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RESUMEN

Antecedentes: El sindrome nefrético es un padecimiento renal que se caracteriza por
proteinuria, hiperlipidemia e hipoproteinemia. También se han caracterizado
alteraciones en el eje hipotalamo-hipdfisis-gonada tanto en el modelo experimental
como en pacientes con sindrome nefrético. Planteamiento del problema:
Particularmente en la rata hembra con sindrome nefrético se ha reportado una
disminucion de la concentracion de gonadotropinas y de esteroides sexuales. Objetivo:
Evaluar la expresion de los componentes indispensables para el inicio de la
esteroidogénesis: la enzima P450scc (side cholesterol chain cleavage) y la proteina
StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein) en la rata con sindrome nefrético
inducido por la administracion del aminonucleésido de puromicina (ANP). Métodos: La
esteroidogénesis se evalué con base a la concentracion circulante de progesterona,
testosterona y estradiol, y por la determinacién de la expresion de los ARNm de la
enzima P450scc y la proteina StAR en ovario y la glandula suprarrenal. Las
concentraciones de esteroides se midieron por radioinmunoanalisis especifico y la
expresion del ARNm de la enzima P450scc y la proteina StAR en ovario y la glandula
suprarrenal se evaluaron por Northern blot. El estudio se realizé en tres etapas: en la
primera se analiz6 en las ratas control y con sindrome nefrético en fase aguda (dia 10),
en la segunda se examiné a los animales control y con sindrome nefrético después de
la administracién de una o cuatro dosis de gonadotropina coridénica (hCG) (8 Ul) y en la
etapa tres se evaluo6 el efecto de feromonas mediante la presencia del macho fertil asi
como de la orina del macho feértil, en ratas control y nefréticas. Resultados: Las
determinaciones hormonales muestran que las concentraciones de progesterona,
testosterona y estradiol se encuentran disminuidas al dia 10 y no responden al estimulo
con hCG, excepto la testosterona la cual aumenta significativamente después del
estimulo de 4 dosis de hCG. La expresién del ARNm de la enzima P450scc en el ovario
con sindrome nefrético disminuyé en el dia 10 y aumento tras los estimulos con una y
cuatro dosis de hCG. Respecto de la proteina StAR, la expresién del gen disminuyo6
significativamente en el dia 10 y permanecié baja después del tratamiento con hCG. La
expresion de los ARNm de la P450scc y de la proteina StAR en la glandula suprarrenal
no cambid en los grupos con sindrome nefrético evaluados. Por otro lado, la evaluacion
del efecto de las feromonas indica que la presencia del macho fértil o su orina no tienen
efecto sobre los niveles de las hormonas esteroides sexuales las cuales permanecen
disminuidas significativamente en todos los grupos estudiados, durante este
padecimiento renal. Conclusion: En conjunto, los datos presentados revelan la
existencia de alteracion de la funcion ovarica durante el sindrome nefrético,
especificamente en la expresion de la enzima P450scc y la proteina StAR, lo cual
explica el hipogonadismo asociado a la condicion nefrotica. Perspectivas: Los
resultados de este trabajo y los que lo anteceden, dan un amplio panorama de las
alteraciones endocrino-reproductivas en el sindrome nefrético. Sin embargo, aun se
desconocen muchos factores implicados en dichas anomalias, asi la utilizacion del
cultivo de células gonadales y la administracion de compuestos tales como FSH, hCG,
8-bromo AMPc, antioxidantes o la combinacion de estos, aportaran un conocimiento
mas amplio de los factores implicados en la disfuncion del eje hipotalamo-hipofisis-
gbénada en el sindrome nefrético.



1
INTRODUCCION

FUNCION OVARICA

La importancia de la funcion ovarica tiene su base en la necesidad de preservar la
especie. De tal forma que el objetivo central de la funcion ovarica es la generacion de
un huevo fertilizable, razén por la cual se considera al ovario una glandula maestra. Sin
embargo, y a pesar de su enorme potencial, su funcionamiento correcto depende de la
contribucién de otros componentes que se integran en el denominado eje hipotalamo-
hipéfisis-ovario (Fig. 1). El hipotalamo, situado entorno al tercer ventriculo y en su base
por debajo del talamo y por encima de la hipéfisis, regula la secrecién pulsatil de las
hormonas hipofisiarias: hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH),
a través del factor liberador de gonadotropinas denominado LHRH o GnRH. Tanto LH
como FSH son los efectores hipotalamico-hipofisiarios que ejercen sus efectos sobre el
ovario, el cual responde de manera ciclica a través de sus células especificas dando
lugar a la sintesis de esteroides sexuales, el desarrollo folicular y la maduracion de un
huevo feértil (el 6vulo). La secrecion de esteroides tiene un efecto de control negativo

sobre la unidad hipotalamica-hipofisiaria, con excepcion del periodo preovulatorio (1).

Ciclo ovulatorio

El ovario de los mamiferos esta compuesto por varias estructuras, pero basicamente
puede ser dividido en dos compartimentos, la corteza y la médula. La corteza contiene
estructuras foliculares en diferentes estados de desarrollo, las cuales estan rodeadas
por células del estroma e intersticiales. La médula esta compuesta principalmente por
vasos sanguineos, nervios y fibras musculares. En el ovario la esteroidogénesis toma
lugar en dos tipos de ceélulas foliculares, tecas y granulosas, las cuales sintetizan
progestinas, estrogenos y en menor grado andrégenos. Asi, la actividad principal del
ovario se clasifica como reproductiva y secretora (2). Durante un ciclo ovulatorio un

mecanismo coordinado multihormonal conduce al desarrollo folicular (Fig. 2). El foliculo



es el microambiente en el cual una célula germinal da por resultado un huevo maduro,
el cual es liberado del foliculo fenébmeno conocido como ovulacion. Inicialmente el
ovario solo contiene foliculos primordiales y primarios, en estos ultimos el évulo
inmaduro se encuentra rodeado por una monocapa de células cuboidales. Bajo
circunstancias que aun no estan claras, los foliculos primarios son reclutados para su
maduraciéon dando lugar a la formacion de foliculos preantrales. Posteriormente, las
celulas foliculares adquieren receptores para la FSH (2,3), permitiendo asi que la FSH
actie sobre la maduracién del foliculo. En este sentido, el crecimiento de los foliculos
se da a través de estadios sucesivos de maduracion, lo cual se refleja en el aumento de
la capacidad de sintesis de estrogenos (2,4). Sin embargo, solo un foliculo alcanza el
estadio preovulatorio, y el resto entran en regresion, a esta fase se le denomina fase
folicular. Esta es la primera fase de la maduracion del endometrio, es decir, el inicio del
ciclo uterino. Un patron caracteristico de fluctuacion de las concentraciones hormonales
en suero se asocia con el ciclo ovulatorio. Al inicio del ciclo, la FSH estimula la
produccion de estrogenos en las células de la granulosa y la LH induce la produccién
de androgenos en las células de la teca (2,5). La produccion de andrégenos y
estrogenos en el ovario inhiben la liberacion de gonadotropinas por la glandula
hipofisiaria. Adicionalmente, la FSH estimula la sintesis de inhibina, activina y folistatina
en células de la granulosa (6). De estas moléculas, se conoce que la inhibina y la
folistatina inhiben la sintesis y secrecion de FSH en la hipofisis y que la activina puede
estimular la secrecion de FSH (7). Los foliculos diferenciados al estadio preovulatorio
producen altas cantidades de estrogenos, las cuales alcanzan su maximo con lo que
estimulan la liberacion de la LH hipofisiaria. La ovulacion se realiza cuando los foliculos
preovulatorios son expuestos a una concentracion elevada de LH. Posteriormente, las
células foliculares, teca y granulosa, sufren cambios morfolégicos y bioquimicos,
proceso que se denomina luteinizacion y que culmina con la formacion del cuerpo luteo
el cual produce progesterona (2,8). Durante esta segunda fase del ciclo (lutea
secretoria), las células epiteliales del endometrio se diferencian bajo la influencia de la
progesterona a células secretorias (9), mientras que las células del estroma
experimentan predecidualizacién. Si la fertilizacion no ocurre, el cuerpo luteo es

finalmente reemplazado por tejido fibroso. El endometrio entonces sheds conduciendo a
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la menstruacion y dando término al ciclo uterino (10). En esta etapa nuevos foliculos
primarios inician su crecimiento y maduracion, iniciandose asi un nuevo ciclo. A
diferencia del humano el ciclo estral de la rata es extremadamente cortode entre 4 a6y
el cual esta dividido esencialmente en cuatro fases: diestro 1, diestro 2, proestro y estro,
esta ultima representa el final del ciclo estral de la rata y fase en la que el animal es
fertil.

Hipotalamo

}
@

Slnte8|s de Formacion de
ndroienos estrogenos

Estrégenos
Progesterona
Androégenos

P450scc SpHSD P450 arom
P450 C17
A E
Células de la teca Ceéelulas de la
granulosa

Figura 1. Eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario; LHRH: factor liberador de gonadotropinas; LH: hormona
Juteinizante; FSH: hormona foliculo estimulante; P450scc: citocromo P450scc; P450c17: citocromo P450
a-hidroxilasa; 13p-hidroxiesteroide deshidrogenasa; P450arom: citocromo P450 aromatasa; A:

andrégenos; E: estrégenos.
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Figura 2. Eventos que acompafian al ciclo menstrual. (A) Fluctuacién en los niveles de gonadotropinas,
(B) Ciclo ovarico, (C) Cambios en los niveles de hormonas ovaricas y (D) Ciclo uterino.

ESTEROIDOGENESIS OVARICA

Las principales hormonas secretadas por el ovario son estradiol (1,3,5(10)-estratrieno-
3,17B-diol), progesterona (4-pregneno-3,20-diona) y andrégenos (2). El estradiol es el
principal esteroide secretado previo a la ovulacién y posteriormente la progesterona
alcanza su maximo. Los andrégenos no cambian significativamente durante el ciclo
ovulatorio, solamente se presenta un leve incremento en la concentracién de la
testosterona previo a la ovulacién. La variaciéon en la produccion hormonal resulta de
una regulacion coordinada de la expresion de las enzimas esteroidogénicas (11). La
esteroidogénesis inicia a partir de la biosintesis de colesterol “de novo”, 5-colesteno-3-
B-ol, en las células de la granulosa o de la toma de colesterol de las lipoproteinas

circulantes en las células de la teca o la granulosa (2). A continuacion el colesterol es
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convertido a pregnenolona (3p-hidroxi-5-pregneno-20-ona), por accion de la enzima
encargada de romper la cadena lateral del colesterol la cual esta asociada a citocromo
P450 (P450scc) (12). En el siguiente paso la pregnenolona es convertida en
progesterona, en una reaccién catalizada por un complejo enzimatico microsomal
denominado 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa/A®-A* isomerasa (3B-HSD) (13).
Posteriormente, se efectia una 17a-hidroxilacion de pregnenolona o progesterona y la
ruptura en el carbon 17 y 22, evento catalizado por la 17a-hidroxilasa asociada a
citocromo P450 (P450c17) (11). Este paso constituye una reacciéon importante en la
sintesis de andrégenos. En el ovario la P450c17 se expresa Gnicamente en las células
de la teca. El paso final de la esteroidogénesis conduce a la formacién de estradiol y es
catalizado por la 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD) y la aromatasa. La
17B-HSD cataliza la interconversiéon de 17-hidroxi y 17-cetoesteroides, como la estrona
y el estradiol. Finalmente, la aromatasa (P450arom) que es un complejo enzimatico de
dos componentes, aromatasa citocromo P450 y NADPH citocromo P450 reductasa (13),
cataliza la aromatizacién del anillo A de los andrégenos dando como producto un anillo

A fendlico caracteristico de los estrégenos (Fig. 3)

Ho evpiial 1 Dehidroeplandrosterona Androatenodiol
H
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1. Citocromo P450scc

2. Citocromo P450 17« hidroxilasa

3. 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa
A® A* isomerasa

4. 17p-hidroesteroide deshidrogenasa

5. Citocromo P450 aromatasa

Figura 3 Ruta esteroidogénica ovarica. Formacion de las hormonas esteroides sexuales a partir de
colesterol



Citocromo P450scc (side cholesterol chain cleavage)

La esteroidogénesis inicia con la conversion de colesterol a pregnenolona,
representando el primer paso y hasta hace algunos afos considerado limitante en la
biosintesis de todas las hormonas esteroides. Esta reaccion involucra tres pasos
secuenciales distintos; 20 a-hidroxilasa, 22-hidroxilacién y el rompimiento de la cadena
lateral del colesterol entre los atomos de carbono 20 y 22 para producir pregnenolona y
acido isocaproico (15). La conversion de colesterol a pregnenolona es catalizada por el
anico sitio activo del citocromo P450scc (producto del gen CYP11A1), el cual se
encuentra unido a la membrana interna de la mitocondria como un multimero de 16

subunidades, llegando a totalizar cerca de 850,000 daltones.

El citocromo P450scc es una hemoproteina que funciona como la oxidasa terminal de
un sistema de transporte de electrones mitocondrial, y esta constituido por tres
componentes funcionales basicos. Estos tres componentes funcionan de la siguiente
manera: los electrones del NADPH son aceptados por una flavoproteina denominada
ferredoxina reductasa que esta asociada débilmente a la membrana mitocondrial
interna. La ferredoxina reductasa transfiere los electrones a una proteina con centro
hierro-azufre denominada ferredoxina, que se encuentra en soluciéon en la matriz
mitocondrial, la cual a su vez transfiere los electrones al P450scc. Se piensa que la
ferredoxina reductasa y la ferredoxina funciona como proteinas genéricas para el
transporte de electrones para todos los P450s mitocondriales y no solo para aquellos

involucrados en esteroidogénesis (16).

A nivel genémico, el gen de esta enzima, conocida anteriormente como 20-22
desmolasa (EC 1.14.15.67), se encuentra en la region g23-q24 del cromosoma 15 y
esta constituido de 9 exones y 8 intrones que abarcan cerca de 20 kb del DNA

gendmico.

La enzima P450scc se expresa predominantemente en las tres zonas de la corteza

suprarrenal (zona glomerulosa, zona fasciculada y zona reticularis); en el testiculo, ésta



se encuentra en las células de Leydig y en el ovario se expresa tanto en las células
tecales como de la granulosa. Durante la luteinizacién la P450scc se expresa
grandemente en el cuerpo luteo, el cual secreta altas cantidades de progesterona (17).
Ademas de los tejidos esteroidogénicos clasicos, la P450scc esta presente en la
placenta en donde promueve la sintesis de los esteroides necesarios para mantener el
embarazo y el desarrollo fetal. Ademas, su expresion se ha detectado en ciertas areas
cerebrales, activando probablemente la sintesis de neuroesteroides, asi como en el

intestino primitivo que dara origen al colon, en la piel, el pancreas y el pulmoén (18).

Numerosos estudios indican que el AMPc es el principal mediador de la induccion de la
expresion hormonal de las enzimas esteroidogénicas primordialmente de la P450scc,
asi como de otros citocromos P450. Los mecanismos que regulan a la P450scc son
procesos complejos tejido- y especie-especificos (18). Tanto la esteroidogénesis como
la acumulacién del ARNm del P450scc en las células de Leydig y la placenta son
estimuladas por LH y la gonadotropina corionica humana (hCG), esta ultima comparte el
mismo receptor que la LH, las zonas reticularis y fasciculada de la suprarrenal, por
ACTH vy las células ovaricas de la granulosa, por la LH y FSH (19). Hay evidencia
experimental que sugiere que, al menos en la placenta, otro transactivador nuclear (RE-
o) podria estar influyendo sobre la actividad enzimatica y los niveles de ARNm de la
P450scc (20).

Proteina StAR (Steroidogenic Acute Regulatory)

La proteina StAR es un componente indispensable en la regulacion aguda de la
esteroidogénesis, mediando la transferencia del colesterol al interior de la membrana
interna mitocondrial (21), sitio en donde la enzima P450scc se encarga de transformarlo
mediante una serie de reacciones quimicas a pregnenolona. Se sabe que traslocacion
del colesterol a la membrana interna mitocondrial es el verdadero paso limitante en la

esteroidogénesis.



La proteina StAR es una fosfoproteina de 30 kDa asociada a la mitocondria, que se
origina a partir de un precursor de 37 kDa (22). La proteina StAR fue purificada, y su
gen clonado, secuenciado y expresado en 1994 (23). La deduccion de la secuencia de
aminoacidos a partir del ADNc revel6 que es una proteina de 285 aminoacidos (en
algunas especies de 284). El amino terminal de la proteina StAR presenta las
caracteristicas de una proteina que es sintetizada en el citoplasma y que
posteriormente es importada a la mitocondria. Sus primeros 26 residuos de
aminoacidos forman una hélice amfipatica (24). Asi mismo, se sugiere que la proteina
StAR adquiere una configuracion globular desdoblada a pH 3.5-4.0, el cual podria estar
generandose en las cercanias de la mitocondria (25). Esta configuracion facilita el
desdoblamiento de la proteina StAR lo que la prepara para su acciéon sobre la
mitocondria y el subsecuente movimiento a través del poro en la matriz mitocondrial
(24).

Ademas, se sabe que cuando se truncan 10 o mas residuos de aminoacidos del
carboxilo terminal de la proteina StAR, existe una marcada disminucién de la actividad
esteroidogénica. En este sentido, el empleo de construcciones moleculares que afectan
la importacion de la proteina StAR, confirman la hipétesis de que ésta puede actuar
fuera de la mitocondria (26) y que se requiere la sintesis continua de esta proteina para

mantener |la esteroidogénesis (24).

Se han propuesto varios mecanismos de accion de la proteina StAR. Uno de ellos
sugiere que esta proteina actia como una lanzadera intermembranal, entrando al
espacio entre la membrana exterior mitocondrial y la interior de la misma, movilizando el
colesterol que se encuentra unido al dominio START de manera vectorial a través de

las membranas (24).

La proteina StAR es una fosfoproteina, lo que ha sido confirmado en diversos estudios
en los que se demuestra la existencia una correlacion entre la forma fosforilada de la
proteina y la esteroidogénesis. La fosforilacion es inducida por AMPc y se asume que
es catalizada por la PKA (proteina cinasa A). En este contexto, la clonacion del ADNc



de la proteina StAR reveld6 que su secuencia contiene 2 sitios de fosforilacién
conservados, los cuales son sitios de PKA. En el humano, la fosforilacion esta dirigida
directamente sobre los residuos de serina 57 y 195 (27), demostrandose posteriormente
que solo la fosforilacién del residuo de serina 195 es esencial para su funcionalidad
(24).

De este modo, la evidencia mas clara del papel indispensable de la proteina StAR en la
regulacién de la esteroidogénesis, mediando la transferencia de colesterol, fue el
hallazgo de que mutaciones en el gen de la proteina StAR llevan a una condicion
potencialmente fatal, conocida como hiperplasia congénita lipoide de la suprarrenal
(28). Este padecimiento se caracteriza por la incapacidad casi completa del recién
nacido para sintetizar hormonas esteroides, como consecuencia de un dafo en el sitio
de liberacion del colesterol, lugar en donde posteriormente sera convertido a
pregnenolona via la enzima P450scc (21). Este hecho fue confirmado con ratones
knock-out de la proteina StAR, los cuales mostraron un fenotipo idéntico al presentado
por esta enfermedad, demostrando asi la importancia de la proteina StAR en la

esteroidogénesis (29).

Por otro lado, todo indica que la expresion de la proteina StAR esta confinada a tejidos
esteroidogénicos (21). Asi, la proteina StAR se expresa en la corteza de la glandula
suprarrenal (tanto en células de la glomerulosa como en células de la fasciculata-
reticularis) (30), ovarios (células de la teca, granulosa y células del cuerpo luteo) (31),
testiculos (células de Leydig) (32). Interesantemente, la proteina StAR se expresa
también en células de Sertoli (33), las cuales no son consideradas generalmente
esteroidogénicas; sin embargo, estas células pueden ser inducidas a expresar la
enzima P450scc sintetizando pequefias cantidades de pregnenolona, lo que hace
suponer que éstas tienen alguna actividad esteroidogénica (34). La proteina StAR
también se expresa en cerebro, donde su distribucién celular se empalma con la enzima
P450scc y la enzima 33-HSD (35). Estos hallazgos podrian implicar a la proteina StAR
en la biosintesis de neuroesteroides (21). También esta presente en rinén humano, pero

su papel en este tejido se desconoce (36).



Regulacioén del gen de StAR

Al ser la proteina StAR el paso limitante en la esteroidogénesis, su expresion es
finamente regulada. Si bien inicialmente se postulé que la expresién del gen StAR debe
ser capaz de responder rapidamente a las diferentes sefiales que regulan la
esteroidogénesis, hallazgos recientes indican que algunos eventos de la regulacién de

la expresion de la proteina StAR podrian ocurrir a nivel post-transcripcional (37,38).

Un factor de transcripcion que es considerado importante en la regulaciéon de la
expresion del gen de la proteina StAR es el factor esteroidogénico 1 (SF-1) (22).
Interesantemente, ratones con deficiencia homéciga del gen SF-1, estos no expresan el
ARNm de StAR, subrayando la importancia de este factor de transcripcion como

elemento de este gen (39).

El SF-1 es miembro de una familia de factores de transcripcion que controlan la
expresién de enzimas implicadas en la biosintesis de hormonas esteroides, que se
identifico6 por primera vez en células de la corteza suprarrenal. Se han encontrado al
menos 6 sitios de unién para SF-1 en el promotor del gen StAR. Sin embargo, ademas
de SF-1 existen otros factores de transcripcion relevantes en el control de la

transcripcion de este gen, como por ejemplo GATA-4 y C/EBPf (38).

Ademas de las sefales generadas a través de los receptores de membrana, algunos
estimuladores podrian actuar directamente sobre el gen de StAR, indicando que su
promotor podria contener varios elementos regulatorios. Asi la produccion de esteroides
y la expresion de StAR estan sobreregulados por LH (40), gonadotropina coridnica (41),
ACTH (42), FSH, analogos de AMPc (43), agentes inductores de AMPc intracelular (44),
IGF-1 (41) y estradiol (45).



3p-HSD (3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa A°-A* isomerasa)

La enzima 3B-HSD es un complejo enzimatico que cataliza la deshidrogenacion e
isomerizacion de esteroides C21 y C19 (15). La 3B-HSD se localiza en las membranas
de reticulo endoplasmico y mitocondria. Ademas de la pregnenolona, esteroides como
la 17a-hidroxipregnenolona y la DHEA (dehidroepiandrosterona) son substratos de la
3B-HSD. Hasta ahora varias isoenzimas 33-HSD se han caracterizado, las cuales son
codificadas por una familia gendmica (46,47), a diferencia de las P450s

esteroidogénicas donde cada una es codificada por un gen.

La actividad de la 3B-HSD se ha detectado no solo en los tejidos clasicamente
esteroidogénicos como placenta, glandulas suprarrenales, ovario y testiculo, sino que
también en tejidos como pulmon, endometrio, préstata, epididimo, vesicula seminal,
glandula mamaria, intestino, rifidn, glandulas salivales, corazén y cerebro (47). La
amplia distribucion de esta enzima indica que juega un importante papel en la formacion
de esteroides sexuales en tejidos periféericos. Por medio de estudios
inmunohistoquimicos se ha localizado la 3B-HSD en los mismos tejidos
esteroidogénicos en donde se encuentra el citocromo P450scc; asi, esta presente en
las tres zonas de la corteza suprarrenal, en las células de Leydig testicular (no en los
tubulos seminiferos), y en la teca interna. Antes de la ovulacién, la 3p-HSD es
localizada en las células de la teca y posteriormente aparece constitutivamente en el

cuerpo luteo (48).
Citocromo P45017 « (P450 17 a-hidroxilasa)

La conversion enzimatica de pregnenolona a 17a-pregnenolona y de progesterona a
17a-progesterona requiere de hidroxilaciones en la posicion 17. Posteriormente, estos
intermediarios pueden ser convertidos a dehidroepiandrosterona y androstendiona

respectivamente. Se ha demostrado que el citocromo P45017a, producto unico del gen



CYP17, posee la actividad enzimatica tanto de 17a-hidroxilacién como de 17,20-liasa
(15). El gen de la 17a-hidroxilasa se ha localizado en la regién q24-25 del cromosoma
10 y consiste de siete exones y seis intrones que abarcan 6569 pb. La enzima
microsomal P45017a (esteroide 17a-monooxigenasa EC 1.14.99.9) es una
hemoproteina de 508 aminoacidos (57,379 daltones), con dominios de unién al hemo y
al esteroide bien preservados, los cuales se encuentran en la regién C-terminal entre
los residuos 433-453 y 346-366 (49).

Dentro de la corteza suprarrenal, la P45017a se expresa en las zonas fascicular y
reticular en donde participa en la formacion de glucocorticoides y andrégenos
suprarrenales. De igual forma, la P45017a se expresa en tejido gonadal en donde dirige
la sintesis de andrégenos y estrogenos. En estudios de hibridacién in situ se demostré
la expresion del CYP17 en diferentes areas del sistema nervioso central y periférico,
incluyendo motoneuronas, nucleos pontinos, cerebelo y locus ceruleus, en donde

presumiblemente participa en la formacion de neuroesteroides activos (50).

175-HSD (17 pg-hidroxiesteroide deshidrogenasa)

La actividad de 17B-HSD esta distribuida ampliamente en tejidos esteroidogénicos y en
no esteroidogénicos como en la glandula mamaria, endometrio, tejido adiposo, cerebro,
corazoén, rinodn, higado, pulmén, pancreas, prostata y piel (561,52). Las 17B-HSDs son
enzimas que catalizan la interconversion entre grupos 17-ceto y 17B-hidroxi presentes
en estrégenos y andrégenos (47) tales como estrona y estradiol o androstendiona y
testosterona (17pB-hidroxi-4-androsteno-3-ona). Ademas de la actividad de 17p-HSD,
esta enzima presenta actividad de 20a-hidroxiesteroide (53,54). Hasta el momento se
conocen 7 isoenzimas 173-HSD, de las cuales la tipo 1 cataliza la sintesis de estradiol
principalmente en ovario y placenta (55). Estudios inmunolégicos han mostrado que la
expresion de la 17B-HSD tipo 1 en endometrio fluctia durante el ciclo menstrual y que
es estimulada por progesterona (56). Otros estudios han indicado que analogos de
AMPc asi como activadores de la proteina cinasa C inducen la expresiéon de la 17p-

HSD tipo 1 en células de coriocarcinoma humano (57), mientras que el tratamiento de



células de la granulosa humana con AMPc causa disminucion de la expresiéon de la
17B-HSD tipo 1 (58).

El ADNc y el gen de la 17B3-HSD tipo 1 han sido caracterizados (59,60) y se ha
mostrado que hay dos genes (EDH17B1 y EDH17B2) los cuales estan localizados en
serie en el cromosoma 17 (bandas q12-g21) (56). La homologia entre las secuencias de
ambos genes es de 89 %, la secuencia del gen 1 tiene un codén de paro por lo que
representa un gen no funcional o pseudogen. Una clona gendmica del gen 2 contiene 6
exones y 5 intrones. La region 5’ de ésta incluye elementos de respuesta a andrégenos
y a AMPc (61). La 17B-HSD tipo1 es una enzima citosdlica altamente especifica para
estrégenos con un solo sitio de unién a NADPH. Basados en la secuencia de
nucledtidos se deduce que su estructura primaria esta compuesta de una secuencia de
327 aminoacidos que corresponden a una proteina de 34.8 kDa (59). En la secuencia
de aminoacidos de la 17p3-HSD tipo 1 no se predican sitios de glicosilaciéon, aunque se
reconoce un sitio potencial de fosforilaciéon dependiente de AMPc (basico-basico-X-ser)
(59).

Citocromo P450arom (P450 aromatasa)

La conversion de esteroides C-19 a compuestos estrogénicos C-18, es catalizada por el
complejo enzimatico del reticulo endoplasmico conocido como aromatasa. Este
complejo incluye el citocromo P450 aromatasa y una flavoproteina NADPH citocromo
P450 reductasa, que es una proteina ubicada en reticulo endoplasmico. Por tanto, en
fracciones subcelulares la aromatasa es una hemoproteina microsomal, producto del
gen CYP19, y es responsable de la fijacion de esteroides C-19, asi como de las dos
reacciones de hidroxilacion en la posicion 19 y de la hidroxilacion en C-2 que
consecuentemente origina la aromatizacién del anillo A (15). Corbin y cols. (62)
expresaron el ADNc completo de P450arom humana en células COS-1, confirmando
que todas las reacciones de aromatizacion se efectuan en un sitio catalitico simple. Al
adicionar androstendiona, testosterona o 16a-androstendiona a estas células

transfectadas se formo el correspondiente estrégeno, con lo cual no hubo duda de la



actividad catalitica de la proteina expresada de forma simple. Por medio de estudios de
marcaje de ADN genémico humano se ha localizado el gen de la P450arom, se localiza
en el cromosoma 15q21.1 (63).

Los tejidos que efectian aromatizacién por excelencia son las génadas y el cerebro, lo
que se ha observado en numerosas especies. Sin embargo, en el humano, ademas de
biosintetizar estrogenos en células de la granulosa del ovario, en las células de Sertoli y
de Leydig del testiculo, y en varios sitios del cerebro como hipotalamo, amigdala e
hipocampo, este proceso también ocurre en placenta y en el tejido adiposo tanto en
hombres como en mujeres. En el desarrollo folicular la P450arom es regulada por
gonadotropinas hipofisiarias (64). Se ha encontrado que la expresion de la aromatasa
en todos estos tejidos, esta determinada en parte por el uso de promotores tejido
especifico. Asi por ejemplo, en el ovario humano, la P450arom parece utilizar un
promotor proximal al sitio de iniciacion de transcripcion, mientras que en la placenta se
emplea un promotor situado al menos 40 kb corriente arriba. En tejido adiposo parece
requerir de un tercer promotor especifico (65). A pesar de esta diversidad en el uso de
promotores alternos, la region reguladora del CYP19 humano parece contener un solo

sitio de unién para el factor esteroidogénico SF1 el cual es activado por FSH (66).

EL RINON.

Los rinones estan situados en la parte posterior del abdomen, uno a cada lado de la
columna vertebral (Fig. 4A). Cada rifidén pesa alrededor de 125-170 gramos en el
hombre y 115-155 gramos en la mujer, midiendo de 11 a 12 cm. de longitud, de 5a 7.5
cm. de ancho y de 2.5 a 3 cm. de grosor en los adultos (67).

En el rindn pueden distinguirse dos regiones diferentes, una exterior de aspecto palido
(la corteza) y una interior oscura (la médula) (Fig. 4B). La médula esta dividida en 8 a
18 formas conicas estriadas, las denominadas piramides renales. La corteza renal tiene
aproximadamente 1 cm de grosor, forma una capsula sobre las base de cada piramide
renal y se extiende hacia abajo entre las piramides individuales originando las columnas
renales de Bertin (67).



La pelvis renal representa la porcion expandida del tracto urinario superior, en el
exterior de la parte superior de esta se encuentran los calices mayores, de los cuales
varios calices menores se extienden hacia las papilas de las piramides drenando la
orina formada por cada piramide. En tanto que los uréteres salen de la porcion baja de
la pelvis renal en la unién ureteropélvica descendiendo aproximadamente de 28 a 34
cm., hasta la vejiga en los humanos. Las paredes de los calices, pelvis y uréteres
contienen musculo liso que se contrae de manera ritmica impulsando la orina hacia la
vejiga (67).
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Figura 4. A) Los rifiones producen orina y regulan la composicién de la sangre. La orina es transportada
de la vejiga a través del uréter, saliendo finalmente por la uretra. B) Esquema del rifién en el que se

muestran algunas de las estructuras que forman a este érgano.

Cada rindn esta formado, en promedio por un millon de nefronas, la unidad
morfofuncional de este tejido (Fig. 5). La nefrona posee un componente de filtracion
denominado glomérulo y un tubulo que se extiende a partir del glomeérulo, y el cual esta

dividido en diferentes secciones (68).
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Figura 5. Representacién esquemética de la nefrona, clasificacién de acuerdo a la localizacion del

glomérulo. Tomada de Brenner and Rector (67).
Glomérulo

El glomérulo esta constituido por una red de capilares interconectados denominados
capilares glomerulares y una capsula hueca, la capsula de Bowman (Fig. 6). En el
interior del glomérulo, toda la red de capilares hace contacto con un lado de la capsula
de Bowman, sin interactuar con la parte opuesta de ésta, de tal forma que existe un
espacio entre las dos caras de la capsula, el denominado espacio de Bowman. Hacia el
interior de este espacio se filtra el liquido desde los capilares glomerulares, a través de
las membranas superpuestas del propio capilar y de la capsula de Bowman (68). El

diametro promedio del glomérulo en un humano es de aproximadamente 200 um (67).



Figura 6. Microscopia electronica de barrido de un glomeérulo: E) Ramas que forman el plexo capilar
peritubular, CL) Asa capilar. Tomada de Brenner and Rector (67).

Esta barrera de filtracion glomerular esta compuesta por un endotelio fenestrado, la
membrana basal glomerular (MBG) y las células endoteliales (podocitos), los cuales se
encuentran conectados por una estructura extracelular amplia de 35-45 nm.
denominada membrana de la hendidura (Fig. 7). Normalmente, el agua y pequefios
solutos del plasma son filtrados facilmente a través de este tamiz; sin embargo, el paso
de proteinas con un tamafo semejante al de la albumina esta restringido casi por
completo. Se piensa que la MBG es el componente mas importante del proceso
selectivo por tamafo y carga eléctrica (69). Se ha observado que los defectos en la
MBG son los responsables de la proteinuria en muchas enfermedades glomerulares

(70), como en el sindrome nefroético.



Figura 7. Imagen de miscroscopia electronica de transmision en la que se muestra la barrera de filtracién
glomerular, asi como una ampliacién de la estructura de unién entre podocitos(PP), la membrana de la
hendidura (MH). Imégenes tomadas de Brenner and Rector (67) y Patrakka J y cols (69).

Podocitos

Los podocitos son células altamente diferenciadas. Son células epiteliales polarizadas
con un dominio luminal o apical y una membrana basal celular, referida nicamente a
los procesos podociticos, los cuales estan embebidos en la MBG. La frontera entre la
membrana basal y la membrana luminal esta representada por la membrana de la
hendidura, y se encuentran cubiertas por una delgada capa rica en sialoglicoproteinas
que incluye podocalixina, podoendina, entre otras, siendo estas las responsables de la
carga negativa de la superficie de los podocitos (71,72). Tanto la membrana basal como
la apical son heterogéneas con respecto a su composicion de lipidos, y las dos
contienen regiones ricas en colesterol que se encuentra densamente distribuidas
(73,74).



Tubulo proximal

El segmento del tubulo que drena la capsula de Bowman es el tibulo proximal que
inicialmente forma varias espiras (la parte contorneada) seguido de una parte
relativamente recta que desciende hacia la médula. El tubulo proximal tiene una

longitud aproximada de 14 mm (75) y un diametro exterior de 40 um en el humano (67).

El tubulo proximal se encarga de la reabsorcion de Na*, HCO™, CI, K*, Ca®*, PO,%,
agua y compuestos organicos como la glucosa y aminoacidos. Aproximadamente la
mitad del ultrafiltrado glomerular es reabsorbido en el tubulo proximal. La reabsorcion
del fluido esta acoplada al transporte activo de Na* y los cambios que ocurren en la
osmolalidad o en la concentracion de Na* en el fluido tubular a lo largo del tubulo
proximal hacia los capilares peritubulares, indicando que la reabsorcion del fluido en

este segmento es isosmético (76).
Asa de Henle

El siguiente segmento, en el cual desemboca la porcidn recta, es la rama descendente
delgada del asa de Henle. A nivel de la vuelta en forma de horquilla, empieza la rama
ascendente del asa de Henle. En las asas largas, la primera porcion de la rama
ascendente permanece delgada y después la pocion superior se vuelve gruesa,
mientras que en las asas cortas, toda la rama ascendente es gruesa. El asa delgada de
Henle es de suma importancia en el mantenimiento de la hipertonicidad del intersticio
medular, asi como para la concentracion o dilucion de la orina (77). En este sentido, la
rama descendente delgada es permeable al agua pero posee poca permeabilidad para
el Na" y CI', permitiendo que el agua sea extraible del fluido tubular. Por el contrario la
rama ascendente delgada es impermeable al agua pero altamente permeable al Na" y
al CI" lo que provoca que la sal difunda hacia fuera del tubulo (67). Por otro lado, el asa
gruesa de Henle esta involucrada en el transporte activo de Na* y CI del lumen hacia
los alrededores del intersticio. Como el epitelio es casi impermeable al agua, la

reabsorcion de sal contribuye a la formacidn de un intersticio medular hipertdnico (67).



Tubulo distal

Al final de la rama ascendente del asa de Henle, el tibulo pasa entre las arteriolas que
suministran la sangre a su glomérulo de origen a este segmento, que es muy corto, y
que se llama macula densa. Mas alla de la macula densa, el tibulo forma espiras una
vez mas, y a esta seccion se le llama tubulo contorneado distal, en donde contintia la
reabsorcion de Na* y CI” continta (68).

Tubulo conector

El tubulo conector representa una region de transicion entre la nefrona distal y el tubulo
colector y esta constituido principalmente por una porcion del tubulo distal; este juega
un papel importante en la secrecién de K', la cual esta regulada en parte por los

mineralocorticoides.
Tubulo colector

Desde el glomérulo hasta el final del tubulo colector inicial, cada uno del millén de
tubulos esta completamente separado de los otros. Varios tubulos colectores iniciales
procedentes de las nefronas separadas se juntan para formar tubulos colectores
corticales, los que entonces tuercen hacia abajo para entrar a la médula (tubulos
colectores medulares) y finalmente se vacian en uno de los célices de la pelvis renal; a
la tltima porcion se le llama ducto papilar. El caliz se continia con el uréter, el cual
desemboca en la vejiga urinaria donde la orina se almacena en forma temporal y desde
la cual se elimina a intervalos (68). El tubulo colector es capaz tanto de reabsorber y
secretar HCO®. Una de las principales funciones del tubulo colector es la secrecion de

K", proceso que esta regulado por los mineralocorticoides (67).
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SINDROME NEFROTICO

El sindrome nefrético es un padecimiento renal que en su forma clasica se caracteriza
por proteinuria, hipoproteinemia e hiperlipidemia. Estas alteraciones son las
consecuencias directas o indirectas de un aumento en la permeabilidad glomerular de
las proteinas del plasma hacia la orina. Las células endoteliales, la membrana basal
glomelular (MBG) y las células epiteliales contribuyen de manera importante en la
funcion de filtracion de la pared capilar glomerular. Se pensaba que la MBG era el
principal componente de la barrera de filtracién; sin embargo, hoy se sabe que las
células epiteliales juega un papel clave en la filtracion glomerular (78). En este sentido,
la proteinuria se ha asociado a la pérdida de los procesos podociticos lo que sugiere
que éstos podrian estar jugando un papel importante en el desarrollo de este
padecimiento (79,80). La figura 8A muestra la imagen de microscopia electrénica de
transmision de la membrana basal glomerular (MBG) y los podocitos (PP) de personas
normales, las flechas indican el sitio en el que se localiza la apertura de la membrana.
Por el contrario, la imagen de microscopia electrénica de transmisién de la MBG vy los
podocitos de un paciente con el sindrome nefrotico de enfermedad de cambios minimos
(ECM) (Fig. 8B) muestra fusionados los podocitos y la pérdida de la apertura de la

membrana.

Figura 8. Microscopia electrénica de la pared capilar glomerular. A) se presenta la morfologia de la pared
capilar normal (control), PP = podocitos, LC = lumen capilar, ES = espacio urinario. B) muestra las
alteraciones que sufren los procesos podociticos en la ECM. Las indican el sitio en el que se encuentra la

apertura de la membrana. Imagen tomada de Patrakka J y cols (69).



Los mecanismos que conducen a la proteinuria en la ECM no estan bien determinados;
sin embargo, existen indicios de que separacién de los podocitos de la MBG estan
relacionados con la proteinuria y particularmente la desaparicion de la membrana de la
hendidura en la ECM (Fig. 9), hecho que también sucede en el sindrome nefrotico
congeénito (78).

Figura 9. Imagen de alta resolucién de los procesos podociticos. A) procesos podociticos normales, en
los que se puede ver la unién de los podocitos (PP), por la membrana de la hendidura (MH). B) la
membrana de la hendidura se pierde en la ECM. Imagen tomada de Patrakka J y cols (69).

Estudios genéticos han demostrado que las mutaciones en el gen NPHS1 que codifica
para la nefrina, proteina especifica del podocito, es la responsable del sindrome
nefrético congénito del tipo finlandés (NPHS1) (81,82) y tal vez de la ECM.

De este modo, la alteracion de la pared capilar glomerular que permite una filtracién
excesiva de las proteinas del plasma puede originarse como consecuencias de una
amplia variedad de procesos patologicos, incluyendo trastornos inmunitarios, lesiones
téxicas, alteraciones metabdlicas, defectos bioquimicos y trastornos vasculares. Asi
pues, el sindrome nefrético debera ser visto como el punto final de una variedad de
procesos patolégicos que dafnan las propiedades de filtracion de la pared de los
capilares glomerulares (83,84). Este padecimiento puede presentarse con fases agudas
repetitivas con remisiones y recaidas espontaneas, que pueden progresar a la
insuficiencia renal, o al estado cronico del sindrome nefrotico (84). EI manejo
terapéutico que se les da a estos pacientes es empirico y sintomatico, basado

fundamentalmente en la administracion de glucocorticoides, los cuales aumentan la



tendencia natural de esta enfermedad a presentar remisiones asi como recaidas

espontaneas (84).

Como consecuencia de la importante pérdida de proteinas por la orina en el estadio
nefrético, una gran variedad de anomalias se asocian con el sindrome nefrético. La
perdida de la globulina transportadora de la tiroxina en pacientes nefréticos puede
producir alteraciones en las pruebas de la funcién tiroidea que incluyen una tiroxina baja
y un aumento de la captacién de triyodotironina (85). La pérdida de proteina de unién
del colecalciferol puede llevar a un estado de deficiencia de la vitamina D,
hiperparatiroidismo secundario y enfermedad 6sea (86). El aumento de excrecion
urinaria de transferrina produce anemia microcitica hipocrémica resistente al hierro (87).
La deficiencia de cobre y zinc son el resultado de la pérdida de proteinas de unién a
metales por la orina (88). Se ha reportado que el aumento en la tendencia a trombosis
en pacientes nefréticos incluye una serie de factores, entre los que se encuentra la
deficiencia de antitrombina lll la cual se pierde en la orina, asi como aumento de la
agregacion plaquetaria (89). Algunos pacientes desarrollan ademas una severa
deficiencia de IgGs (90).

El sindrome nefrético puede ser inducido experimentalmente inyectando suero
antirrinén, daunomicina o por el aminonucledsido de puromicina (ANP). Este ultimo es
el compuesto mas empleado, dado que en la rata produce alteraciones tipicas de la
enfermedad de los cambios minimos del humano (proteinuria aguda no urémica),
después de la aplicacion de una sola dosis subcutanea de alrededor de 15 mg/ 100 g
de peso (91) y nefrosis cronica (proteinuria persistente no urémica), con la aplicaciéon de
dosis subcutaneas repetidas de ANP de alrededor de 1-5 mg/ 100 g de peso (92). De la
dosis administrada de ANP, en la rata el 80 % se excreta en menos de 24 horas, la
mayoria dentro de las primeras 8 horas (93). Otros autores indican que casi el 90% se
excreta en orina en 8 horas y de este entre el 60-90% se elimina en la primera hora
(94). Se ha visto que el ANP conduce a la pérdida de los procesos podociticos, los

cuales estan asociados con una reduccion en la carga iénica y a la proteinuria (95,96).



Se desconoce el mecanismo por el cual el ANP causa dafo renal, pero existen
estudios que indican que el dafo celular es mediado por la presencia de radicales libres
de oxigeno y sus especies reactivas tales como peréxido de hidrégeno (H,0,), iones

superdxido (O2") e hidroxilo (OH), que son productos del metabolismo del ANP (97).

EL OLFATO, LAS FEROMONAS Y EL ORGANO VOMERONASAL

Algunos autores afirman que el sentido del olfato es fenotipicamente conservado, ya
que sus precursores pueden ser encontrados en organismos celulares muy primitivos,
lo cual refleja la necesidad de todos los organismos para sensar el ambiente quimico
(98). En los mamiferos, el sistema olfativo puede detectar y distinguir una gran variedad
de quimicos volatiles con una gran diversidad de estructuras quimicas (99,100). Asi,
este sistema también responde o es sensible a las feromonas, compuestos quimicos
liberados por los animales y los cuales actian co-especificamente para regular las
poblaciones animales y sus interacciones sociales (100,101). Estudios tanto en insectos
como en mamifero sugieren que la forma en la que el sistema olfativo distingue un olor
general y el estimulo via feromonas es a través de diferentes neuronas sensitivas, asi
como otras rutas neuronales en el cerebro (Fig. 10B) (102-104). El descubrimiento de
familias multigénicas que codifican receptores olfativos han provisto de herramientas
con las cuales se ha explorado este proceso tanto en vertebrados como en
invertebrados (105-110)

Los mamiferos pueden distinguir entre una enorme diversidad de sustancias odorantes
que varian en tamano, forma, grupos funcionales y cargas (99). En contraste, pocas
feromonas secretadas por mamiferos se han identificado, aunque se han descrito
muchos de los efectos de estos compuestos en la orina u otras secreciones corporales
(102,103,111,112). En los roedores, estos efectos incluyen el estereotipo del macho y la
conducta de apareamiento de la hembra, el comportamiento agresivo del macho, o bien
la de las hembras lactantes hacia machos intrusos, la inhibicion del ciclo estral y el
retraso de la pubertad en las hembras. Un efecto contrario a los ya mencionados es la

terminacion del embarazo causado por la exposicion de una hembra a un macho que
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generalmente es diferente al macho inseminador (el efecto Bruce). En el efecto Bruce,
al parecer el estimulo de las feromonas puede estar acoplado con la deteccién de
sefales individuales que resultan de variaciones genéticas dentro una especie,
incluyendo diferencias en el sitio mayor de histocompatibilidad (113).

En los mamiferos, los olores son detectados en el epitelio olfativo (EO) que conecta la
cavidad nasal (100). Las senales generadas en las neuronas sensoriales olfativas en el
EO en respuesta a olores son transmitidos a través del bulbo olfativo principal (BOP) a
la corteza olfativa (CO) y de ahi a otras regiones del cerebro. Por esta via, las sefales
de los olores alcanzan areas corticales mayores involucradas en la percepcion de la
conciencia de los olores, asi como areas limbicas, tales como la amigdala y el

hipotalamo, que estan involucradas en respuestas emocionales y motivacionales (114).

Muchos de los mamiferos tienen un segundo 6rgano sensorial olfativo llamado el
organo vomeronasal (OVN). EI OVN (Fig. 10A), una estructura tubular en el septum
nasal que esta conectado a la cavidad nasal por un ducto pequefio. La eliminaciéon del
OVN o el dafio en la conexion al cerebro, interfiere con los efectos de las feromonas
pero no con el sentido general hacia los olores (113). Aunque algunas feromonas
pueden ser detectadas en el EO (114), estas observaciones sugieren que el OVN
podria estar especializado para detectar feromonas (102,103,112). Las neuronas
sensoriales en el OVN estan conectadas al bulbo accesorio olfativo (BAO). De ahi, las
sefales son transmitidas a las areas de la amigdala y el hipotalamo, quienes han sido

implicados en ciertos efectos de las feromonas (113).

La deteccion inicial del estimulo olfativo estd mediado por tres familias distintas de
receptores olfativos, cada uno codificado por una familia de multigenes . Una familia de
1000 genes codifica los receptores de los olores (ROs) en el EO (106), esto es,
aproximadamente el 1% del genoma, lo que significa que por mucho es la mas grande
identificada en el genoma de cualquier especie. Los ROs son miembros de la
superfamilia de siete dominios transmembranales acoplados a proteina G (RAPG)

(113). Son extremadamente diversos en su secuencia de aminoacidos, lo que es



consistente con su capacidad para reconocer una amplia variedad olores con diversas
estructuras (105,106,114-116).

Las otras dos familias de receptores olfativos se expresan en el OVN: la familia VIR,
con cerca de 35 miembros (112), y la familia V2R, con cerca de 150 miembros (118-
120). No se han identificado ligandos para V1Rs o V2Rs; sin embargo, dada su
expresion en el OVN, son considerados como receptores candidato para las feromonas.
Por otro lado, como los ROs, VIRS y V2Rs forman parte de la superfamilia RAPG y los
miembros de las dos familias VR son diversos sugiere que éstos podrian reconocer
diferentes ligandos (113).

A) TURBINAS

Hacla tracto olfativo lateral ————

Figura 10. Anatomia y estructura funcional del sistema olfativo. A) se muestra el epitelio olfativo principal
de la rata (EOP), asi como las turbinas que son un grupo de ondulaciones cartilaginosas. En B las células
del EOP envian su sefial a través de axones hacia el bulbo olfativo (BO). En el érgano vomeronasal
(OVN) se encuentra en el bulbo accesorio olfativo (BAO). Imagen tomada de Firestein S (121).



FUNCION REPRODUCTIVA Y SINDROME NEFROTICO

Existen numerosos padecimientos que cursan con anormalidades endocrino-
reproductivas, entre las que se encuentran la diabetes mellitus, el lupus eritematoso, la
insuficiencia renal y el sindrome nefrético. Particularmente, la insuficiencia renal y el
sindrome nefrotico se han asociado con infertilidad y disfunciéon endocrina. En este
sentido, hasta 1992 sélo se habian reportado dos trabajos en ratas macho relacionados
con la funcién reproductiva y el sindrome nefrético y cuyos resultados eran
controversiales. Asi, por un lado Glass y cols (122) informaron la presencia de
hipogonadismo-hipogonadotrépico  mientras que Elias y cols (123) encontraron

hipogonadismo con niveles elevados de LH (hipogonadismo-hipergonadotrépico).

No fue sino hasta mediados de los 90s que nuestro grupo incursioné en esta linea de
investigacion explorando en primer instancia los trastornos endocrino-reproductivos en
la rata hembra con sindrome nefrético agudo, encontrando que existe una clara
disfuncién endocrino-reproductiva que se caracteriza por: pérdida del ciclo estral,
atresia folicular, bajos niveles circulantes de LH y valores indetectables de estradiol
(124). En este contexto y siguiendo el mismo modelo experimental, se evalué el efecto
del sindrome nefrético en fase aguda sobre la capacidad reproductiva en animales de
ambos sexos encontrando que la fertilidad se pierde totalmente en la rata hembra y

disminuye significativamente en la rata macho (125).

Por otra parte, tomando en cuenta que el sindrome nefrético puede presentarse de
forma cronica con las caracteristicas propias de la glomérulo esclerosis focal y
segmentaria (FSGS) en humanos, nuestro grupo determiné las alteraciones endocrinas
en el estado cronico del sindrome nefrético, encontrando que la rata macho con
sindrome nefrotico cronico desarrolla disfuncion endocrina caracterizada por
hipogonadismo, fallas en la regulacién del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo y
alteraciones sobre la capacidad reproductiva (126). Del mismo modo, la rata hembra
con nefrosis crénica presenta alteraciones en los niveles hormonales, hipogonadismo

especialmente niveles indetectables de estradiol y bajas concentraciones de LH, asi



como disminucioén de la fertilidad y del nimero de crias por camada. Interesantemente,
se observo que la fertilidad se recupera parcialmente tras el estimulo de feromonas del
macho fértil (127).

Las ratas macho nefréticas muestran fallas en la respuesta hipofisiaria a estimulos con
LHRH en términos de secreciéon de LH y FSH. Por el contrario la respuesta testicular al
estimulo con hCG es normal en términos de la sintesis de testosterona y nula en
términos de la sintesis de estradiol (128). Siguiendo este mismo modelo experimental
para rata hembra, se descubrié que la hipéfisis no responde adecuadamente y que
persisten los niveles indetectables de estradiol. Ademas se determind que la actividad
biolégica de la FSH es practicamente nula (129).

En un trabajo posterior y considerando el dimorfismo existente entre hembras y
machos, se evaluo la esteroidogénesis testicular en animales nefréticos a través de la
expresion génica de la enzima P450scc y de la proteina StAR, encontrandose que no
existe expresion del ARNm de la enzima P450scc en testiculo al dia 10 y que no
responde al estimulo con hCG. De la misma manera, se encontré que no hay expresion
del gen de la proteina StAR en fase aguda, pero que incrementa su expresion después
del estimulo con una dosis de hCG (8 U.1) (130).

Finalmente, nuestro grupo ha iniciado la evaluacién de la funcion endocrina en
pacientes nefréticos del sexo masculino. Los resultados preliminares de dichos estudios
muestran fallas en la liberacion de LH y FSH hipofisiarias después del estimulo con
LHRH, asi como bajos niveles de testosterona y estradiol. Ademas se determiné que la
actividad biolégica tanto de LH como de FSH, encontrando que esta disminuida

significativamente en los pacientes nefréticos (131, 132).

Los hallazgos de esta linea de investigacion a la fecha, asi como los esperados de la
presente propuesta pretenden ampliar los conocimientos de la funcion endocrino-
reproductiva en el sindrome nefrético. Con el fin de hacer un planteamiento terapéutico

para los pacientes nefréticos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los hallazgos de investigaciones previas, descritos en el capitulo anterior, establecen
de manera clara la existencia de disfuncion endocrina asociada al sindrome nefrético de
la rata hembra. Entre estos hallazgos se encuentran: disminucion de las
concentraciones de esteroides sexuales, falla del ciclo estral, atresia folicular, infertilidad
y disminucién del nUmero de crias por camada, los cuales sefialan la existencia de falla
ovarica en el sindrome nefrético. Adicionalmente, los resultados que muestran que en la
rata hembra con sindrome nefrético en estado crénico, la presencia del macho o su
orina ejercen un efecto positivo sobre la sintesis de estradiol, brindan el soporte
necesario para plantear la importancia de evaluar la funcién del ovario en el sindrome
nefrético experimental. Asi, para avanzar en el conocimiento de las anormalidades
endocrino-reproductivas presentes en el sindrome nefrético y particularmente en el
entendimiento de los mecanismos involucrados en la patogénesis de las alteraciones
gonadales asociadas al sindrome nefrotico, se plantea evaluar la expresion de los dos
componentes esteroidogénicos basicos, la enzima P450scc y la proteina StAR en tres
condiciones: A) en fase aguda, B) después de una prueba dinamica con hCG y C)
posterior al estimulo con de feromonas. Los resultados de este estudio daran cuenta del
estado de la funcién ovarica en el sindrome nefrético asi como de la existencia de un

eje érgano-vomeronasal-hipotalamo-hipéfisis-ovario activo en la rata nefrética.
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HIPOTESIS

La existencia de un dafo especifico en la funcion del ovario durante el sindrome
nefrético, principalmente se asocia al nivel de la expresion de las enzimas
esteroidogénicas P450scc y la proteina StAR, lo que consecuentemente provoca una

alteracion en la sintesis de esteroides sexuales.



4
OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar la funcion ovarica en base a la expresion del ARNm de la enzima P450scc, asi
como la expresion del ARNm de la proteina StAR en la rata con sindrome nefrético

agudo.

Objetivos particulares

Previa confirmacion de la presencia de hipogonadismo en la rata con sindrome nefrético
agudo, la funcidon ovarica se evaluara en base a expresion de los ARNm de la enzima
P450scc y de la proteina StAR

1. En la rata hembra con sindrome nefrotico experimental en etapa aguda (dia 10).
2. Enlarata hembra con sindrome nefrotico experimental bajo estimulo con hCG.
3. En la rata hembra con sindrome nefrético experimental bajo el estimulo de las

feromonas (presencia del macho fértil o su orina).
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DISENO EXPERIMENTAL Y METODOS

Diseno experimental

El sindrome nefrético se indujo en la rata hembra mediante la administracion de una
dosis de 15 mg/ 100 g de peso de aminonucledsido de puromicina [6-dimetilamino-9-(3'-
amino-3’-desoxi-B-D-ribofurasonil) purina] (ANP), via subcutanea. Las ratas controles
recibieron una dosis de vehiculo (solucién salina al 85%). A cada rata se le monitoreo
diariamente el ciclo estral. El dia previo a cada fecha de estudio las ratas se
mantuvieron en cajas metabdlicas para recolectar la orina de 24 h. Los animales se
decapitaron al dia 10 del sindrome nefrético. Se recolectaron muestras de sangre para
obtener sueros, los cuales se mantuvieron a -20 °C hasta la realizacion de las
determinaciones bioquimicas y hormonales. Los ovarios de cada animal se retiraron, se

limpiaron y se congelaron a -70 °C hasta su uso en la valoracién del ARNm.

Tal como se menciond anteriormente, el estudio de la funcion ovarica en el sindrome
nefrético se realizé con base a las siguientes mediciones: determinaciones bioguimicas,
monitoreo del ciclo estral, determinaciones hormonales, expresién del ARNm de la
P450scc y la proteina StAR. Estas determinaciones se realizaron en 3 etapas:

Etapa 1. Funcion ovarica durante la fase aguda del sindrome nefrético. Considerando
que el sindrome nefrético experimental se instala entre el dia 7 al 10 postratamiento con
ANP (133), se evalu6 la funcién ovarica empleando 6 grupos de animales (n=4)
nefréticos y controles, en tres diferentes experimentos, los cuales se sacrificaron al dia
10.

Etapa 2. En esta etapa se tomod ventaja de la aplicacion de una prueba dinamica con
hCG con la cual se determiné adicionalmente la funcionalidad del receptor para
gonadotropinas en el ovario nefrético. Se evalué la funcion ovarica al dia 10 después

del tratamiento con ANP. El estimulo con hCG se aplicé en dosis diarias de 8 U.l via
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subcutanea (sc) entre los dias 7 y 10. Se solicitaron 6 grupos de animales (n=4),
nefréticos y controles, en tres diferentes experimentos, los cuales se sacrificaron al dia
10.

Etapa 3. Esta etapa permiti6 determinar el efecto especifico de moléculas volatiles
como las feromonas presentes en el macho y excretadas via urinaria sobre la funcién
del ovario.

A. Presencia del macho fértil. Se evalué la funcion ovarica al dia 10 después de la
administracion de ANP. A cada rata hembra se le coloc6 en una caja en
presencia de un macho fertil, el cual permanecié ahi desde el inicio del estudio
(dia 0) hasta la fecha de sacrificio de la rata hembra.

B. Orina del macho fértil. Se evalué la funcién ovarica al dia 10 después de la
administracion de ANP. La orina de 24 h de un macho fértil se aplico diariamente
a cada una de las cajas de las hembras nefréticas o controles desde el inicio del

estudio (dia 0) y se aplicé hasta las fechas de sacrificio.

Reactivos

El ANP se compré de la compania Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). La
gonadotropina coriénica en la presentacién de gonadotropyl-c (hCG, 2000 U/mL), se

adquirié de la compania Hoechst Marion Roussel (México, D.F.).

Animales

Se emplearon ratas hembra de la cepa Wistar adultas de 230-280 g de peso,
mantenidas en ciclos de 14 h luz y 10 h oscuridad, con agua y comida ad libitum. Solo
se utilizaron en el estudio hembras que mostraron al menos dos ciclos estrales

normales previos a la induccién del sindrome nefrético.

Monitoreo del ciclo estral

El ciclo ovulatorio se registré de la misma manera como se ha reportado anteriormente

(119), mediante el examen del frotis vaginal de cada rata nefrética o control,
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diariamente durante por lo menos dos ciclos previos a la administracion del ANP y
durante los 10 dias del estudio. Se considera que el ciclo estral normal consta de cuatro

etapas, diestro 1, diestro 2, proestro y estro (125).

Determinaciones bioquimicas

Para constatar la presencia del sindrome nefrético y evaluar la funcion renal en las ratas
seleccionadas, se realizaron las siguientes determinaciones bioquimicas: colesterol,
proteinas totales, asi como proteinas totales en orina. Todas las determinaciones se

realizaron por métodos espectrofotométricos convencionales (135) (ver anexos).

Determinacion del estrés oxidativo

Para determinar que el ANP dana especificamente al rifion y no tiene efecto sobre la
gonada. Se evaluo el estrés oxidativo en rifidn y ovario en base a la determinacion de
proteinas oxidadas (ver anexos). Adicionalmente se valoro el dafo oxidativo en higado

y la glandula suprarrenal.

Determinaciones hormonales

Las hormonas esteroides progesterona, testosterona y estradiol, se determinaron por
RIA en fase sélida (ver anexos), usando estuches comerciales adquiridos de Diagnostic
Products Corporation (Los Angeles, CA). Se emplearon también controles de calidad
internos preparados en el laboratorio de Endocrinologia Molecular del Hospital Juarez
de México, unidad de investigacion, en base a sueros de ratas castradas, asi como de

hembras en las diferentes fases del ciclo estral.
Preparacion de las sondas de la P450scc y la proteina StAR
La sonda de la P450scc fue preparada y probada en base a un juego de

oligonucledtidos disenados por nuestro grupo tomando la secuencia publicada por
OonK y cols (137). La sonda para el ARNm StAR (631 pb) fue preparada por medio de



RT-PCR (ver anexo) con base a un juego de oligonucleétidos disefiados por nuestro
grupo de trabajo tomando la secuencia obtenida del Genbank nimero de adquisicién
NM0315581 (rat StAR mRNA). La sonda de la ciclofilina fue amablemente donada por
el Dr. Felipe Vilchis del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricién
“Salvador Zubiran”.

Expresion del ARNm de P450scc y proteina StAR.

La evaluacion del ARNm de la P450scc se realizé por medio de ensayos de hibridacion
tipo “Northern-blot”. La obtencion de RNA total se efectud por el método de isotiocianato
de guanidina (135) (ver anexos). El ARN se separ6é en geles de agarosa al 1% con
bromuro de etidio, el cual permitié el monitorear la separacién del ARN (ver anexos) y
se transfirieron a membranas de nylon embebidas con nitrocelulosa por fuerza capilar
(136). Posteriormente, se emplearon las sondas, arriba descritas, de la P450scc y la
proteina StAR (ver anexos), para su hibridacion posterior habiendo sido marcadas con
[¢-**P]-dCTP mediante estuches de Invitrogen Life Technologies (RadPrime DNA
Labeling System) (ver anexos). Después de la hibridacion las membranas fueron
expuestas a placas de rayos X para su lectura y procesamiento de imagen.

Disefo de Oligonucleétidos:

rP450scc : nucleotido sentido 7 ATC CTG GCA AAA GGT CTIT T6C ?
nucleétido antisentido 5 CCT GTA AAT GGG GCC ATA CTT ¢

rStAR. nucleotido sentido | GGG CAT ACT CAA CAA CCA GGA AGG C°?

5 CCA ATG GCG TGC AGG TAG ATG GG*
nucleétido antisentido

Analisis estadistico

Los resultados de las determinaciones bioquimicas, proteinas oxidadas y hormonales
de los diferentes grupos de ratas con sindrome nefrético y controles, se compararon
empleando la prueba de “t” de Student no pareada o mediante ANOVA de una via
usando el programa estadistico Graph Pad Prism (version 3; Graph Pad Software Inc,
San Diego, CA).
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6
RESULTADOS

Determinaciéon de proteinas oxidadas

Se elaboraron 2 pruebas independientes de la determinacién de proteinas oxidadas,
con una n total de 4 ratas por grupo en cada ensayo, mostrando reproducibilidad ambos
experimentos. En la figura 11 solo se observa un incremento significativo de 1.2 veces
de proteinas oxidadas en el riién de las ratas nefréticas comparado con su control,
mientras que en el resto de los érganos evaluados tanto en el grupo control como el
nefrético, tienen cantidades similares de proteinas oxidadas.

Rin6n Ovario

Prot. Oxidadas

Prot. Oxidadas
nmol/mg de proteinas
nmol/mg de proteinas

Control Nefrética Control Nefrética

Higado Suprarrenal

Prot. Oxidadas
nmol/mg de proteinas
Prot. oxidadas
nmol/mg de proteinas

Control Nefrética

Control Nefrotica

Figura 11. Proteinas oxidadas en rifién, ovario, higado y glandula suprarrenal de ratas nefréticas y ratas

control. Valores expresados como valor promedio + EE, n = 4, °P< 0.05 vs. control.
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EVALUACION DE LA ETAPA 1Y ETAPA 2

Los resultados que se presentan a continuacién son producto de tres experimentos con
una n total de 4 ratas hembra por grupo y los cuales corresponde a la evaluacion de las

etapas 1y 2 de este trabajo.

Determinaciones bioquimicas de la etapa 1 y etapa 2

En la figura 12 se muestra la concentracion de proteinas en orina al dia 10 en las ratas
control y con sindrome nefrético estimuladas con una y cuatro dosis de hCG, en la que
hay una tendencia a la mejoria en la proteinuria en las ratas nefroticas después de los
estimulos con hCG. Sin embargo, no hay una diferencia estadisticamente significativa
con respecto al grupo nefrético al dia 10 después de la administracion de ANP. Asi, el
incremento en la excreciéon de proteinas con respecto al grupo control en los animales
con sindrome nefrético al dia 10 después de la administracion de ANP y en las ratas

nefroticas estimuladas con una o cuatro dosis de hCG fue de 167, 137 y 110

respectivamente.
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Figura 12. Proteinas en orina al dia 10 después de la administracion de ANP en ratas hembra control y
nefréticas, basal y con estimulo una y cuatro dosis de hCG. Valores expresados como promedio + EE.

2P< 0.05 vs. control.
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Por otro lado, los niveles de colesterol en las ratas con sindrome nefrético estan
significativamente elevados (Fig. 13); sin embargo, se observdé una tendencia a la
disminuciéon con el tratamiento con una y cuatro dosis de hCG en los animales
nefréticos, no obstante el decremento no es estadisticamente significativo con respecto
a la concentracion de colesterol de los animales nefroticos al dia 10 después de la
administracion de ANP. El incremento en los niveles de colesterol en los animales
nefréticos al dia 10 después de la administracion de ANP y posterior al estimulo con

una o cuatro dosis de hCG fue de 8, 7 y 6 veces con respecto al grupo control.

=20 Control
300+ I Nefrotica

Colesterol
mg/dL
g

100+

0-

1 dosis de hCG - - + - = 5
4 dosis de hCG - & 5 & + +

Figura 13. Concentracién de colesterol en suero al dia 10 posterior a la administracién del ANP en ratas
hembra control y nefréticas, basal o con una o cuatro dosis de hCG. Valores expresados como promedio

+ EE. *P<0.05 vs. control.

En la figura 14A se puede observar que las concentraciones de proteinas en suero en
las ratas nefréticas se mantienen significativamente bajas, 0.3 veces en comparaciéon
con el grupo control, de igual manera, en los animales con sindrome nefrético que
recibieron una o cuatro dosis de hCG también existi6 una baja estadisticamente
significativa de 0.2 y 0.4 veces con respecto a su grupo control La relacion de proteinas
en suero/proteinas en orina (Fig 14B), que indica la existencia de mejoria en los niveles
de proteinas en suero como consecuencia de la disminucién en la proteinuria, muestra
no hay un cambio en dicha relacion en los animales nefréticos al dia 10 después de la
administracion del ANP, asi como en las ratas nefréticas estimuladas con una o cuatro

dosis de hCG comparado con sus respectivos grupo control.
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Figura 14. A) Concentracion de proteinas en suero al dia 10 después de la administracién de ANP en
ratas hembra control y nefréticas, basal o una o cuatro dosis de hCG. B) Relacién proteinas en

suero/proteinas en orina. Valores expresados como promedio + EE. #P<0.05 vs. control, bp<0.05 vs.
control + 1hCG, °P<0.05 vs. control + 4hCG.

Ciclo estral de la etapa 1 y etapa 2

El ciclo estral de la rata se evalu6 por frotis vaginales diariamente antes y después de la
induccién del sindrome nefrético con ANP y tras los estimulos de una y cuatro dosis de
hCG. El analisis muestra que las ratas hembra con sindrome nefrético pierden el ciclo
estral estableciéndose en la fase de diestro y no se restablece después de los estimulos
con hCG ( ver figura 15 A, By C), en tanto que las ratas control se mantuvieron ciclando

de manera normal durante toda la fase experimental.

40



A)

B)

c)

150
—=— Control
e Nafrética
-]
§ 100
o
(=}
* g
0
75
—=—Control
o Nefrotica
g 50
]
w
B
254
0
150
—=—C+1hCG
= N+1hCG
2 100+
$
a
® 504
0
150
—=—C+1hCG
= N+1hCG
e 100- i
7 /
i A |
e /
50 /A ;
b a a
y, __—J \\ o ® \ A ’ - TN
- " - & 3 d
0 , 1 - oot 3

Ll —+—C+4hCG
o N+4hCG
75
e
m 50
S
25 1
kY
i
3 \ 4 .
-10 5 L] 5 10

Dia

Figura 15. Ciclo estral de la rata hembra: (A) antes y después de la administracién de ANP; (B)
después del estimulo con una dosis de hCG; (C) después del estimulo con cuatro dosis de hCG. La
flecha indica el dia de la administracién del ANP (dia 0). a = frotis vaginal atipico.
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Perfil hormonal de la etapa 1 y etapa 2

Los niveles de progesterona en suero al dia 10 se presentan en la Fig. 16. En los
animales con sindrome nefrético la concentracion de esta hormona disminuye
significativamente (3.7 veces) con respecto al grupo control, del mismo modo las ratas
con sindrome nefrético estimulados con una o cuatro dosis de hCG mostraron un
decremento en los niveles de progesterona de 6.4 y 4.0 veces en relacion al grupo
control. Sin embargo, hay una tendencia a incrementarse después del estimulo con una
y cuatro dosis de hCG, pero el aumento no es estadisticamente significativo comparado
con el grupo nefrético al dia 10 posterior a la administracion de ANP. Por el contrario, el
grupo control administrado con una dosis de hCG si responde al estimulo,

incrementando sus niveles de progesterona significativamente con respecto al grupo

control.
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Figura 16. Concentraciones de progesterona en el suero al dia 10 despues de la administracién de ANP
en ratas control o nefréticas, sin o con estimulo con uno o cuatro dosis de hCG. Los valores normales de
progesterona en la fase de diestro: 10 — 26 ng/mL. Valores expresados como promedio + EE. °P<0.05 vs.

control.

En la figura 17 se muestra el efecto que tiene el sindrome nefrético sobre los niveles
circulantes de testosterona en suero de la rata. Aqui que las concentraciones del
esteroide disminuyen significativamente en el grupo nefrético (2.0 veces), aunque

tienden a incrementarse después del estimulo con una o cuatro dosis de hCG.
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Particularmente, cuando se administraron a las ratas con sindrome nefrético con cuatro
dosis de hCG los niveles de testosterona se elevaron de manera significativa unas 8
veces con respecto a las ratas nefréticas y al grupo control al dia 10 después de la
administracién de ANP. De la misma manera, el grupo control estimulado con cuatro
dosis de hCG los niveles de este androgeno también se incrementaron

significativamente unas 8 veces comparado con el control al dia 10 posterior al estimulo

con ANP.
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Figura 17. Concentraciones de testosterona en suero al dia 10 después de la administracién de ANP en
ratas hembra control y nefréticas, sin o con estimulo una o cuatro dosis de hCG. Valores expresados
como promedio + EE. ®P<0.05 vs. control, °P<0.05 vs. control + 1hCG, °P<0.05 vs, nefrética.

En cuanto a los niveles circulantes de estradiol al dia 10 después de la administracion
de ANP (Fig. 18) en las ratas control que recibieron los estimulos con la hCG (una o
cuatro dosis), hubo un aumento significativo en los niveles de estradiol. Por el contrario,

en el grupo nefrético los niveles del estradiol son indetectables aun después del

estimulo con la hCG.
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Figura 18. Concentraciones de estradiol circulante en suero al dia 10 posterior a la administracién de
ANP en ratas hembra control y nefréticas, sin o con estimulo una o cuatro dosis de hCG. Valores
normales de estradiol en la fase de diestro: 10 — 20 pg/mL. Valores expresados como promedio + EE.
?P<0.05 vs. control, ?P<0.05 vs. control + 1hCG.

Expresion del gen de la enzima P450scc en la etapa 1 y etapa 2

La figura 19 presenta el analisis por “Northern blot” y el andlisis densitométrico de la
expresion del ARNm de la enzima P450scc en los ovarios de ratas hembra control y con
sindrome nefrético tratadas con hCG, en la que se observa que la expresion del gen
esta significativamente disminuida en el estado nefrético; sin embargo, cuando se dio el
estimulo con la hCG la expresion del gen se incrementa de manera significativa. El
analisis densitométrico (Fig. 19) indica que la expresién del gen de la enzima P450scc
en los animales con sindrome nefrético (sin estimular) disminuyé un 3.4 veces
comparada con su grupo control, mientras que los ratas con sindrome nefrético
administradas con una sola dosis de hCG, su expresion se incrementa 3.0 veces
comparada con los nefréticos al dia 10 después de la administracion de ANP, en tanto
que aquellas nefréticas que recibieron cuatro dosis de hCG la expresion génica de la
enzima P450scc se incremento 4.2 veces mas que los animales con sindrome nefrético

sin estimular.
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Figura 19. Analisis por Northern blot de la expresion del ARNm de la enzima esteroidogénica P450scc en
el ovario de la rata. Carril (1) higado (control negativo), carril (2) rata control, carril (3) rata control +
1hCG, carril (4) rata control + 4hCG, carril (5) rata nefrotica, carril (6) rata nefrética + 1ThCG, carril (7) rata
nefrotica + 4hCG. La cantidad de ARN total utilizada fue de 10 ug en cada carril, hibridando con la sonda
de ADNc marcada con P de dicha enzima. Las membranas fueron rehibridadas con la sonda de
ciclofilina para utilizarla como control de carga de los ARN. Los niveles de los transcritos de la P450scc
en cada condicion fueron normalizados con los niveles de los transcritos correspondiente de la ciclofilina.
Las muestras utilizadas para el analisis provienen de ratas que fueron sacrificadas en la fase de diestro.
Las muestras utilizadas para el analisis provienen de ratas que fueron sacrificadas en la fase de diestro.

°P< 0.05 vs. control, °P<0.05 vs. nefrotico.

Por otro lado, en la figura 20 se muestra el analisis por “Northern blot” y el analisis
densitométrico de la expresion del gen de la enzima P450scc en la glandula suprarrenal
en las ratas control v nefroticas al dia 10 después de la administracion de ANP, asi
como después de una prueba dinamica con hCG. La densitometria indica que la
expresion génica de esta enzima esteroidogénica en los animales estimulados con una
o cuatro dosis de hCG no cambia comparado con el grupo control. En tanto, los
animales nefroticos al dia 10 después de la adminisiracion de ANP hay un incremento

estadisticamente significativo de 0.4 veces comparado con las ratas control. Por lo que



se refiere a las ratas con sindrome nefrotico estimuladas con una o cuatro dosis de
hCG, hay incremento estadisticamente significativo con respecto al grupo control al dia

10 después de la administracion de ANP de 0.3 veces en ambos casos
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Figura 20. Andlisis por “Northern blot” de la expresion del ARNm de la enzima esteroidogénica P450scc
en la glandula suprarrenal de la rata. Carril (1) higado (control negativo), carril (2) rata control, carril (3)
rata control + 1hCG, carril (4) rata control + 4hCG, carril (5) rata nefrética, carril (6) rata nefrética + ThCG,
carril (7) rata nefrotica + 4hCG. La cantidad de ARN total utilizada fue de 10 ug en cada carril, hibridando
con la sonda de ADNc marcada con *°P de dicha enzima. Las membranas fueron rehibridadas con la
sonda de ciclofilina para utilizarla como control de carga de los ARN. Los niveles de los transcrifos de la
P450scc en cada condicion fueron normalizados con los niveles de los transcritos correspondiente de la
ciclofilina. Las muestras utilizadas para el analisis provienen de ratas que fueron sacrificadas en la fase

de diestro. °P< 0.05 vs. control.

Expresion génica de la proteina StAR en la etapa 1 y etapa 2

La figura 21 presenta el analisis por “Northern blot” y el analisis densitométrico de la
expresion génica de StAR, transcritos con tamanos de 3.4 y 1.6 kb, en el ovario de las
ratas control y con sindrome nefrotico, al dia 10 posterior a la administracion de ANP y

estimuladas con una o cuatro dosis de hCG. El analisis densitométrico muestra que la
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expresion del gen la proteina StAR disminuye significativamente (1.2 veces) en las ratas
nefroticas al dia 10 después de la administracion de ANP con respecto al grupo control,
en tanto que en las ratas con sindrome nefrético administradas con una o cuatro dosis
de hCG la expresion del gen de la proteina StAR se reduce significativamente 0.7 y 0.8
veces respectivamente comparada con el grupo control al dia 10 después de la
administracion de ANP. Por el contrario, las ratas control estimuladas con una o cuatro
dosis de hCG, la expresion del ARNm de la proteina StAR aumenta 0.2 con respecto al

grupo control.
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Figura 21. Andlisis por “Northern blot” de la expresion del gen de StAR en el ovario de la rata. Carril (1)
higado (control negativo), carril (2) rata control, carril (3) rata control + 1hCG, carril (4) rata control +
4hCG, carril (5) rata nefrética, carril (6) rata nefrética + 1hCG, carril (7) rata nefrética + 4hCG. La cantidad
de ARN total utilizada fue de 10 ug en cada carril, hibridando con la sonda de ADNc marcada con **P de
dicha proteina. Las membranas fueron rehibridadas con la sonda de ciclofilina para utilizarla como control
de carga de los ARN. Los niveles de los transcritos de la P45Gscc en cada condicion fueron normalizados
con los niveles de los transcritos correspondiente de la ciclofilina. Las muestras utilizadas para el analisis
provienen de ratas que fueron sacrificadas en la fase de diestro.Las muestras utilizadas para el analisis
provienen de ratas que fueron sacrificadas en la fase de diestro, al dia 10 después de la administracion
de ANP. °P< 0.05 vs. control.
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En la figura 22 se muestra la determinacion de la expresion del gen de la proteina StAR
en la glandula suprarrenal por “Northern blot”, asi como el analisis densitométrico de
esta. En ella se observa que la expresion de los ARN mensajeros no cambia en
referencia a la expresion génica en el grupo control en los animales que recibieron una
o cuatro dosis de hCG. En tanto que en las ratas nefréticas al dia 10 hay una elevacion
significativa de 0.8 veces en la expresion del gen de la proteina StAR, comparada con
el grupo control. Sin embargo, las ratas nefréticas estimuladas con una o cuatro dosis
de hCG la expresion de los mensajeros de la P450scc no cambian significativamente

con respecto al grupo control.
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Figura 22. Andlisis por “Northern blot” de la expresion del ARNm de la proteina StAR en glandula
suprarrenal de la rata. Carril (1) higado (control negativo), carril (2) rata control, carril (3) rata control +
1hCG, carril (4) rata control + 4hCG, carril (5) rata nefrotica, carril (6) rata nefrética + 1hCG, carril (7) rata
nefrotica + 4hCG. La cantidad de ARN total utilizada fue de 10 ug en cada carril, hibridando con la sonda
de ADNc marcada con *’P de dicha proteina. Las membranas fueron rehibridadas con la sonda de
ciclofilina para utilizarla como control de carga de los ARN. Los niveles de los transcritos de la P450scc
en cada condicion fueron normalizados con los niveles de los transcritos correspondiente de la
ciclofilina.Las muestras utilizadas para el analisis provienen de ratas que fueron sacrificadas en la fase de

diestro. °P< 0.05 vs. control.

48




EVALUACION DEL EFECTO DE LAS FEROMONAS: ETAPAS 3A Y 3B

Los resultados que se presentan a continuacion son producto de tres experimentos con
una n total de 4 ratas hembra por grupo, los cuales permitieron evaluar las etapas 3 de

este trabajo.

Determinaciones bioquimicas de la etapa 3: A) presencia del macho fértil y B)
presencia de la orina del macho fértil

En la figura 23 se muestran las concentraciones de proteinas en orina al dia 10 en las
ratas control y con sindrome nefrotico, aquellas que fueron estimuladas por la presencia
del macho fértil (MF) o la orina del macho fértili (OMF). Se observa un incremento
significativo de 80 veces la excrecion de proteinas urinarias en los animales nefréticos
al dia 10 posterior a la administracion de ANP, asi como en las hembras nefréticas que
fueron estimuladas con el MF y la OMF las cuales presentaron un aumento de 50 y 88

veces los niveles de proteina eliminadas por orina comparados con el grupo control.
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Figura 23. Proteinas en orina al dia 10 después de la administracion de ANP en ratas hembra control y
nefréticas, en ausencia o presencia del macho fértil (MF) o de la orina del macho fértil (OMF). Valores

expresados como promedio + EE. ?P< 0.05 vs. control, ®P<0.05 vs. Nefrotica.
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En tanto que la figura 24 indica que los niveles de colesterol al dia 10 después de la
administracion de ANP, tanto en las ratas nefréticas como en las nefréticas que fueron
estimulas con la presencia del macho fértii o la orina del macho fértil, estan

significativamente elevados, 5, 4 y 5 veces con respecto al grupo control.

EEE Control
500 N Nefrética

Colesterol

Figura 24. Concentracion de colesterol en suero al dia 10 después de la administracién de ANP en ratas
hembra control y nefréticas, en ausencia o presencia del macho fértil (MF) o de la orina del macho fértil

(OMF). Valores expresados como promedio + EE °P< 0.05 vs. control.

Por otro lado, en la figura 25A muestra que las concentraciones de proteinas en suero
en las ratas nefréticas, nefréticas mas el macho fértil y nefréticas mas la orina del
macho fértil se mantienen significativamente bajas, disminuyendo 0.3, 0.6 y 0.2 veces

con respecto a las ratas control.
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Figura 25. Concentracién de proteinas en suero al dia 10 posterior a la administracion de ANP en ratas
hembra control y nefréticas, en ausencia o presencia del macho fértil (MF) o de la orina del macho fértil
(OMF). Valores expresados como promedio + EE *P< 0.05 vs. control, °P<0.05 vs. control + MF, °P<0.05
vs. control + OMF.

Ciclo estral de la etapa 3: A) presencia del macho feértil y B) presencia de la orina

del macho fértil

Al igual que en las evaluaciones de la etapas 1y 2, en las etapas 3A y 3B el ciclo estral
de la rata se evalu6é a través de frotis vaginales diariamente antes y después de la
induccion del sindrome nefrético con ANP asi como tras los estimulos con las
feromonas. El analisis muestra que las ratas hembra nefréticas pierden el ciclo estral
estableciéndose en la fase de diestro y solo en algunos casos las ratas mostraron fases
atipicas ( ver figura 26A, B y C), en tanto que las ratas control se mantuvieron ciclando

de manera normal durante toda la fase experimental.
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Figura 26. Ciclo estral. (A) Antes y después de la administracién de ANP; (B) después de estimulo con la
presencia del macho fértil (MF); (C) después del estimulo con la orina del macho fértil (OMF). La flecha
indica el dia de la administracion del ANP (dia 0). a= Fase atipica.
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Perfil hormonal de la etapa 3A) presencia del macho fértil y 3B) presencia de la
orina del macho fértil

En la figura 27 se presenta los niveles circulantes de progesterona en las ratas control y
con sindrome nefrético, al dia 10 después de la administracion de ANP y aquellas que
fueron sometidas al estimulo del macho fértil y la orina del macho fértil. En esta se
observa que los niveles de progesterona estan significativamente disminuidos tanto en
las ratas nefréticas, como en las ratas nefréticas con la presencia del macho fértil y las
ratas nefréticas con estimulo de la orina del macho fértil (2.7, 1.3 y 1.8 veces
respectivamente) con respecto al grupo control. Cabe sefalar que las concentraciones
de progesterona encontradas en los animales nefréticos caen dentro de los valores
normales de la fase de diestro (10 — 26 ng/mL). Asi mismo, se observd que las ratas
control estimuladas con la orina del macho fértil hay una disminucion estadisticamente

significativa de 0.6 veces con respecto al grupo control estimulado con el macho fértil.
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Figura 27. Niveles circulantes de progesterona al dia 10 posterior a la administracién de ANP en ratas
hembra control y nefrética, en ausencia o presencia del macho fértil (MF) o de la orina del macho fértil
(OMF). Valores normales de progesterona en la fase de diestro: 10 — 26 ng/mL. Valores expresados
como promedio + EE. ?P<0.05 vs. control, ®P<0.05 vs. control + MF, °P<0.05 vs. control + OMF.

Por lo que se refiere los niveles circulantes de testosterona en las ratas control y con

sindrome nefrotico, al dia 10 después de la administracion de ANP o en presencia del



macho fértil o la orina del macho fértil (Fig. 28), las concentraciones de esta hormona se
encuentran significativamente disminuidas (4 veces) en las ratas nefroticas al dia 10
posterior a la administracion de ANP asi como las nefréticas que estuvieron sometidas
al efecto de las feromonas (presencia del macho fértil o su orina) con respecto al grupo
control, dicha disminucién fue de 3.2 en ambos casos. De la misma manera, los grupos
control estimulados con la presencia del macho fértii o su orina mostraron una

disminucién estadisticamente significativa de 3.3 veces con respecto al grupo control
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Figura 28. Niveles circulantes de testosterona al dia 10 después de la administraciéon de ANP en ratas
hembra control y nefréticas, en ausencia o presencia del macho fértil (MF) o de la orina del macho fértil

(OMF). Valores expresados como promedio +EE. ®P<0.05 vs. control.

La figura 29 presenta las concentraciones circulantes de estradiol en las ratas control y
nefréticas, al dia 10 después de la administracion de ANP y tras el estimulo con macho
fértil o su orina, indicando que los animales con sindrome nefrético al dia 10 asi como
las ratas nefréticas mas el estimulo del macho fértil y las ratas nefroticas mas la orina
del macho fértil presentan niveles indetectables de estradiol. Por el contrario, las ratas
control al dia 10 después de la administracién de ANP en la presencia macho fértil y
mas la orina del macho fértil el estradiol esta por arriba de los valores normales de la

fase de diestro (10-20 pg/mL).
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Figura 29. Niveles circulantes de estradiol al dia 10 en ratas hembra control y nefréticas, basal y bajo el

estimulo del macho fértil (MF) y la orina de macho fértil (OMF). Valores expresados como promedio + EE.
®P<0.05 vs. control.



RESUMEN DE RESULTADOS

. El anadlisis del estrés oxidativo indica que el dafo inducido por el ANP es
especifico sobre rifidn y no sobre ovario.

. La expresion del gen de la P450scc en el sindrome nefrético se encuentra
significativamente disminuida, restableciéndose tras los estimulos con hCG.

. La expresiéon del gen de la proteina StAR en el sindrome nefrético agudo se
encuentra significativamente disminuida y no responde a los estimulos exégenos
con hCG.

. En las condiciones evaluadas las feromonas son incapaces de restablecer la

expresion de los genes de la enzima P450scc y de la proteina StAR
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DISCUSION

En este trabajo se evalud la funcion ovarica durante el sindrome nefrético en base a la
expresion del ARNm de la enzima P450scc (side cholesterol chain cleavage) y de la
proteina StAR (Steroidogenesis Acute Regulatory Protein) en fase aguda y bajo una
prueba dinamica con hCG y posterior al estimulo con feromonas. Los resultados
muestran una disminucion significativa de la expresion del gen de la enzima P450scc y
del gen de la proteina StAR en la fase aguda del sindrome nefrético, asi como fallas en
la respuesta gonadal a la prueba dinamica con hCG, lo que demuestra claramente que
la esteroidogénesis se encuentra afectada en este padecimiento renal.

Dado que el ANP produce dafo via la activacion de especies reactivas de oxigeno
(138), inicialmente, se evalu6 la especificidad del dafio causado por este compuesto
sobre el riién y la no afectacién al ovario, mediante la determinacién de proteinas
oxidadas. Los resultados mostrados en la figura 11 indican un incremento significativo
de 1.2 veces en los niveles de proteinas oxidadas en el rifidn de las ratas nefréticas en
comparacioén con los grupos control. Por el contrario, la cantidad de proteinas oxidadas
en los ovarios de los animales nefréticos no cambié con respecto a su grupo control, lo
que demuestra claramente que el ANP dafa exclusivamente al rifién y no al ovario. De
tal forma, que podemos sefalar que las alteraciones endocrino-reproductivas observas
en el sindrome nefrético son consecuencia de este padecimiento renal. Adicionalmente,
se midio el dafio oxidativo en higado, 6rgano encargado de metabolizar la mayoria de
los compuestos endégenos y exégenos, asi como en la glandula suprarrenal, el otro
tejido esteroidogénico; observandose que ninguno de estos dos tejidos presentan
cambios significativos en la cantidad de proteinas oxidadas en los animales con
sindrome nefrético comparados con su grupo control, lo cual demuestra el caracter

nefrotoxico del ANP.

Por otro lado, las determinaciones bioquimicas de proteinas en orina, colesterol y

proteinas en suero (ver figuras 12-14) confirmaron la presencia del sindrome nefrético



en la rata hembra administrada con ANP; de este modo, la proteinuria,
hipercolesterolemia e hipoproteinemia fueron las caracteristicas observadas en estos
animales. Adicionalmente, se encontrdé que la excrecién de proteinas urinarias en los
animales nefréticos tratados con hCG, una o con cuatro dosis disminuyen (ver figura
12), aunque no significativamente. Este decremento podria ser una consecuencia de la
elevacion de los niveles circulantes de testosterona, particularmente en el caso de las
ratas nefrotica que recibieron cuatro dosis de hCG. Esta tendencia también ha sido
observada en ratas macho nefréticos estimuladas con esta misma gonadotropina
(131,139). El mecanismo por el cual la hCG mejora el funcionamiento renal no se
conoce, sin embargo, especulamos que al aumentar los niveles de testosterona, tras la
estimulacion con la hCG, y siendo este andrégeno un esteroide anabdlico, podria estar
activando un mecanismo de sintesis proteica y de divisidbn celular, via receptores
especificos ubicados en rifidn (130), conduciendo al mejoramiento en la condicion renal.
Por otro lado, los niveles de colesterol no parecen tener cambios, aunque presentan
tendencia a disminuir lo cual pudiera ser una respuesta secundaria al decremento en la
proteinuria en los animales nefroticos estimulados con una y cuatro dosis de hCG (ver
figura 13). Por lo que se refiere a las proteinas en suero (ver figura 14A), estas se
mantienen disminuidas, tanto en las ratas nefréticas al dia 10 como en las tratadas con
cuatro dosis de hCG. Este dato resulta paraddjico hasta cierto punto, puesto que al
existir una disminucion de la proteinuria en los animales nefréticos tratados con la hCG,
se esperaria que el nivel de proteinas en suero en estos animales tendieran a
incrementarse como consecuencia del aparente mejoramiento renal, sin embargo, no
fue asi, posiblemente esto se deba a que la velocidad de sintesis de proteinas es
insuficiente como para recuperar los niveles normales de las proteinas en suero,
aunado a ello esta el hecho de que las proteinas siguen eliminandose en grandes
cantidades (Fig. 14B). Un ejemplo que apoya lo antes mencionado es el empleo de
ACTH como terapia para el sindrome nefrético, con el cual se observa un marcado
mejoramiento en los niveles de lipoproteina y la reduccion de la excrecion de proteina

urinarias (140).

Por lo que se refiere al perfil hormonal este, mostré que los niveles de progesterona y

testosterona estan significativamente disminuidos al dia 10, en tanto que el estradiol es
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practicamente indetectable en las ratas con sindrome nefrético en el mismo dia, lo que
da cuenta del hipogonadismo severo en el sindrome nefrético agudo. No obstante, y
teniendo el conocimiento de la presencia de hipogonadotropismo en este padecimiento
(125), las ratas nefréticas fueron sometidas al estimulo con una y cuatro dosis de hCG,
en sustitucién de la hormona luteinizante (LH), la cual se encuentra disminuida durante
este padecimiento (125). Asi, se encontréo que los niveles de progesterona (Fig. 15),
tienden a incrementarse en las ratas sometidas a los estimulos con hCG (una y cuatro
dosis), pero el aumento no es significativo, permaneciendo dentro de niveles normales
reportados para la fase diestro (124), etapa dei ciclo estral en la que las ratas nefroticas
se estacionan, lo que apunta a que el primer paso en la esteroidogénesis se encuentra
alterado en el sindrome nefrético agudo. Dado que en dicho primer paso se produce la
progesterona y es catalizado por la enzima la enzima P450scc, se midio la expresion
génica de esta enzima. Los resultados muestran que la expresion del gen de la enzima
P450scc esta significativamente disminuida al dia 10, pero responde a los estimulos
con hCG, incrementando la expresion del gen de esta enzima esteroidogénica en los
animales nefroticos tras la administracion de una y cuatro dosis, 3.0 y 4.2 veces mas
respectivamente con relacion al grupo nefrotico al dia 10. Sin embargo, el aumento en
la expresion génica de esta enzima, no se refleja en los niveles circulantes de
progesterona, los cuales se mantienen bajos, lo que sugiere que no unicamente este
paso de la esteroidogénesis se encuentra alterado sino que posiblemente existan otros
factores involucrados, dentro de los cuales un primer candidato es la proteina StAR. Se
ha publicado que la translocacion del colesterol al interior de la membrana mitocondrial
es el verdadero paso limitante de la esteroidogénesis y este es efectuado
principalmente por la accion de la proteina StAR (28). Por tal motivo, se determiné la
expresion del ARNm de la proteina StAR en este padecimiento renal. Asi, la
determinacién de la expresién del gen de la proteina StAR en el ovario de los animales
nefrético disminuyé significativamente y no responde a los estimulos con hCG (Fig. 22),
lo cual sugiere que el transporte de colesterol al interior de la membrana interna
mitocondrial esta afectado en el sindrome nefrotico agudo. No obstante, el hecho de
que por un lado hay expresion del gen de la enzima P450scc (tras los estimulos de

hCG) y por el otro que exista la expresion génica de la proteina StAR, aunque
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disminuida significativamente (pero esta presente) podria indicar la posibilidad de que
otro componente o mecanismo importante en la esteroidogénesis, ademas de la enzima
P450scc y la proteina StAR se encuentre alterado impidiendo llevar adecuadamente la
sintesis de esteroides sexuales. Por otro lado, un cambio en el micro ambiente celular
como consecuencia del exceso de colesterol extracelular tal vez pudieran estar
afectando la funcionalidad de la proteina por falta de colesterol intracelular. Esta
posibilidad podria tener sustento en el hecho de que el estradiol, factor activador de la
endocitosis de LDL, es no detectable durante el sindrome nefrético. La falta de
disponibilidad de colesterol podria dificultar el contacto entre la proteina StAR vy la
membrana mitocondrial, proceso que es relevante para que esta proteina efectie su
funcion. En este sentido, estudios en mitocondrias aisladas sugieren que solo se
requieren de interacciones al azar entre la proteina StAR y la superficie mitocondrial
para promover la esteroidogénesis (141). También es importante mencionar que dada
la existencia de bajos niveles de LH y la nula actividad biologica de la FSH en el
sindrome nefrotico (129), es posible especular que la presencia de las dos

gonadotropinas sean indispensables en la regulacion esteroidogénica.

Por otro lado, los niveles de testosterona (Fig. 16) disminuyen al dia 10 después de la
administracion de ANP y se incrementan significativamente después de los estimulos
con cuatro dosis de hCG, dado que la progesterona esta disminuida, probablemente
este incremento sea producto de la contribucion de la suprarrenal. Se ha reportado que
la glandula suprarrenal puede generar receptores para LH/hCG tras estimulo crénico
con LH/hCG vy llevar a cabo la formacion de testosterona (142). Interesantemente, a
pesar de este incremento de testosterona encontrado los niveles de estradiol
permanecieron practicamente indetectables antes y después del tratamiento con hCG
(Fig 18). Tomando en cuenta que la sintesis de estradiol es catalizada por el complejo
enzimatico citocromo P450 aromatasa, tanto en tejido gonadal como periférico, este
resultado sugiere que el mecanismo de aromatizacion esta alterado en este

padecimiento renal (130).

60



En cuanto a la evaluaciéon del efecto de las feromonas, particularmente sobre el ciclo
estral de la rata, la presencia del macho fértil (MF) o la orina del macho fértil (OMF),
mostré que los animales con sindrome nefrético se estacionan en la fase de diestro,
aunque algunos animales presentaron proestros atipicos. Esta evaluaciéon concuerda
con el perfil hormonal en el que los niveles de progesterona, testosterona y estradiol se
mantuvieron disminuidos (fase de diestro) en las ratas nefréticas. Estos resultados
indican que en el sindrome nefrético agudo no existe efecto positivo de las feromonas
sobre los niveles circulantes de hormonas esteroides sexuales, principalmente sobre
estradiol, a diferencia de la nefrosis cronica en la cual se observa un incremento en los
niveles circulantes de estradiol (127). Sin embargo, es importante sefalar que la
aplicacion de estimulos con las feromonas en el sindrome nefrético crénico fue de ocho
dias en total (127), probablemente en el caso del estado agudo se requiera incrementar
el nimero de estimulos con las feromonas, ya que en este trabajo solo se dieron
durante cuatro dias (por la de duracién del ciclo estral en la rata), los cuales quizas

sean insuficientes para ver algun efecto sobre la esteroidogénesis.

En conjunto los resultados de la presente tesis demuestran la existencia de un dafo
severo en la esteroidogénesis ovarica en la fase aguda sindrome nefrético,
particularmente la disminucion de la expresion de la enzima P450scc y de la proteina

StAR, lo cual explica el hipogonadismo asociado al sindrome nefrético.
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CONCLUSION

En conjunto, los datos presentados revelan la existencia de alteracién de la funcién
ovarica durante el sindrome nefrotico, especificamente en la expresion de la enzima
P450scc y la proteina StAR.

10

PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo y los que lo anteceden, dan un amplio panorama de las
alteraciones endocrino-reproductivas en el sindrome nefrético. Sin embargo, aun se
desconocen muchos factores implicados en dichas anomalias, asi la utilizacion del
cultivo de células gonadales y la administracion de compuestos tales como FSH, hCG,
8-bromo AMPc, antioxidantes o la combinacion de estos, aportaran un conocimiento
mas amplio de los factores implicados en la disfuncion del eje hipotalamo-hipofisis-

gonada en el sindrome nefrotico.
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12

ANEXOS

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Medicion de proteinas totales en suero: método de Lowry (743)

El método de Lowry se basa en la reactividad del nitrogeno de los aminoacidos con los
iones Cu®* en condiciones alcalinas y posteriormente en la reduccion del reactivo de
Folin-Ciocalteau (fosfomolibdato y fosfotungsteno) a heteropolimobdeno por la
oxidacion catalizada por el cobre de los aminoacidos aromaticos tirosina y triptofano. El
Folin reducido es de color azul y puede ser determinado en un espectrofotémetro en el
rango de 500 a 750 nm. La reaccion de Biuret por si misma no es muy sensible, pero
usando el reactivo de Folin para detectar el cobre reducido hace el ensayo cerca de
100 veces mas sensible. La lectura obtenida es directamente proporcional a la
concentracion de proteinas presentes en la muestra; los resultados se expresan en g/dL

o mg/mL.

Se emple6 como curva patrén de albumina sérica bovina (ASB) 5-50 pug/0.2 mL.
Ensayo

Preparacion de las muestras:

Las diluciones de las muestras de suero se hicieron con agua desionizada. La dilucién

utilizada fue de 1:600 (5.0 uL de suero + 2995 pul agua).

Las diluciones se hicieron en tubos de 12X75 nm.
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Procedimiento

1. Se preparé una curva estandar con ASB al 0.05%.

[ASB] ng/0.2 mL | ASB (uL) | H20 (uL)
Blanco 0 200
5 10 190
10 20 180
15 30 170
25 50 150
35 70 130
50 100 100

2. Se numeraron tubos de 12X75 mm o 13X100 mm (las determinaciones se hacen
por duplicado).

3. En cada tubo se colocaron 0.2 mL de la dilucién correspondiente.

4. A todos los tubos se les anadié 1 mL de la solucién C, ver anexos, incluyendo los
tubos de la curva estandar.

5. Se agitaron e incubaron a temperatura ambiente por 10 min.

6. A todos los tubos se le agregaron 100 uL de la solucion D, ver anexos, agitando
simultanea y se incubaron a temperatura ambiente por 30 min.

7. Se leyeron a 660 nm.

Determinacion proteinas urinarias: método turbidimétrico (7144,745)

Para separar las proteinas de la orina hay que desnaturalizarlas, es decir, causar un
cambio en su solubilidad, lo que causa que se precipiten. Esto puede lograrse por
varios métodos: aumentando la temperatura, cambiando el pH o bien usando agentes
desnaturalizantes como urea, guanidina, mercaptoetanol, ditiotreitol, sales inorganicas
(bromuro de litio, tiocianato de potasio, yoduro de sodio), solventes organicos

(formamida, dimetilformamida, acido tricloacético) o detergentes (SDS).



En particular en este trabajo empleamos acido tricloroacético (ATC) para precipitar las
proteinas presentes en el fluido biol6égico. La cantidad de proteinas presentes en la
muestra es directamente proporcional a la cantidad de turbidez producida.

Obtencion de la muestra:

Se centrifugaron las muestras de orina recolectada de la jaula metabdlica a 3000

rem/10 min a 4°C.

Ensayo.

1. Se prepar6 una curva estandar con ASB 0.1% de la siguiente manera:

[ASBlmg/mL | ASB 0.1% (uL) [ H20 (pL)
Blanco 0 1000
0.04 40 960
0.1 100 900
0.2 200 800
0.4 400 600
0.6 600 400
0.8 800 200

2. Se diluyé la orina en agua desionizada, para las ratas control haciéndose una
dilucién de 1:6 (ratas de 250 g de peso en adelante), en tanto que para los
animales nefréticos la dilucion empleada fue de 1:100.

3. Entubos de vidrio de 12X75 se colocé 1 mL de cada muestra (por duplicado)

4. Se adicionaron 0.25 mL de ATC al 12.5% a una de las réplicas (y a todos los
tubos de la curva estandar, incluido el blanco).

5. Se agregaron 0.25 mL de H;O a la otra réplica (blanco de cada muestra).

6. Se leyo la absorbancia a 420 nm.
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Determinacion de colesterol: prueba enzimatico-colorimétrico (CHOD-PAD)

Fundamento del método

La enzima colesterol esterasa hidroliza los ésteres de colesterol presentes en la
muestra dando colesterol libre y acidos grasos, una posterior oxidacion enzimatica
mediante la colesterol oxidasa da origen a la formacion de H,O; el cual se valora por la
reaccion de Trinder, mediante el cromégeno, fenol y 4-aminoantipirina, en presencia de
peroxidasa, formando una quinonimina cuya coloracion, rosa, es proporcional a la

concentracion de colesterol presente en la muestra.

Colesterol esterasa
Esteres de colesterol + HLO ———— Colesterol + Acido graso

Colesterol oxidasa
Colesterol + O, b 4-colesterona + H,0,

H,O,+ 4-AF + Fenol Corondee » Quinonimina + H,0

La técnica empleada fue la siguiente:

Blanco Estandar Muestra
Estandar — 10 pL —
Muestra -~ -~ 10 pL
Reactivo al uso 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL

Proteinas oxidadas

Las especies reactivas de oxigeno tienen una vida muy corta y son dificiles de detectar
por un método directo. Una alternativa para evidenciar la presencia de estrés oxidativo
es medir los productos estables finales de las reacciones oxidativas, ejemplo de ello son
los grupos carbonilo (C=0) que se originan por la accién de las especies reactivas de
oxigeno sobre las proteinas convirtiendo algunos residuos de aminoacidos (leucina,
valina, lisina, prolina, arginina, treonina e isoleucina) a derivados carbonilo (146-148).

Ademas, los grupos carbonilos también reflejan la presencia de productos de
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fragmentacion de reacciones de rompimiento de enlaces peptidicos, e incluso por la
interaccion de los aminoacidos de las cadenas laterales (grupos sulfhidriio de la
cisteina, grupos imidazol de la histidina y grupos amino de la lisina) con productos de
lipoperoxidacion (149) como 4-hidroxi-2-nonenal (150,151), acroleina (152) vy
malondialdehido (153); asimismo, resultado de reacciones de glicacion/glico-oxidacion
(154) e indirectamente se forman derivados de N-carboximetil-lisina (155) que, debido a
su fuerte capacidad quelante (156) son capaces de promover la generacion de grupos
carbonilo por reacciones catalizadas por metales (157).

Debido a que los derivados carbonilo son formados por diferentes procesos, se han
desarrollado algunos métodos sencillos y altamente especificos para medir los
carbonilos en las proteinas (158-162). Usando esos metodos, la medicion de este
parametro ha sido ampliamente usada como marcador de dafio mediado por las

especies reactivas de oxigeno durante el estrés oxidativo.

Fundamento

Este método da evidencia indirecta de la actividad de las especies reactivas de oxigeno
y se basa en la reactividad de los grupos carbonilo con la 2,4-dinitrofenilhidrazina

(DNFH) para formar un complejo proteina-hidrazona.

O,N NO, R O,N NO,
/
+ O:C\ —_—
NHNH, R -HO N—N=C
DNFH H

Proteina-hidrazona
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Método

. Se pesaron 100 mg de tejido ( en el caso de las glandulas suprarenales se ajusto

el peso total de ambas glandulas) y se homogenizé en 900 pL de amortiguador

de fosfatos 50 mM con inhibidores de proteasas, EDTA 1 mM y triton al 0.1%.

2. Se centrifugaron las muestras 20 min a 15300 rpm a 4°C en tubos eppendorf.

Las muestras se trataron con sulfato de estreptomicina al 10% durante 24 horas
a 4°C, colocando 200 pL de sulfato de estreptomicina mas 600 pulL de
homogenado.

Se centrifugaron 10 min a 5000 rpm a 4°C.

Se hicieron 2 tubos por muestra.

Blanco: 150 pL de homogenado mas 600 pL de HCI 2.5M

Problema: 150 pL de homogenado mas 600 uL de DNPH 10 mM

Se agitaron los tubos e incubaron 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad.

7. Se agregaron 750 uL de ATC 20%. Se agitaron en vortex y se incubaron los

8.
9.

tubos a 4°C (refrigerador) por 10'.
Se centrifugaron por 10 min a 4°C a 5000 rpm.

Se decanto el sobrenadante de cada tubo.

10.Se resuspendieron los botones con 600 uL de ATC al 10% a temperatura

ambiente.

11.Se centrifugaron los tubos por 10 min a 5000 rpm a 4°C

12.Se decantaron el sobrenadante de cada tubo.

13.Se efectuaron 3 lavados con etanol-acetato de etilo (600 uL).

14.Se centrifugaron los tubos 10 min a 5000 rpm a 4°C

15.Se dejo que se evaporara el etanol en el tltimo lavado.

16.El botén fue resuspendido en 1 mL de guanidina 6M.

17.Se leyeron los tubos a 370 nm (visible)

18.Se prepard una curva de albumina en guanidina como se indica a continuacion:
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[ASB] ASB Guanidina-HCI 6.0 M

_mg/mL__ (L) (L)

0.25 62.5 937.5
0.5 125 875
1.0 250 750
2.0 500 500

19.Se leyeron solo los tubos blanco (tratar con HCI) en esta curva para obtener el
contenido de proteinas en el ensayo a 280 nm (U.V).
20. Se calibré con guanidina-HCI 6.0 M 6 con el tubo de HCI 2.5 M de la respectiva

muestra.

DETERMINACIONES HORMONALES

Progesterona

La medicion de progesterona circulante se realizé6 empleando un estuche comercial de
la marca Active® PROGESTERONA RIA DSL-3900.

Principio de la prueba

El procedimiento sigue el principio basico del radioinmunoanalisis en la cual existe una
competencia entre un antigeno radiactivo y un no radiactivo por un numero fijo de sitios
de unidn a anticuerpos. La cantidad de testosterona marcada [I-125] unida al
anticuerpo es inversamente proporcional a la concentracion de testosterona no marcada
presente. La separacion del antigeno libre y el unido se logra decantando o aspirando

los tubos de conteo de anticuerpos.
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FSTA TESIS NO SALE
Procedimiento \)E LA BIBLIOTECA

Se permiti6 que todos los reactivos alcanzaran la temperatura ambiente (~25°C) y
mezcld por inversion suave antes de utilizarlos. Después de la reconstitucion de los
estandares y los controles, se mezclaron, evitando la formacion de espuma. Los

estandares, controles y las muestras hicieron por duplicado.

1. Se marcaron dos tubos sin anti-progesterona para cuentas totales. Asimismo
rotularon y arreglaron los tubos de cuentas con anti-progesterona por duplicado para
los estandares, controles y las muestras.

2. Se adicionaron 25 ulL de los estandares de progesterona, controles y las muestras a
sus respectivos tubo. Depositando hasta el fondo del tubo.

3. Inmediatamente se agregaron 500 uL de la progesterona [I-125] a todos los tubos
con ayuda de una repetidora.

4. Los tubos se mezclaron con vortex.

5. Posteriormente, los tubos se incubaron en un bafio de agua a 37 + 2 °C por 60 a 70
min.

6. Finalmente, los todos los tubos fueron decantados, excepto los tubos de cuentas
totales, por inversion simultanea, manteniendo los tubos boca abajo en una cama de
papel absorbente por uno o dos minutos. El exceso progesterona [I-125] en los
tubos fue eliminada con hisopos de papel absorbente.

7. Todos los tubos se contaron en un contador gamma por un minuto.

Testosterona

La medicion de progesterona circulante se realizd6 empleando un estuche comercial de
la marca Active® TESTOSTERONE RIA DSL-4000.
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Principio de la prueba

El procedimiento sigue el principio basico del radioinmunoanalisis en donde existe una
competencia entre un antigeno radiactivo y un no radiactivo por un numero fijo de sitios
de union a anticuerpos. La cantidad de testosterona marcada [I-125] unida al
anticuerpo es inversamente proporcional a la concentracién de testosterona no marcada
presente. La separacion del antigeno libre y el unido se logra decantando o aspirando

los tubos de conteo de anticuerpos.

Procedimiento

Se dejo que todos los reactivos del estuche alcanzaran la temperatura ambiente
(~25°C) y mezclaron por inversion suave antes de utilizarlos. Después de la
reconstitucion de los estandares y los controles, se mezclo, evitando la formacion de

espuma. Los estandares, controles y las muestras se hicieron por duplicado.

1. Se marcaron dos tubos sin anti-testosterona para cuentas totales. Del mismo modo
se rotularon y arreglaron los tubos de cuentas con anti-testosterona por duplicado
para los estandares, controles y las muestras.

2. Se adicionaron 50 pL de los estandares de testosterona, controles y las muestras a
sus respectivos tubo asegurandose que el deposito se efectie hasta el fondo del
tubo.

Inmediatamente se agregaron 500 puL de |a testosterona [I-125] a todos los tubos.

4. Los tubos se mezclaron con ayuda de un vortex.

Posteriormente, todos los tubos se incubaron en un bano de agua a 37 + 2 °C por 60
a 70 min.

6. Finalmente, todos los tubos, excepto los tubos de cuentas totales se decantaron por
inversiéon simultanea, manteniéndose los tubos boca abajo en una cama de papel
absorbente por uno o dos minutos. El exceso de testosterona [I-125] fue retirada con
hisopos de papel absorbente.

7. Todos los tubos se contaron en un contador gamma por un minuto.
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Estradiol

La medicién de progesterona circulante se realizo empleando un estuche comercial de
la marca DPC COAT-A-COUNT

Principio del analisis

El procedimiento Coat-A-Count Estradiol se basa en la utilizacion de tubos recubiertos
con anticuerpos. El estradiol marcado con 1'? compite con el estradiol de la muestra del
paciente por los sitios de unién en los anticuerpos. Después de la incubacion, el
estradiol unido se separa del estradiol libre por decantacion. Luego el tubo se cuenta en
un contador gamma. La cantidad de cuentas es inversamente proporcional con la
cantidad de estradiol presente en la muestra. La cantidad de estradiol en la muestra se

determina comparando las cuentas con la curva de calibracién.
Procedimiento

Todos los componentes deben llevarse a temperatura ambiente (15-28°C) antes del
uso.
1. Tubos de ensayo: Se rotularon dos tubos de ensayo de polipropileno (sin
recubrir) 12x75 mm para cuentas totales.
Tubos recubiertos: Se marcaron catorce tubos recubiertos de anticuerpo: A (maxima
unién) y B hasta G por duplicado asi como los tubos necesarios recubiertos de

anticuerpo, también en duplicado, para controles muestras.
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Calibrador pg/mL pmol/L

A(MB) 0 0
B 20 73
G 50 184
D 150 551
E 500 1836
F 1800 6608Z
G 3600 13216

Se agregaron 100 pL del calibrador cero A en el tubo A y 100 uL de cada uno de
los calibradores B-G en los tubos correspondientes marcados asi como 100 pL
tanto de los controles y de las muestras de suero en los tubos preparados,
asegurandose depositar hasta el fondo del tubo.

Inmediatamente se afadié 1.0 mL de 1'%

-estradiol a todos los tubos, mezclando
en el vortex.

Todos los tubos se incubaron durante 3 h a temperatura ambiente (15-28°C).

5. Posteriormente, los tubos se decantaron dejando escurrir durante 2 o 3 min,

6.

enseguida se elimin6é todo el exceso de estradiol marcado con un hisopo de
papel absorbente para mejorar la precision.

Los tubos se contaron durante un minuto en un contador gamma.

EVALUACION MOLECULAR

Extraccion de ARN total por el método de Chomczynski y Sacchi modificado

Se utiliza una solucién monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina (Trizol

Reagent). En el momento de la homogenizacion o lisis de las muestras, utilizando Trizol

Reagent se mantiene intacto el ARN, en el instante de la ruptura de las células y

disolucion de los componentes celulares, adicionando cloroformo seguido de

centrifugacion, se logra separar en la fase acuosa el ARN mediante la precipitaciéon de

isopropanol.
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1. Eltejido (20 a 100 mg) se homogenizé con un politron en 2 mL de TRIZOL®.

2. Se incub6 el homogenado por 5 min en hielo.

3. Transcurrido el tiempo de incubaciéon se adicioné a las muestras 0.2 mL de
cloroformo por cada mililitro de solucion.

4. Las muestras se agitaron vigorosamente.

5. Posteriormente se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 min a 4°C.

6. Del paso anterior se obtiene la fase acuosa la cual fue transferida a otro tubo
esteril.

7. A esta fase se le agregan 0.5 mL de isopropanol por cada mililitro de la solucién
inicial agitandose suavemente.

8. Las muestras fueron incuban por 10 min a 4°C.

9. Una vez concluido el tiempo de incubacion se centrifugaron las muestras a
12000 rpm durante 10 min a 4°C.

10.Inmediatamente se decanté el sobrenadante.

11.La pastilla fue lavada con etanol al 75% y centrifugado por 10 minutos a 4°C.

12.Los pasos 9 y 10 centrifugando 5 min se repitieron un par de veces.

13.Finalmente, la pastilla resultante se disolvié con agua tratada con DEPC, el
volumen varié dependiendo el tamarno de la pastilla obtenida.

14 .El ARN total fue cuantificado en un espectrofotometro para determinar la
densidad optica a 260 y a 280nm. La relacion de los valores de densidad 6ptica
260/280 debe estar entre 1.7-2.0, esto asegura que la muestra esta libre
contaminantes. Una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a una

concentracion de 40 pg de ARN por mL.

Electroforesis de ARN en gel de agarosa al 1%.

Preparacion del gel de agarosa al 1%.

1. Se disolvieron 0.5 g agarosa en 37.5 mL de agua desionizada estéril por

calentamiento. Una vez disuelta se dejo enfriar a una temperatura de

aproximadamente 50°C.



2. Posteriormente, se le afadioé lo siguiente:
4.15 mL de MOPS
8.13 mL de formaldehido al 37%
0.5 uL de bromuro de etidio
3. Se mezclé muy bien y vacié en una camara de electroforesis y se dejé que

polimerizara por 20 min.

Preparacion de la muestra de ARN total para correr en gel de agarosa al 1% por
electroforesis

4. Se coloc6 a bafio Maria a 60°C durante 10 min en un bafio de agua, una
mezcla de ARN total equivalente a 10 pg y 23 uL de la solucién
desnaturalizante (ver anexos: Soluciones).

5. Pasado el tiempo, se retiré del bafio y se colocé en hielo inmediatamente.

6. Posteriormente se anadieron a cada muestra 3 uL de solucién de carga (ver
anexo 8. Soluciones).

7. Ala camara de electroforesis previamente montada, ya con el gel de agarosa
al 1%, y se le agrego6 la mitad del amortiguador de corrida (ver anexos:
Soluciones) .

8. Enseguida se depositaron las muestras en los pozos del gel, la camara se
conecté a una fuente de poder y se corri6 a 45 volts por 4 h.

9. Se observa el gel con luz U.V. para confirmar que el corrimiento sea el
adecuado.

10. Transcurrido el tiempo el gel de agarosa se observo en un transiluminador de
UV para verificar que los ARNs estuvieran en buenas condiciones
tomandosele una foto al gel.

11.Los ARNs separados en el gel de agarosa se transfirieron a una membrana
de nylon por capilaridad con un buffer de transferencia (ver anexo 8.

Soluciones).
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12.El tiempo de transferencia fue de 12 h, al terminé de este periodo la
membrana se observé en un transiluminador de UV para verificar que la
transferencia se haya efectuado.

13.La membrana se lavé con agua desionizada estéril y los ARN se fijaron por
exposicion a UV en un Crosslinker.

14.Las membranas se mantuvieron en refrigeracién hasta que fueron utilizadas.
Disefo de las sondas de la enzima P450scc y la proteina StAR

Las sondas de la enzima P450scc y la proteina StAR fueron preparadas empleando los
oligonucledtidos previamente disefados en base a las secuencias publicadas en el
Genbank de cada uno de los genes de estas dos proteinas. El procedimiento fue el
siguente:

1. Se extrajo ARN total de ovario de rata a través del método de Chomczynski y
Sacchi modificado (ver anexos) (128).

2. Una vez obtenido el ARN total de ovario, se procedié6 a obtener los ARN
mensajeros empleando el estuche comercial SuperScript™ First-Strand Synthesis

System for RT-PCR como se describe a continuacion:

Agregar en tubo eppendorf :

ARN (1-3pug) 3.0 ug
DNTPs (10mM) [1.0 uL

Oligode T 1.0 uL
H,O- DEPC 7.5 uL
Vol Final 10.0 pL

Incubar a 65°C por 5 min en hielo.
Adicionar 9 uL de mezcla, preparada de la siguiente manera:
2.0 uL de 10X RT amortiguador
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4.0 pL de MgCl, 25 mM

1.0 uL RNAasa OUT

2.0uL de DTT 0.1M
Incubar a 42°C por 2 min.
Agregar 1.0 pL de Super Script Il RT, mezclar e incubar a 42°C por 50 min.
Incubar a 70°C por 15 min en hielo.
Agregar 1.0 uL. de RNAasa H e incubar a 37°C por 20 min.
Efectuar las siguientes incubaciones:

1. 65 °C por 5 min.

2. 42°C por 5 min.

3. 42°C por 55 min.

4. 70°C por 15 min.

5. 37°C por 30 min.

3. Terminada esta serie de incubaciones, el producto resultante son los ARN
mensajeros.

4. Con estos ARN mensajeros y empleando los oligonucleétidos disefiados para la
enzima P450scc y la proteina StAR como cebadores se realizdé una reaccién de
PCR (una para la P450scc y otra para la proteina StAR), cuyo producto final fue
la sonda de cada una de estas proteinas.

Hibridacion del cADN de la enzima P450scc

Una vez que se transfirié el ARN total a la membrana de nylon, esta fue sometida al

siguiente proceso :
Prehibridacion de la membrana de nitrocelulosa que contiene los ARN totales.
1. Se lavé la membrana de nitrocelulosa con agua desionizada estéril.

2. Se calentaron 10 mL de la solucion de Quikhyb a 68 °C por 15 min, la solucién

de ser agitada vigorosamente antes de tomar la cantidad los 10 mL. (la cantidad
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de solucion de hibridacién depende del tamafio de la membrana (150 pL por
centimetro cuadrado de membrana).

La membrana fue colocada dentro de una bolsa de plastico mas los 10 mL de la
solucién de Quikhyb previamente calentados, eliminando las burbujas formadas
en la bolsa y especialmente las que se encuentren sobre la membrana,
finalmente la fue sellada y puesta a bafo maria con agitacion en un bano de
agua durante 24 h a 68 °C.

Hibridacién (marcaje de la sonda especifica de la P450scc)

En un tubo eppendorf se colocaron 5 plL de sonda de la P450scc en 16 pL de

agua destilada estéril.

5. La sonda fue desnaturalizada en agua hirviendo por 5 min.

6. Concluido el tiempo inmediatamente se puso tubo con la sonda en hielo.

7. Posteriormente, se le agregaron en el siguiente orden:

1 uL 500puM dATP

1 pL 500uM dGTP

1 uL 500uM dTTP

20 puL 2.5X solucion random primers
5 uL de P*

8.

Con ayuda de una micropipeta subir y baja la mezcla de tal forma que esta se
homogenice.
Enseguida se le agreg6 1 pL del fragmento Klenow y se incub6 a 37 °C por 10

min.

10.Concluido el tiempo de incubacion se le adicionaron 5 plL de solucién

amortiguadora de paro y se mantuvo en hielo.
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Preparacion de la columna de purificacion

11.En el interior de la columna (una jeringa para insulina) se colocé fibra de vidrio
estéril.

12.Posteriormente, se le anadié sephadex G-50 y se centrifugo por 2 min a 1500
rpm. Se repitié la centrifugacion hasta que se logré que la columna quedara bien
empacada.

13.Enseguida, se agregd a la columna la sonda de la P450scc marcada y se
centrifugd a 1500 rpm x 2 min. La sonda fue recolecta en el tubo eppendorf y se
verifico que el tubo y la columna contuvieran la misma cantidad de radioactividad,
para ello se empleo un contador Geiger.

14.Una vez que se obtuvo la sonda de la P450scc esta fue desnaturalizada en
agua en ebullicion (aproximadamente 98°C ) por 5 min.

15.En el tiempo desnaturalizacion de la sonda, se retiraron 1.5 mL de la solucién
(Quikhyb) de prehibridacion de la bolsa, mezclandose con la sonda ya
desnaturalizada. La mezcla se regres6 a la bolsa y sello muy bien, teniendo
cuidado de no dejar burbujas ni fugas de material radioactivo.

16.Finalmente, se incubd a bano maria a 68 °C durante una noche en agitacién en
bafo de agua.

17.Concluido el tiempo de hibridacion, la bolsa se abrié y la solucién radiactiva se
colocoé en un tubo cénico de 15 mL con tapa y se prosigui6é al lavado de la

membrana.

Lavado de la membrana

18.La membrana fue lavada dos veces con la solucion amortiguadora SSC 2X a
temperatura ambiente, con agitacion durante 20 min por cada lavado.

19. Al término de los dos lavados con el buffer SSC 2X, la membrana fue sometida a
un lavado mas con el buffer SSC 0.1X-SDS 0.1% a 59 °C por 45 min en

agitacion.
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20. Finalmente, la membrana se coloc6 en una bolsa de plastico y se puso dentro

de un cassette sobre una placa fotografica toda la noche,

21. La placa fue revelada y se midid la talla de la banda obtenida.

Hibridacion de la sonda de ADNc de StAR

Una vez que se transfirié el ARN total a la membrana de nylon, esta fue sometida al

siguiente proceso:

Prehibridacion de la membrana de nitrocelulosa que contiene los ARN totales.

1.

Se lavé la membrana de nitrocelulosa con agua desionizada estéril.

2. Se calentaron 10 mL de la solucion de Quikhyb a 68 °C por 15 min, la solucion

debe ser agitada vigorosamente antes de tomar la cantidad los 10 mL. (la
cantidad de solucion de hibridaciéon depende del tamafno de la membrana (150
uL por centimetro cuadrado de membrana).

La membrana fue colocada dentro de una bolsa de plastico mas los 10 mL de la
solucion de Quikhyb previamente calentados, eliminando las burbujas formadas
en la bolsa y especialmente las que se encuentren sobre la membrana,
finalmente la bolsa fue sellada y puesta a bafio maria con agitacién durante 24 h
a 68 °C.

Hibridacion (marcaje de la sonda especifica de la proteina StAR)

En un tubo eppendorf colocaron 2.5 uL de sonda de la P450scc en 18.5 uL de

agua destilada esteéril.

5. La sonda fue desnaturalizada en agua hirviendo por 5 min.

6. Concluido el tiempo inmediatamente se puso tubo con la sonda en hielo.

7. Posteriormente, se le agregaron en el siguiente orden:

89



1 uL 500uM dATP
1 pL 500puM dGTP
1 uL 500uM dTTP
20 pL 2.5X solucién “random primers”
5 uL de P*
8. Con ayuda de una micropipeta subir y baja la mezcla de tal forma que esta se
homogenice.
9. Enseguida se le agreg6 1 pL del fragmento Klenow y se incubé a 37 °C por 10
min.
10. Concluido el tiempo de incubacion se le adicionaron 5 pL de Buffer stop mantuvo

en hielo.
Preparacion de la columna de purificacion

11.En el interior de la columna (una jeringa para insulina) se colocé fibra de vidrio
esteril.

12.Posteriormente, se le anadié sephadex G-50 y se centrifugo por 2 min a 1500
rpm. Se repitio la centrifugacion hasta que se logré que la columna quedara bien
empacada.

13.Enseguida, se agreg6 a la columna la sonda de la proteina StAR marcada y se
centrifugé a 1500 rpm x 2 min. La sonda marcada fue recolectada en el tubo
eppendorf y se verificd que el tubo y la columna contuvieran la misma cantidad
de radioactividad, para ello se empleo un contador Geiger.

14.Una vez que se obtuvo la sonda de la proteina StAR esta fue desnaturalizada en
agua en ebullicion (aproximadamente 98°C) por 5 min.

15.En el tiempo desnaturalizacion de la sonda, se retiraron 1.5 mL de la solucion
(Quikhyb) de prehibridaciéon de la bolsa, mezclandose con la sonda ya
desnaturalizada. La mezcla se regres6 a la bolsa y sello muy bien, teniendo
cuidado de no dejar burbujas ni fugas de material radioactivo.

16.Finalmente, se incubd a bafio maria a 68 °C durante una noche en agitacion en

bano de agua.

90



17.Concluido el tiempo de hibridacion, la bolsa se abrié y la solucién radiactiva se
colocoé en un tubo coénico de 15 mL con tapa y se prosiguié al lavado de la

membrana

Lavado de la membrana

18.La membrana fue lavada dos veces con solucion amortiguadora SSC 2X a
temperatura ambiente, con agitacién durante 20 min por cada lavado.

19.Al término de los dos lavados con la solucion amortiguadora SSC 2X, la
membrana fue sometida a un lavado mas con solucién amortiguadora SSC 0.1X-
SDS 0.1% a 42 °C por 45 min en agitacion.

20.Finalmente, la membrana se coloco en bolsa de plastico y se puso dentro de un
cassette sobre una placa fotografica por 2 h.

21.La placa fue revelada y se midio6 la talla de las bandas obtenidas.
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SOLUCIONES

-Albumina sérica bovina (ASB) al 0.05%

-Solucién A:

Na,CO; al 2%

NaOH al 0.4%

Tartrato de sodio al 0.02%

Almacenar a temperatura ambiente.

-Solucién B:
CuSO0, al 0.5%

Almacenar a temperatura ambiente

50 mg de ASB en 100ml de H,O de
estilada.

20 gen 1000 mL
4 gen 1000 mL
0.2 gen 1000 mL

0.5 g en 100 mL

-Solucion C (Se prepara al momento del ensayo)

25 tubos | 50 tubos

Solucién A

25 mL 50 mL

Solucion B

0.5 mL 1mL

-Soiucion D (Se prepara al momento del ensayo)
Folin 1 N (diluir el folin 2.0 N 1:2 con Agua destilada)

-Amortiguador de homogenizacion: amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4 con

leupeptina (5 pg/mL), pepstatina A (7 ng/mL) y aprotonina (5 ug/mL) y EDTA 1 mM.

250 ml 1000 ml
KH,PO, 1.0522 g 4.209g
Na,HPO, 0.677 g 2.707 g
EDTA-Na; 0.093 g 0.3723 g
Leupeptina 1.25 mg 5.0 mg
Pepstatina A 1.75 mg 7.0 mg
Aprotinina 1.25 mg 5.0 mg

Se disuelve en un volumen menor y se ajusta el pH a 7.4 con NaOH, se afora al

volumen requerido y se almacena en refrigeracion.



-Solucién de HCI 2.5 M (0.5 L):

-Guanidina-HCI| 6.0 M:

A. fosfatos 50 mM

100 ml | 250 mi

Guanidina-HCI
6.0 M 57.31g [143.29¢
-DNPH 10 mM:
HCI2.5M 10 mi 25 ml 50 ml
DNPH 10 mM 19.8 mg | 49.5mg | 99.0 mg

Reactivos para Northern blot

-Agua con DEPC al 0.1%
Agua desionizada estéril
Dietilpirocarbonato
Incubar 24 hrs. a 37°C
Esterilizar dos veces

-MOPS 12X

Acido propanesulfénico 3-N-morfolino
Acetato de sodio 0.06 M
Etilendinitrotetracetato disoédico (EDTA)
0.5MpH8

Agua destilada desionizada estéril

-Gel de agarosa al 1%

Agarosa 05¢g

Agua destilada desionizada estéril
MOPS 12X

Formaldehido al 37%

Bromuro de etidio

-Solucién desnaturalizante
Formamida

MOPS 12X

Formaldehido al 37%

-Solucién buffer de carga
Azul de bromofenol

100 pL
100 pL

5.65¢g
6 mL
2.4 mL

100 mL

37.5mL
37.5mL
8.13 mL

0.5 puL

500 pl
83 L
162uL

0.25%



Cianol-xileno
Ficoll 400

-MOPS 1X
MOPS 12X
Agua destilada desionizada estéril

-SSC 10X

NaCl

Citrato de sodio
Agua estéril

-SDS 0.1%-SSC 0.1X
SSC 20X

SDS al 7%

Aforar a 250 mL

0.25%
15.0%

21mL
Aforar hasta 250 mL

175.89
88.2¢
Aforara 1L

1.25 mL
3.57 mL
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