además de 

los tejidos esteroidogénicos clásicos, la P450scc esta presente en la placenta para 

proveer los asteroides necesarios para mantener el embarazo y el desarrollo fetal. 

A la fecha no se conoce la deficiencia genética de la P450scc en el humano (39, 

40). 

Mecanismos regulatorios de la slntesis de hormonas. 

Dentro del eje hipotálamo-hipófisis-gónada opera una variedad de sistemas 

de control que regulan inicialmente la secreción de LH y FSH a partir de los 

gonadotropos hipofisiarios. Estos sistemas incluyen la liberación pulsátil de GnRH 

de la eminencia media y las senales bioqulmicas estimuladoras e inhibidoras 

provenientes de las gónadas y que actúan sobre la hipófisis y el hipotálamo. 

En los mamlferos macho el eje hipotálamo-hipófisis-testiculo opera de 

manera negativa, dado que los niveles normales de asteroides gonadales inhiben 

la secreción de LH y FSH. Tanto testosterona como el estradiol inhiben la 

secreción de LH. La testosterona puede ser metabolizada a estradiol en el 

cerebro y la hipófisis, pero las dos hormonas actúan independiente (32). La 

testosterona parece tener acción negativa sobre la secreción de LH no sólo a nivel 

hipotalámico, sino que también a nivel de la glándula hipofisiaria, dado que en 

pacientes deficientes de GnRH, la administración ex6gena de testosterona resulta 

en una disminución de la concentración de LH. El control regulatorio de FSH es 

mediado principalmente por esteroides gonadales a nivel hipotálamico e 

18 



hipofisiario, sin embargo, existen factores de estructura no esteroidal como 

inhibina, folistatina y activina, que son péptidos de origen gonadal que participan 

en el control de la secreción de FSH. En modelos animales ha sido demostrada la 

importante participación de inhibina, ya que ni testosterona, ni el estradiol son 

capaces de inhibir completamente la liberación de FSH. 

6. Eje hipotálamo-hipófisis-suprarrenal. 

La secreción de glucocorticoides es regulada por la interacción hormonal 

entre el hipotálamo, la hipófisis y las glándulas suprarrenales (glándula adrenal en 

rata), asl como por estimulas nerviosos y de otra lndole. Los estimulas nerviosos 

provenientes del cerebro, como por ejemplo, durante la respuesta al estrés, 

inducen la liberación en la sangre portal hipotalámica-hipofisiaria de factor 

liberador de corticotrofina, arginina vasopresina y otras sustancias derivadas de 

las neuronas hipotalámicas. Estos compuestos son transportados hasta la 

hipófisis, donde estimulan la secreción de hormona adrenocorticotropa (ACTH) en 

la circulación sistémica. Esta actúa sobre la corteza suprarrenal para inducir la 

secreción de cortisol y otros esteroides (31). 

Esteroidogénesis en la corteza suprarrenal. 

La acción principal de la ACTH sobre la corteza suprarrenal es aumentar la 

secreción de cortisol mediante un incremento de la slntesis de esta hormona; el 

almacenamiento de cortisol intrasuprarrenal es de minima magnitud. La ACTH 

induce una depleción del colesterol suprarrenal, hallazgo que se correlaciona con 

un aumento en la síntesis de esteroides (31). 

La ACTH actúa mediante la fijación a receptores de superficie celular. La 

gran mayoría de las acciones de la ACTH estarían mediadas por AMPc. Los 

efectos de la ACTH sobre la esteroidogénesis pueden dividirse en efectos agudos, 

que se producen en el curso de minutos, y efectos crónicos que se desarrollan en 

el curso de horas o dias. El efecto agudo de ACTH es aumentar la conversión de 
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colesterol en 6 5-pregnenolona, el paso inicial y limitante de la velocidad de 

bioslntesis de cortisol. Este efecto es mediado por la activación de la enzima de 

corte de cadenas laterales del colesterol P450scc preexistente. Por el contrario, 

los efectos crónicos de la ACTH son un incremento de la slntesis de ARN y ADN 

de proteinas celulares de la corteza suprarrenal y el crecimiento celular (31). 

La ACTH se secreta en pulsos episódicos breves que determinan un 

aumento del nivel plasmático de cortisol seguido por una declinación más lenta 

debido al tiempo prolongado de depuración plasmática del cortisol. Los niveles 

plasmáticos de cortisol y ACTH son máximos en las primeras horas de la mañana, 

(31). 
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HIPÓTESIS 

Las alteraciones endocrino-reproductivas, asociadas al slndrome nefrótico nos 

permite plantear la posibilidad de la existencia de un dano en la enzima P450scc 

testicular, que da por resultado alteraciones en la slntesis de esteroides sexuales 

en la rata nefrótica. 

OBJETIVO 

Evaluar la expresión génica de la P450scc testicular en la rata macho nefrótica. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Establecer el perfil hormonal reproductivo en la rata con slndrome nefrótico 

experimental con o sin estímulo de hCG. 

2. Evaluar la expresión del ARNm de la enzima P450scc testicular en la rata 

con síndrome nefrótico experimental. 

3. Evaluar el perfil hormonal reproductivo y la expresión del ARNm de la 

enzima P450scc testicular después de la estimulación con hCG en la rata 

con síndrome nefrótico experimental. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Diseño experimental: 

Animales: 

Se emplearon ratas macho Wistar, adultas de 225-250g de peso, 

mantenidas en ciclos de 14 h luz y 10 h oscuridad, con agua y comida ad libitum. 

Reactivos: 

-Aminonucleósido de puromicina (ANP) Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo). Para 

inducir el sindrome nefrótico en los animales. 

-Gonadotropina coriónica humana (hCG) 5000 U/ml (gonadotropyl-c, Hoechst 

Marion Roussel, México) para estimular con 1 o 4 dosis. 

El estudio se diseño para explorar las alteraciones endocrinas reproductivas 

en fase aguda, para ello se tomo como base los reportes de la literatura que 

indican que el sindrome inducido por ANP en la rata se establece entre los 7-10 

dias, por lo que consideramos al dia 10 como fase aguda del padecimiento. Cada 

experimento se realizó por duplicado. 

Se emplearon tres grupos control y tres grupos nefróticos de acuerdo a la 

tabla 1, el sindrome nefrótico se les indujo inyectando dosis única via subcutánea, 

de ANP 15 mg/100 g de peso (dia O). A los grupos control se inyectaron con 

solución salina isotónica (s.s.i.). Asi mismo se sabe que las hormonas LH y hCG 

se unen al mismo receptor y estimulan la esteroidogénesis en el testlculo (31), por 

lo que se incluyeron grupos controles y nefróticos, los cuales fueron estimulados 

con hCG (8 Uf/dosis); un grupo recibió cuatro dosis, una dosis diaria a partir del 

día 7 al 1 O de la administración de ANP y otro grupo recibió dosis única al dla 1 O. 
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Tabla 1. Grupos experimentales de animales control y nefróticos. 

Ola 10 + 1 hCG +4hCG 

Control Grupo 1 Grupo 11 Grupo 111 

Nefrótico Grupo IV Grupo V Grupo VI 

Toma de muestra 

El dla 9 se colocan las ratas en jaulas metabólicas, para recolectar la orina 

de 24 hrs. Dia 1 O se recolecta la orina y se midió el volumen, el cual se mantuvo a 

-20 ºC.; asl mismo se observó el volumen corporal (ascitis). Se sacrificaron las 

ratas por decapitación y se recolecto la sangre total, se centrifugo a 2500 rpm 

durante 15 min. a 4 ºC para obtener muestras de suero, las cuales se 

almacenaron a -20 ºC hasta su procesamiento. Se procedió a tomar muestras de 

tejidos, en la rata macho: testiculo, higado, y glándula adrenal, congelándose 

inmediatamente a -70ºC. 

e uantificaciones 

1. Determinaciones bioquimicas. 

1. 1 Colesterol, (Método enzimático CHOD-PAD Spinreact) 

Esta técnica enzimática para la determinación de colesterol, resulta 

adecuada debido a su especificidad, exactitud y facilidad de realizarse. 

Básicamente este tipo de método consta de tres etapas: Hidrólisis de los ésteres 

de colesterol por método qulmico o utilizando colesterol esterasa. Oxidación del 

colesterol catalizada por la colesterol oxidasa, reacción que produce .114-colestona 

y peróxido de hidrógeno y finalmente, cuantificación del oxigeno consumido o el 

peróxido de hidrógeno formado. 

Fundamento del método. La colesterol esterasa hidroliza los ésteres de 

colesterol presentes en la muestra dando colesterol libre y ácidos grasos, una 

posterior oxidación enzimática mediante la colesterol oxidasa se forma H20 2 y 

colesterona. El H202 se valora por la reacción de Trinder, mediante un 
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cromógeno, fenal y 4-aminoantipirina, en presencia de peroxidasa, formando una 

quinonimina cuya coloración, encarnada es proporcional a la concentración de 

colesterol presente en la muestra. 

Técnica. 

Estándar 

Muestra 

Reactivo al uso 

Blanco 

1.0ml 

Estándar 

10 µL 

1.0 mL 

Mezclar e incubar 5 min. a 37ºC o 10 min. a temperatura ambiente. 

Ajustar el aparato a O con el blanco de reactivos. 

Leer a 505 nm (500-550) la D. O. del estándar y de la muestra. 

Cálculos. 

Muestra 

10 µL 

1.0 ml 

D. O muestra X Conc. estándar (200 mg/dl) = Conc. muestra (mg/dL) 

D. O. estándar 

• Control de calidad. 

valorados. 

SPINTROL. Normal y Patológico. Sueros control 

1.2 Protelnas totales en suero. 

Por el método de Lowry (41). 

Para esto se utilizó como patrón albúmina sérica bovina (ASB) 5-50µg / 0.2 

mL. La técnica consta de dos fases: en la primera ocurre la formación del complejo 

de reacción protelna-cobre en solución alcalina y en la segunda fase el complejo se 

reduce a un reactivo fosfomollbdico-fosfotúngstico (Reactivo de Folln y Ciocalteu) 

produciendo un intenso color azul el cual se lee a 660 nm. La lectura obtenida es 

directamente proporcional a la concentración de proteinas presentes en la muestra; 

los resultados se expresan en g/dL (suero). 
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Técnica. Curva estándar y muestras: 

Vol. De la 
Concentración ASB H20 Solución Solución o 

muestra (") 

(µg/ 200µL) (µL) (µL) C (µL) O (µL) ..... 
diluida(µL) !!! 

¿ ~ 
Blanco 200 1 .E 100 

U> ----- --- Q) 

o ra 
5 10 190 -- 1 ...... 100 Q) ..... e !!! 

100 ;gi 10 20 180 -- 1 Q) 
c. ::::J 
U> E 15 30 170 -- 1 QI 100 ·¡¡¡ 
>- e ..... 

25 50 150 -- 1 ~ 100 :Q 
<.> 

35 130 
C> 

100 ~ 70 -- 1 ci:: 
ra 

50 100 100 -- 1 100 e 
o 

Muestra* -- --- 200 1 100 u 

Leer a 660 nm. 

*Muestras: Diluir las muestras en agua 1 :300 y con esta dilución realizar la 

técnica. 

• Cálculos: 

O.O. Muestra x 5 x Dilución de la muestra x 0.1 = Conc. de la muestra (g/dl) 

1000 

1.3 Proteínas totales en orina (Turbidimetria). 

Se utiliza ácido tricloroacético (TCA) para precipitar las proteinas 

presentes en el fluido biológico. La cantidad de proteinas presentes en la muestra 

es directamente proporcional a la cantidad de turbidez producida. 
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• Técnica. Curva estándar y muestra 

Vol. De la 
ASB TCA 

Concentración 
0.1% 

H20 muestra 
12.5% 

(mg/mL) (µL) diluida 
(µL) 

(mL) 
(µL) 

Blanco ----- 1000 ---- 250 

0.04 40 960 ----- 250 

0.1 100 900 ---- 250 

0.2 200 800 ----- 250 

0.4 400 600 ----- 250 

0.6 600 400 ----- 250 

0.8 800 200 -- 250 

**Muestra ----- 250 1 ---
**Muestra --- ---- 1 250 

Leer a 420 nm agitando los tubos Justo antes de leer su D. O. 

**Diluir la orina en agua: Ratas control 1 :3 

Ratas nefróticas 1 :70 

Cálculos: 

¿ 
·e 
...... 
g 
)( 
Q) 
t: 
o 
> 
e: 
Q) .... s ºq 
<t 

Mstra c/TCA - Mstra C/H20 x Dilución x Vol. Orina en 24 hrs. = Conc. mg/24 Hrs. 

2. Actividad de la aconitasa en riñón y tésticulo. 

Se mide la actividad de la aconitasa para el estudio del estrés ox!dativo (42) 

y asi evaluar que, el daño producido por el ANP es únicamente en el riñón y no en 

el testiculo. La aconitasa (citrato-isocitrato hidratasa) es una enzima del ciclo del 

ácido citrico que contiene un centro hierro azufre y que se localiza tanto en la 

mitocondria como en el citosol (43, 44). Esta enzima cataliza la conversión 

reversible del citrato a isocitrato via el intermediario cis-aconitato. La aconitasa es 

blanco de oxidantes en la célula debido a la pérdida de un átomo de hierro del 

racimo (4 Fe-45) inducido por la oxidación (45). 

26 



Fundamento del método. 

Se mide espectrofotométricamente como la formación de cis-aconitato a 

partir de isocitrato, siguiendo un incremento en la absorbencia a 240 nm. 

Preparación del homogenado. 

Se homogenizan 0.1 g del tejido en 0.9 mL de amortiguador de 

homogenización: Tris-HCI 50 mM, pH 7.6, citrato de sodio 1 mM y 0.5 mM de 

MnCl2• Se realiza la homogenización con un politrón, el homogenizado se 

transfiere a un tubo eppendorf y se centrifuga a 2600 rpm por 10 min. A 4 ºC. Se 

separa 600 µL de este homogenizado y se transfieren a un tubo eppendorf, esta 

porción del homogenizado se centrifuga a 13000 rpm durante 10 min., se separa 

el sobrenadante (fracción citosolica)en otro tubo eppendorf y el pellet se 

resuspende en 200 µL de amortiguador de resuspensión (fracción mitocondrial). 

Preparación de las diluciones. 

Para ambas fracciones se realiza una dilución 1 :20 con amortiguados de 

homogenización. Se colocan 15 µL de la fracción más 285 µL del amortiguador. 

Las diluciones se mantienen en hielo hasta el momento de la reacción. 

Técnica. 

Se utiliza isocitrato como sustrato. Se colocan 50 µL de homogenado de 

riñón diluido (1 :20) en un tubo y la reacción se inicia por la adición de 500 µL del 

sustrato en amortiguador de ensayo, mezclar perfectamente. Se registra la 

densidad óptica por intervalos de 1 min. 0, 1,2 minutos a 240 nm. El amortiguador 

de ensayo consiste de Tris-HCI 50 mM, pH 7.4 que contiene isocitrato 20 mM y 

MnCl2 0.5 mM (Apéndice 1). 
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Cálculos. 

Para hacer los cálculos se utiliza el coeficiente de extinción milimolar del cis 

aconitato a 240 nm. 

Promedio /iA x 0.2778 umol/mL x 1000 (para pasar a mUl 

mg de protelna agregados al ensayo 

mU/ mg protelna 

Los resultados de la determinación de la actividad de la aconitasa sirven 

para el cálculo de porcentaje de cambio entre el grupo control (100%) y el tratado 

con ANP tanto en riñón como en testlculo. Adicionalmente, para tener una medida 

real del efecto del daño oxidativo que sobre la aconitasa ejerce el ANP, se 

determino la concentración de otra enzima mitocondrial, la fumarasa, la cual no se 

afecta por el estrés oxidativo como la aconitasa (42, 46). Asl, los resultados 

finales se presentan como porcentaje de la relación aconitasa/fumarasa. 

3. Cuantificaciones hormonales. 

La técnica de radioinmunoanálisis (RIA) fue desarrollada por Vallo y Benson 

(47) y se basa en la competencia entre la sustancia a cuantificar (analito) y 

análogo marcado radiactivamente (marca) por una cantidad limitada de sitios de 

unión del anticuerpo. La cantidad de marca unida al anticuerpo es inversamente 

proporcional a la concentración del analito (48). 

En el presente trabajo las hormonas asteroides se midieron en suero por 

radioinmunoanálisis (RIA) en fase sólida. Para cuantificar cortisol, progesterona, 

testosterona y estradiol, se emplearon estuches comerciales (Diagnostic Products 

Co. Los Angeles CA). 

3.1 Progesterona (4-pregneno-3,20-diona) 

Para cuantificar progesterona se utilizo el estándar DSL 3900, la curva 

estándar se realizó con seis puntos con las siguientes concentraciones: O, 0.3, 1.0, 

5.0, 20.0 y 60.0 ng/mL. Se utilizo un antigeno marcado con 1125 en una 

concentración < 5 µCi por frasco, asl como un anticuerpo de conejo inmovilizado 
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anti-progesterona. Como controles un nivel bajo y nivel alto con las siguientes 

concentraciones 1.16 y 10.57 ng/mL respectivamente. Limite de detección mínima 

0.12 ng/ml. Especificidad 100%. 

3.2 Testosterona (1713-hidroxi-4-androsteno-3-ona) 

Se utilizo el estándar DSL-4000, antigeno marcado con 1125 en una 

concentración de < 5 µCi por frasco, asl como anticuerpo de conejo inmovilizado 

anti-testosterona. Se realizó una curva estándar con las siguientes 

concentraciones O, 0.1, 0.5, 2.5, 10.0 y 25.0 ng/mL. Los controles de testosterona: 

nivel bajo y nivel alto con concentración de 0.3 y 5.4 ng/mL. Limite de detección 

minima 0.08 ng/ml. Especificidad 100%. 

3.3 Estradiol 1,3,5(1O)-estratrieno-3,1713-diol) 

Se utilizo un suero humano como estándar de estradiol en concentración de 

20 a 3600 pg/ml, un antigeno marcado con 1125 en una concentración de 3.5 µCi 

por frasco, asi como anticuerpo de conejo inmovilizado anti-estradiol. Se realizo 

una curva estándar con las siguientes concentraciones O, 20, 50, 150, 500,1800 y 

3600 pg/mL. Los controles comerciales CONS: nivel bajo, nivel medio y nivel alto 

con concentración de 113, 245 y 1514 pg/ml respectivamente. Limite de 

detección mlnima 8 pg/mL, Especificidad 100%. 

3.4 Cortisol (1113, 17a,21-trihidroxi-4-pregneno-3,20-diona). 

Se utilizó un antígeno marcado con 1125 en una concentración de 5.5 µCi 

por frasco, así como anticuerpo de conejo inmovilizado anti-cortisol. Se realizo 

una curva estándar con las siguientes concentraciones O, 1, 5, 10, 20 y 50 µg/dL. 

Los controles comerciales de cortisol CONS: nivel bajo, nivel medio y nivel alto con 

concentración de 4.9, 11 y 20 µg/dL respectivamente. Limite de detección mlnima 

0.2 µg/dl. Especificidad 100%. 
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4. Evaluación de la expresión del ARNm. 

Extracción de ARN total . 

Método Chomczynski y Sacchi modificado (49). 

Se utiliza una solución monofasica de fenal e isotiocianato de guanidina 

(Trizol Reagent). En el momento de la homogenización o lisis de las muestras, 

utilizando Trizol Reagent se mantiene intacto el ARN, en el momento de la ruptura 

de células y disolución de los componentes celulares, adicionando cloroformo 

seguido de ultracentrifugación, se logra separar en la fase acuosa el ARN, 

mediante la precipitación con isopropanol. 

1. El tejido ( 20 a 100 mg) se homogenizó con un politrón (Brinkmann 

lnstruments) en 2 mi de TRIZOL R LS Reagent ( GIBCO BRL. Manufactered for: 

LIFE TECHNOLOGIES. Grand lsland, N. Y.) 

2. Se incubo el homogenado por 5 min. sobre hielo. 

3. Se adiciono a las muestras 0.2 mL de cloroformo (Sigma Chemical Co.) por 1 

mL de solución. 

4. Las muestras se agitaron vigorosamente. 

5. Se centrifugó a 12000 rpm durante 15 min a 4ºC en la centrifuga RC-58 

Refrigerated Superspeed Centrifuge, (DuPont lnstruments, SorvallR 

SN9001003). 

6. Se obtuvo la fase acuosa y se pasó a otro tubo esteril. 

7. Se adicionaron 0.5 mi de isopropanol (Sigma Chemical Co.) por cada mi de 

solución inicial. 

8. Las muestras se incubaron por 10 min. a temperatura ambiente. 

9. Se centrifugó a 12000 rpm durante 10 min. a 4ºC. 

1 O. Se decantó el sobrenadante. 

11. Se lavo el pellet con etanol al 75% (Sigma Chemical Co.). 

12. Se repitieron los pasos 9 y 10. 

13. Se disolvió el pellet con agua tratada con DEPC (Apéndice 11), 

aproximadamente 100 µL el volumen varia de acuerdo al tamano de la pastilla. 
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14. Se cuantifico el ARN en un espectrofotómetro Perkin Elmer UV/visible lambda 

20, para determinar la densidad óptica O.O. a 260/280 nm y se corrió la 

electroforesis. La relación 260/280 deberá ser entre 1.7 y 2.0, pues esto indica 

una preparación libre de contaminantes. Una unidad de absorbencia a 260 nm 

equivale a una concentración de 40 µg de ARN por ml. 

Técnica de Northern Blot. 

Esta técnica puede utilizarse para saber si un gen es transcripcionalmente 

activo en un tipo celular o en un tejido. Esta técnica detecta el ARN que es 

complementario al segmento de ADN de interés. La transferencia northern 

también proporciona otras informaciones de los ARNm transcritos. Si se corre un 

ARN marcador en un carril adyacente, se puede calcular el tamai'io del ARNm de 

un gen de interés. Además la cantidad de ARN transcrito presente en una célula o 

en un tejido está relacionado con la densidad de la banda, lo que proporciona la 

medida relativa de la actividad transcripcional (50). 

Electroforesis de ARN en gel de aqarosa. 

Los ácidos nucleicos están eléctricamente cargados, la electroforesis nos 

proporciona la información: del tamano, la conformación, peso molecular y la 

carga neta de las moléculas (50). 

1) Preparación del gel. 

a) Se disolvió la agarosa al 1% (Easy-Bag™ Agarose. Quantium BioprobeR) 

(Apéndice 11), en 37.5 ml de agua destilada estéril mediante calentamiento. 

Se dejo enfriar a una temperatura aproximada de 50 ºC. 

b) Se agregó el MOPS (Sigma Chemical Co.) 4.15 ml. 

c) Se agregó el formaldehldo 37% (Sigma Chemical Co.) 8.13 ml. 

d) Se agregó el bromuro de etidio (Sigma Chemical Co.) 0.5 µL 

2) Preparación de la muestra 

a) Se colocó a bano Maria a 60ºC durante 1 O min. una mezcla de ARN 

equivalente a 10 µg y 23 µL de la solución desnaturalizante (Apéndice 11). 
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b) Se sacó y colocó en hielo inmediatamente 

c) Se agregó a cada muestra 3 µL de la solución buffer de carga (Apéndice 11). 

d) Se montó la cámara de electroforesis y se agregó la mitad del amortiguados 

de corrida (250 ml con el fin de apenas cubrir la mitad de los pozos con el 

amortiguador MOPS 1X) (Apéndice 11). 

3) Se colocaron las muestras en los pozos del gel se agregó la otra mitad del 

amortiguador de corrida. Se corrió la electroforesis durante 4-5 hrs. a 40 volts. 

4) Se observó el gel con luz U. V. para confirmar que se tenia el ARN ribosomal 28 

y 18 S se utilizó el control de peso molecular 0.24-9.5 Kb ARN ladder 

(lnvitrogen life technologies, Cat No. 15620-016, U.S.A.). 

5) se obtuvieron fotografias del mismo. 

Transferencia del ARN de agarosa a la membrana de nylon. 

1. Se removió el exceso de formaldehído enjuagando el gel varias veces en agua 

destilada. 

2. Se equilibró el gel incubándolo con amortiguador de fosfatos 0.025 M pH 6.5 

durante 20 min. a temperatura ambiente con agitación suave o con SSC 10X 

(Apéndice 11). 

3. Se cortó la membrana (Z-probe Bio Rad) a la medida exacta del gel (usar 

guantes). 

4. Se humedeció la membrana en el SSC 10X (Apéndice 11), durante 15 min. 

antes de colocar el gel. 

5. Se humedecieron 1-2 piezas de papel filtro No. 2 con SSC 10X y colocarlas en 

el soporte de vidrio elevado de modo que los extremos del papel queden 

inmersos en el amortiguador. 

6. Se colocó el gel sobre el papel filtro. 

7. Se colocó la membrana sobre el gel, la membrana se cortó exactamente a la 

medida del gel. 

8. Se colocó 4 piezas de papel filtro (de la misma medida del gel) sobre la 

membrana. 
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9. Se colocaron toallas absorbentes (cortadas de la misma medida del gel) sobre 

el papel filtro. 

10. Se dejó que continúe la transferencia por lo menos 12 hi:>. 

11. Se retiraron las toallas y el papel filtro sin despegar la membrana. 

12. Se retiró el gel y la membrana como unidad. 

13. Se marcaron las lineas de aplicación de las muestras en la membrana con 

lápiz del No. 2 y se comprobó mediante U. V. la transferencia de todo el ARN. 

14.Se lavó cuidadosamente la membrana con agua estéril desionizada para 

eliminar el residuo de agarosa. 

15. Se secó la membrana con papel filtro a temperatura ambiente. 

16. Se colocó la membrana que contiene el ARN envuelta en papel filtro, en un 

horno "U.V. Crosslinker Hoefer", para fijar el ARN a la membrana. 

Preparación de la sonda ADNc. 

La sonda se preparo diseñando los oligonucleótidos de los 21 primeras 

bases del exon 1 (dirección 5'-3', sence) y de las 21 últimas bases, tomando la 

secuencia de bases complementaria (dirección 3'-5', antisence), el cual consta de 

aproximadamente 200 pb. 

5' ATG CTG GCA AAA GGT CTT TGC 3' 

5' CCT GTA AAT GGG GCC ATA CTT 3' 

Los oligos P450, y P4502, se amplificaron por PCR, y se purificaron por 

columna . Se midió la O.O a 260-280 nm para saber la concentración de la sonda 

(51). 

Prehibridación 

1. Se agitó la solución Quikhyb (Stratagene Cat. No. 201220) previamente 

calentada a 68ºC durante 15 minutos. 

2. Se colocó la membrana dentro de una bolsa plástica y se agregaron 150µ1 de 

la solución Quikhyb por cada cm2 de la membrana. 
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3. Se eliminaron las burbujas y se selló perfectamente la membrana. 

4. Se incubó en baño María a 68 ºC durante 24 hrs. 

Preparación de la P450scc marcada con p 32
•• 

El marcaje se efectuó usando el método de haxanucleotidos al azar usando 

el estuche de lnvitrogen life Technologies (RadPrime DNA Labeling System, Cat. 

No: 18428-011, lnvitrogen Co. New Zealand). 

1. En un tubo eppendorf se colocaron 5 µL (aproximadamente 200 ng) de la 

sonda P450scc en el 16 µL de agua destilada estéril. 

2. Se desnaturalizó durante 5 minutos en agua hirviendo. 

3. Al término se puso en hielo inmediatamente. 

4. Se agregó en orden: 1 µL dATP 500 µM 

1 µL dGTP 500 µM 

1 µL dTTP 500 µM 

20 µL Solución Random Primers 2.5 X 

5 µL de p 32• 

5. Se agitó muy bien. Se adicionó 1 µL de Fragment Klenow, se mezclo muy bien 

y se incubo a 37ºC durante 10 minutos. 

6. Se adicionaron 5 µL de buffer Stop. 

7. Se purificó la sonda pasándola en una columna (en jeringa de insulina) con 

Sephadex G50 (Sigma Chemical Co.) centrifugando a 200 rpm durante 5 

minutos. El eluldo se colecto en un tubo. 

8. Se desnaturalizó durante 5 minutos en agua hirviendo y se pasó a hielo. 

Hibridación del ARN total. 

1. Se retiraron 1.5 ml de la solución de prehibridación de la bolsa y se mezcló 

con la sonda marcada preparada anteriormente. 

2. Se agregó la sonda a la bolsa plástica y se selló muy bien teniendo cuidado de 

no dejar burbujas ni fugas de material radiactivo. 
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3. Se hibridó a 68ºC durante 24 hrs, en agitación. 

4. Se abrió la bolsa y se recolectó la solución radiactiva en un tubo para 

desechar. 

5. La membrana se sacó de la bolsa para lavarla 2 veces con buffer SSC 2X 

(Apéndice 11) a temperatura ambiente, en agitación durante 20 minutos cada 

lavado. 

6. Se lavó con buffer SOS 0.1 % (Apéndice 11) a 59ºC durante 45 minutos en 

agitación. 

7. Después del lavado, se dejó secar la membrana con una pieza de papel filtro y 

se colocó en una bolsa plástica. Se colocó en los intensificadores de cassette 

Kodak X-Omatt. 

8. En el cuarto oscuro se colocó la pelicula sobre la membrana y se cerró et 

cassette Kodak X-Omatt .. 

9. Se colocó a -70 ºC durante 24 hrs. 

1 O. Terminado el tiempo se relevó la película. 

5. Determinación de la intensidad de la banda en el ARNm. 

La intensidad y el área de la banda del ARNm se determinó mediante un 

programa de cómputo llamado Sigma Sean-Pro. Se realizó en la placa 

autorradiografla del Northern Btot a la banda que correspondla al ARNm de la 

P450scc. 

Análisis estadístico. 

Se empleó la prueba de t de Student no pareada para comparar los 

resultados de cada grupo respecto de los controles respectivos. Cuando se 

compararon mas de dos grupos se utilizó, análisis de •1arianza de una vla. Una 

p<0.05 se consideró significativa. El análisis estadlstico se realizó mediante el 

programa Graph Pad Prism (versión 3, Graph Pad Software lnc, San Diego, CA). 
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RESULTADOS 

A continuación se presentan los resultados del estudio. La tabla 2 muestra 

los resultados de las determinaciones bioqulmicas al dla 10 que señalan el 

establecimiento del slndrome nefrótico. Se observa una disminución significativa 

en la concentración de proteínas en suero y un aumento en la concentración tanto 

de protelnas en orina como de colesterol en suero. En los animales nefróticos se 

observó también retención de liquido intraperitoneal aproximadamente de 30 ml. 

Tabla 2. Comparación de las pruebas bioqulmicas de la rata macho estimulada 

con hCG. 

Proteinas en Proteínas en Colesterol 
Día 10 n 

orina mg I 24 hr. suero g I dL mgldL 

e 31 ±3 9.7±1.1 55.± 5 7 

N • 538± 72 *6.2± 0.8 • 378± 42 7 

C+ hCG 1d 26 ± 5 8.3± 0.2 59± 6 5 

N+ hCG 1d * 368± 90 • 5.9± 0.1 * 433 ± 39 5 

C+ hCG4d 28.± 2 7.9 .± 0.2 60 .± 5 6 

N+ hCG4d * 212 .± 65 * 4.9 .± 0.6 * 280 ±48 6 

Resultados proporcionados media .± EEM. Analizados por t de Student no 

pareada. * p<0.05 control vs. nefrótica. 

Asimismo la tabla 2 muestra los valores de las ratas con sindrome nefrótico 

estimuladas con 1 y 4 dosis de hCG de 8 Ul/dla, donde se observa como 

disminuyen los valores de proteinuria en ratas nefróticas a la 4• dosis con hCG, 

caracterlstica principal del slndrome, asl como una disminución de los valores de 

colesterol mayor con respecto a las ratas nefróticas sin estimulo,. 
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Figura. 8 Proteinuria en animales nefróticos al día 1 O, los resultados se expresan 

como la media.± EEM. * p<0.05 vs. N (sin hCG). 

La figura 8 muestra como la proteinuria en los animales nefróticos se 

mejora con la administración de hCG. Los animales nefróticos que recibieron 

estimulo con 4 dosis de hCG 8 U/dla tienen una disminución significativa con 

respecto al animal nefrótico basal. 

Actividad enzimática de la aconitasa. 

En la figura 9 los resultados expresados como relación aconitasa/fumarasa 

muestran un daño oxidativo a nivel de riñón y no en testlculo, en animales 

nefróticos 
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Figura 9. Relación aconitasalfumarasa en riñón y testículo de ratas nefróticas, 

tomando como 1 la relación aconitasalfumarasa de la rata control. Los datos se 

expresan en promedio.± EEM. * p<0.05 control vs. nefrótica, 
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Peñil endocrino. 

La figura 1 O muestra una baja significativa en las concentración de 

progesterona en suero al dia 10 en la rata nefrótica. Asimismo, los animales 

nefróticos responden de manera normal a estimulas con 1 o 4 dosis hCG, 

incrementando los niveles de progesterona. 
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...J 20 
E 

C> 
e 

10 

o 
Dfa10 

Progesterona 

+hCG 1d 
Dla 10 

-Control 
1188888 Nefrótico 

+hCG4d 
Ofaa7-10 

Figura 10. Concentraciones de progesterona en suero de rata macho adulta 

control y nefrótica al dia 10, basal y con estimulo con 1 o 4 dosis hCG. Los 

resultados se expresan como la media.± EEM. * p<0.05 control vs. nefrótica. 
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La figura 11 muestra una disminución significativa de testosterona en las 

ratas nefróticas al dla 10, asl como una respuesta normal de los animales 

nefróticos al estimulo con 1 6 4 dosis de hCG. 
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Figura 11. Concentraciones de testosterona en suero de rata macho adulta 

control y nefrótica al dla 10, basal y con estimulo con 1 o 4 dosis de hCG. Los 

resultados se expresan como la media.± EEM. * p<0.05 control vs. nefrótica. 
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La figura 12 muestra los resultados de la concentración de estradiol 

obtenidos, antes y después de la administración de hCG. Los niveles de estradiol 

no se modificaron ni en la rata control ni en la rata nefrótica. La concentración de 

estradiol en la rata nefrótica fue indetectable. 
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Figura 12. • Concentraciones de estradiol en suero de rata macho adulta control 

y nefrótica al dla 10, basal y con estimulo con 1 o 4 dosis de hCG. Los resultados 

se expresan como la media.± EEM. * p<0.05 control vs. nefrótica. 
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Como hormona control sintetizada por la glándula adrenal se determinó el 

cortisol. Los resultados de la medición de cortisol se presentan en la tabla 3. 

Estos resultados muestran que no existen cambios significativos entre ratas 

controles y nefróticas en condiciones basales o después de 1 o 4 estimulas con 

hCG. 

Tabla 3. Determinación de cortisol en ratas control (C) y nefrótico (N) estimuladas 

con hCG 1 y 4 dosis. 

Cortisol Basales + hCG 1d +hCG4d 
n 

Día 10 µg/dL µg/dL µg/dL 

e 0.329 .± 0.15 0.36.± 0.04 0.39± 0.08 4 

N 0.33 .± 0.04 0.216± 0.09 0.562 ± 0.32 4 

Resultados proporc1onados media .± EEM. 

Expresión de la P450scc. 

La figura 13 muestra la expresión de la P450scc en hlgado (tejido control 

negativo); la glándula adrenal (tejido control positivo) y los testlculos control y 

nefrótico. Después de la hibridación con la sonda marcada con fósforo radiactivo, 

la figura 13 senala una mayor expresión del ARN mensajero en la glándula 

adrenal que en el testlculo control, asimismo en el testlculo nefrótico y en el 

hlgado la expresión del mensajero es nula. El control de carga fue el ARN 

ribosomal 18 S, tenido con bromuro de etidio. Este experimento se realizó por 

duplicado. 

La figura 14, muestra el análisis por densitometria de las bandas del ARN 

mensajero expresado en cada uno de los tejidos, en donde se indica que en el 

hígado el valor es de cero; contrario a esto, en la glándula adrenal el área y la 

intensidad de la banda es mayor. En el testículo control y en el nefrótico, existe 

una marcada diferencia en el área y la intensidad de la banda en la expresión de 

la enzima, siendo cero en este último. 
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Expresión de la P450scc en diferentes tejidos 

P450scc 1 2 3 4 

2 Kb •t.:_ 
; 

18 s 

Figura 13. Análisis por Northem blot de la expresión del ARNm de la enzima 

P450scc en los siguientes tejidos: Carril (1). Hlgado (control negativo), (2). 

Glándula adrenal (control positivo), (3). Test/culo control, (4). Test/culo nefrótico. 

Cantidad de ARN total 10 µg en cada carril, se utilizó la sonda ADNc de rata 

marcado con P32
• 

Expresión de la P450scc en varios tejidos 
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Figura 14. Análisis por densitometrfa de la intensidad de la banda del ARNm de 

la enzima P450scc expresado en unidades arbitrarias. •no existe expresión del 

ARNm. 
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En la figura 15, se presenta la expresión del ARNm de la P450scc en el 

testlculo, dicho mensajero se ubica en 2 Kb. Solo en el testlculo de los grupos 

control presentan expresión de la P450scc, esta expresión está en relación con 1 

o 4 dosis de hCG administradas, es decir el testlculo C+4hCG tiene mayor 

expresión del ARNm. Sin embargo, en los testlculos nefróticos la expresión del 

ARNm esta completamente ausente, aun en aquellos animales que recibieron 

estimules de 1 o 4 dosis de hCG. El control de carga fue el ARN ribosomal 18 S, 

teñido con bromuro de etidio. Este experimento se realizó por duplicado. 

El grafico de la figura 16 señala que no hay expresión de la P450scc en el 

hlgado y los testículos nefróticos. La intensidad y el área de la banda en el 

testiculo de los grupos control: basal, C+1 hCG y C+4hCG aumenta con el número 

de estimules que recibió el tejido. 
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Figura 15. Análisis por Northem blot de la expresión del ARNm de la enzima 

P450scc testicular de la rata adulta en el sfndrome nefrótico. Carril (1). hfgado 

(control negativo), (2). rata control basal, (3). rata control +1 hCG, (4). rata control 

+4 hCG, (5). rata nefrótica basal, (6). rata nefrótica +1 hCG, (7). rata nefrótica 

+4 hCG. Cantidad de ARN total 10 µgen cada carril, se utilizó la sonda ADNc de 

rata marcado con P12
• 

Expresión de la P450scc testicular 

1500 

1000 
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* * * o----Hlgado Ctrol C+1hCG C+4hCG Nefr N+1hCG N+4hCG 

Figura 16. Análisis por densitometrla de la cantidad del ARNm de la enzima 

P450scc la cantidad se expresa en unidades arbitrarias, * no existe expresión del 

ARNm .. 
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Los resultados de la expresión del ARNm de la P450scc en la glándula 

adrenal se señalan en la figura 17. En donde se muestra que el ARNm de la 

P450scc se expresa indistintamente en la glándula adrenal de los grupos control y 

nefróticos en condiciones basales y con estimulo con hCG. La expresión de esta 

enzima en el higado es nula. Sin embargo, se puede distinguir que existe mayor 

expresión de la glándula adrenal en los animales nefróticos: Día 10 y N+4hCG que 

en el resto de los animales. La muestra cargada fue controlada por tinción con 

bromuro de etidio del ARN ribosomal 18 S. Este experimento se realizo por 

duplicado. 

El análisis de las bandas de la P450scc en la glándula adrenal, se 

presentan en la figura 18, la intensidad en las bandas de la expresión del ARNm 

de la P540scc no desaparece en la glándula adrenal, de las ratas control y 

nefróticas tanto en grupos básales como estimulados con 1 o 4 dosis de hCG. De 

hecho los animales nefróticos tienen mayor expresión de la P450scc que el grupo 

control. 
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Glándula Adrenal 

P450scc 1 2 3 4 5 6 7 

2Kb 

18 s 

Figura 17. Análisis por Norlhem blot de la expresión del ARNm de la enzima 

P450scc adrenal de la rata adulta en el slndrome nefrótico. Canil (1). hígado 

(control negativo), (2). rata control basal, (3). rata control +1hCG, (4). rata control 

+4hCG, (5). rata nefrótica basal, (6). rata nefrótica +1hCG, (7). rata nefrótica 

+4hCG. Cantidad de ARN total 10 µgen cada canil, se utilizó la sonda ADNc de 

rata marcado con P32• 

Expresión de la P450scc glándula adrenal 

1500 

1000 

500 

* O-'----
Hlg•do Ctrol C+1hCG C+4hCG Nefr N+1hCG N+4hCG 

Figura 18. Análisis por densitometrla de la cantidad del ARNm de la enzima 

P450scc expresado en unidades arbitrarias, * no existe expresión del ARNm. 
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RESUMEN DE RESULTADOS 

Los resultados del presente estudio muestran que: 

• El ANP tiene un efecto adverso (estrés oxidativo) especificamente sobre el 

riñón y no sobre el testículo. 

• La expresión de la enzima P450scc en el testlculo se abate durante el 

síndrome nefrótico. 

• El estimulo gonadal con hCG es capaz de inducir la sintesis de 

progesterona y testosterona, pero no tiene efecto sobre la expresión de la 

P450scc. 

• La enzima P450scc no se afecta en la glándula adrenal de las ratas con 

sindrome nefrótico, lo que indica que solo se interrumpe la biosintesis de 

hormonas esteroides en el testiculo. 

• El hipoestrogenismo es una caracteristica distintiva del slndrome nefrótico, 

que aun con hCG no es posible revertirlo, por lo que se sugiere una 

alteración en la actividad y la expresión de la P450 aromatasa. 

• La administración de hCG tiene un efecto positivo concerniente a la 

filtración glomerular, particularmente sobre la perdida de proteinas. Por lo 

que pudiéramos estar ante un nuevo tratamiento alternativo para el 

sindrome nefrótico. 
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DISCUSIÓN 

En este trabajo se evaluó la expresión de la enzima P450scc durante la fase 

aguda del slndrome nefrótico, enzima que interviene en el paso limitante de la 

conversión de colesterol a pregnenolona en la bioslntesis de esteroides, tanto en 

el testlculo como en la glándula suprarrenal. 

Los resultados obtenidos de las pruebas bioqulmicas establecen la presencia del 

sindrome nefrótico en la rata macho en base a la presencia de hipoproteinemia e 

hipercolesterolemia como consecuencia directa de la perdida urinaria de 

protelnas, caracterlsticas principales que constituyen esta enfermedad glomerular. 

Asimismo, las determinaciones bioqulmicas revelan que en los animales nefróticos 

que recibieron 1 y 4 dosis de hCG el nivel de protelnas en orina disminuye, 

indicando que al administrar a los animales nefróticos hCG estos mejoran su 

capacidad de filtración glomerular. Este inesperado hallazgo es muy importante 

dado que el tratamiento del sindrome nefrótico es asintomético y basado 

fundamentalmente en el uso de corticoesteroides, por lo que, de confirmarse el 

efecto benéfico de la hCG sobre la fisiologia renal, pudiéramos estar ante un 

nuevo tratamiento alternativo para el slndrome nefrótico. Respecto del 

mecanismo por el cual la hCG ejerce un efecto positivo sobre el rinón, es posible 

especular que dado que esta hormona aumenta la slntesis de testosterona a nivel 

testicular, y que la testosterona es un esteroide anabólico, se activa un mecanismo 

que induce slntesis proteica y diferenciación celular vla sus receptores especlficos 

presentes en rii'\ón (52). Por otro lado, la testosterona pudiera convertirse en 

estradiol en tejido periférico, y sabiendo que los estrógenos han probado tener un 

efecto antioxidante (53, 54), el estradiol tendrla un efecto protector sobre el dano 

renal. 

Tomando en cuenta los informes que evalúan el estrés oxidativo en base a la 

determinación de la relación de una enzima sensible a estrés como la aconitasa y 

otra no sensible como la fumarasa (42, 44), en el presente estudio se midió el 
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Indice de daño oxidativo producido por ANP en base a la relación de las enzimas 

mitocondriales aconitasa y fumarasa. Los resultados muestran por primera vez la 

existencia de una disminución significativa en la actividad de la aconitasa con 

respecto a la fumarasa en riñón y no en testlculo (Figura 9), lo cual señala 

claramente que el efecto del ANP es específico sobre riñón y no afecta al testlculo, 

indicado que las alteraciones endocrinas asociadas al síndrome nefrótico son 

consecuencia del padecimiento y no del ANP. 

Datos reportados por nuestro grupo (55, 56) indican que en la fase aguda del 

slndrome nefrótico la rata macho desarrolla hipogonadismo-hipogonadotropico. 

Tomando como base dichos antecedentes, en el presente estudió se evaluaron las 

hormonas asteroides: progesterona, testosterona y estradiol durante la fase aguda 

del sindrome nefrótico, tanto basal como con estímulo gonadal de la 

gonadotropina hCG. Como se observa en la figura 11 y 12, las concentraciones 

circulantes de progesterona testosterona y estradiol en el dla 10 disminuyeron 

significativamente en ratas nefróticas, sin embargo aquellos grupos de animales 

nefróticos que recibieron 1 o 4 dosis de hCG incrementaron significativamente las 

concentraciones de testosterona, aunque no las de estradiol. Estos datos indican 

que existe una alteración generalizada en la ruta esteroidogénica en la fase aguda 

del slndrome nefrótico, a la vez que señalan mediante la prueba con hCG, que los 

receptores para gonadotropinas se encuentran aparentemente en buen estado y 

que parecen estimular la slntesis de progesterona y testosterona, aunque fallan en 

el estimulo para la sintesis de estradiol. 

En numerosos estudios experimentales se ha demostrado, que las hormonas LH y 

ACTH al unirse a su receptores especificas en la gónada o en la adrenal estimulan 

la esteroidogénesis activando la slntesis de la enzima P450scc, enzima que rompe 

la cadena lateral del colesterol en ambos tejidos (55). Dicha actividad de LH se 

realiza por medio de un segundo mensajero especifico que es el AMPc, que activa 

a regiones promotoras del gen de la P450scc en sitios denominados CRE, 

asimismo se conocen factores de transcripción como SF1, Sp1 y la proteina StAR 
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que participan en la regulación de la P450scc (57, 58). Asi, en el presente estudio 

los resultados obtenidos por la técnica de Northern Blot, indican que la expresión 

del ARNm de la enzima P450scc desaparece en el tejido testicular de animales 

nefróticos al día 10 y es indetectable aún en aquellos grupos de ratas a los cuales 

se les dio estimulo con 1 o 4 dosis de hCG. Esto refleja un daño a la gónada como 

consecuencia del sindrome nefrótico que se manifiesta a nivel de la transcripción 

de la P450scc, que por ser el paso limitante en la bioslntesis de los esteroides 

sexuales, esperaríamos que estos disminuyeran generalizadamente. Sin embargo, 

a pesar de que los resultados de las concentraciones de progesterona, 

testosterona y estradiol durante el dla 10 se encuentran disminuidos, el 

incremento en progesterona y testosterona después de la aplicación de hCG, no 

concuerda con la ausencia de expresión de la P450scc y lo podemos explicar en 

base a una posible activación de la P450scc previamente sintetizada, mediada por 

la gonadotropina (LH ó hCG) vía el mismo segundo mensajero que estimula la 

expresión de la enzima, el AMPc (59). Por otro lado, dado que no se encontró 

alteración alguna en las concentraciones circulantes de cortisol y la expresión de 

la P450scc en glándu!a adrenal permaneció normal o incrementado al dla 10 o 

posterior al estimulo con hCG, es posible especular que el dano sobre la 

expresión de la P450scc sea especifico de la gónada y apoya fuertemente el 

concepto vertido en base a la prueba de la medición del efecto del ANP sobre la 

actividad de la aconitasa, en cuanto a que las alteraciones endocrinas asociadas 

al slndrome nefrótico son propias de la enfermedad y no de la inducción del 

modelo experimental. 

Respecto de la slntesis del estradiol, el cual estuvo permanentemente disminuido, 

los resultados de este estudio concuerdan con los datos reportados por nuestro 

grupo, en los que se revela la existencia de hipoestrogenismo tanto en el modelo 

experimental en fase aguda ó crónica, como en pacientes nefr6ticos (52, 55, 56, 

60). Asimismo las fallas encontradas en las concentraciones de estradiol en el dia 

1 O y posterior al estimulo con hCG, señalan claramente la existencia de dano a 

nivel de otra importante enzima esteroidogénica, la P450 aromatasa, la cual se 
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sabe que es regulada por medio las regiones promotoras del gen de manera tejido 

especifica en Ovario (células de Sertoli), testículo (células de Leydig), cerebro 

(hipotálamo, amigdala e hipocampo), placenta y tejido adiposo (hombres y 

mujeres) (61), y dado que el estradiol es indetectable en todas las mediciones 

realizadas, es posible especular que algún factor común a todas las regiones 

promotoras se afecta durante el sindrome nefrótico. 
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CONCLUSIONES 

• La expresión de la P540scc testicular desaparece en el slndrome nefrótico, 

y este efecto no puede ser revertido con estimulas de 1 o 4 dosis de hCG. 

• La expresión de la P450scc solo se ve afectada en el testlculo y no en la 

glándula adrenal, repercutiendo asl en la slntesis de esteroides sexuales. 
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APÉNDICE! 

Reactivos para proteínas en suero 

Solución A 
Na2C03 
Na OH 
Tartrato de sodio 
Almacenar a temperatura ambiente 

Solución B 
CuSQ4 
Almacenar a temperatura ambiente 

Solución C 
Se prepara en el momento del ensayo 
Sol A 
SolB 

Solución D 
Se prepara en el momento del ensayo 
Folín 1 N 
Agua destilada 

2% 
0.4 % 
0.02% 

0.5% 

Para 50 tubos (1 mi/tubo) 
50ml 
1 ml 

Para 50 tubos (1 µutubo) 
25µL 
25 µL 

Reactivos para protelnas en orina. 

TCA 
Acido tricloroacético (TCA) 
En agua destilada 
Almacenar a temperatura ambiente 

12.5% 
(p/v) 

Reactivos para aconitasa 

Amortiguador de ensayo 
Tris HCI 50 mM 
Agua 
Ajustar a pH 7.4 con NaOH 

Amortiguador de homogenización 
Citrato de sodio 1 mM 
MnCl2 0.5mM 
Tris HCI 50 mM pH 7.4 

7.8 g 
cbp 1000 ml 

147 µL 
49 µL 
cbp 500 ml 
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Amortiguador de resuspensión 
Tritón X-100 1% 
Amortiguador de homogenización 

Mezcla de reacción 
MnCl2 0.05 mM 
lsocitrato 
Tris HCI 50 mM pH 7.4 

0.5mL 
50mL 

1 µL 
51 µL 
cbp 1 O mL ( 1 O muestra) 
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APÉNDICE 11 

Reactivos para Northern blot 

Agua con DEPC 0.1% 
Agua destilada desionizada estéril 
Dietilpirocarbonato (DEPC) 
Incubar 24 h a 37ºC 
Esterilizar dos veces 

MOPS 12X 
Ácido propanesulfónico 3-N-Morfolino 
(MOPS) 
Acetato de sodio 0.06 M 
Etilendinitrilotetracetato disódico (EDTA) 
0.5 M pH 8 
Agua destilada desionizada estéril 

Gel de agarosa 
Agarosa 
Agua destilada desionizada estéril 
MOPS 12X 
Formaldehido 37% 
Bromuro de etidio 

Solución desnaturalizante 
Formamida 
MOPS 12X 
Formaldehído 37% 

Solución buffer de carga 
Azul de bromofenol 
Cianol-xileno 
Ficoll 

MOPS1X 
MOPS 12X 
Agua destilada desionizada estéril 

100mL 
100 µL 

5.65 g 

6mL 
2.4mL 

100mL 

0.5 g 
37.5mL 
4.15 mL 
8.13 mL 
0.5 µL 

500 µL 
83 µL 
162µL 

0.25% 
0.25% 
15.0% 

20.83 mL 
Aforar a 250 mL 
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Solución SSC 20X 
NaCI 
Citrato de sodio 
Agua estéril, ajustar el pH a 7 .O 

TEN 
Tris HCI pH 8 1 M 
EOTA pH 8 0.5 M 
NaCI 5 M 
Agua destilada estéril 

Buffer SOS 7% 
Lauril sulfato de sodio (SOS) 
Agua destilada desionizada estéril 
Agregar poco a poco SOS y calentar si 
es necesario. 

Buffer SSC 2X 
SSC 20X 
SDS7% 
Aforar a 250 mL 

Buffer SOS 0.1% 
SSC 20X 
SDS7% 
Aforar a 250 mL 

175.3 g 
88.2g 
cbp 1 L 

1 mL 
0.2mL 
2mL 
cbp 100 mL 

7g 
cbp 100mL 

25 mL 
3.57 mL 

1.25 mL 
3.57 mL 
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