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RESUMEN.

En el presente trabajo se realize 1la determinacién de
proteinas totales en suero y en oripa, albumina sérica, y 1la
actividad en suero de las enzimas: aldolasa (ALS), colinesterasa
{CHS5), deshidrogenasa lactica (LDH), alfa-hidroxibutirato
deshidrogenasa (HBD), creatina cinasa (CK), fosfatasa alcalina
(ALP}), alanimpa aminotransferasa (ALT), isocitrato deshidrogenasa
{ICD», aspartato aminotransferasa (AST), leucina aminopeptidasa
{LAP) y gama-glutamil transferasa (GGTP); en ratas con sindrome
nefratico (SN) los dias 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20 y 30 después
de una inyeccién Gnica de aminonucléosido de puromicina (ANP).

tos resultados obtenidos indican que a) las protefnas
totales y la albumina en suero disminuyeron el dia 4, y recuperan
valores normales los dias 20 y 30 respectivamentey b} las
proteinas totales en 1la orina aumentaron el dfa 4, y se
mantuvieron altas hasta el final del estudio; c) las actividades
de ALS y CHS aumentaron; d)} las actividades de LDH, HBD, CK, ALP,
y ALT disminuyeron; e) las actividades de ICD, AST, LAP
presentaron un modelo bifésico, ya que primero aumentaron y

'después disminuyeron; y f) 1la actividad de GGTP permanecisd
constante.

Estas diferenciasv en los perfiles de las actividades
enzimiticas sugieren que existe una regulacisn independiente de
los niveles séricos de estas protefnas en el SN experimental

inducido por ANP.



ABREVIATURAS

ALS Aldalasa

CHS Colinesterasa

LDH Deshidrogenasa léctica

HBD alfa-Hidroxibutirato deshidrogenasa

CcK Creatina cinasa

ALP Fosfatasa alcalina

ALT Alanina aminotransferasa

ICD Isacitrato deshidrogenasa

AST Aspartato aminotransferasa

LAP Leucina aminopeptidasa

GGTP gama~Glutamil transferasa

SN Sindrome nefrético

ANP Aminonucléosido de puromicina

ADR Adriamicina

KDa Kilodalton

ADH Hormona antidiurética

ADN Acido desoxirribonucléico

ARN Acido ribonucléico

SNI Sindrome nefréticao idigpatica

ECA Enzima convertidora de angiotensina I

MBG Membramna basal glaomerular

MMPA Andlogo de &4-metil adenosina

APA Andlogo de adenosina

IPA Anadlogo de inosina

ADA Desaminasa de la adenosina

PNP Nucleosidasa

X0 Xantina oxidasa

TxAz Tromboxanao

LTs Leucotrienos

GEC Células epiteliales del glomérulo

DBP Prote{na acarreadora de vitamina D

Ig Inmunoglobulina

TPI Triosa fosfato isomerasa

NADPH Dinucléotido fosfato reducido de nicotinamida
y adenina

NADH Dinucléotido reducido de nicotinamida y adenina

MD Malato deshidrogenasa

ATP Adenosina trifosfato

ADP Adenosina difosfato

HK Hexocinasa :

GPD Deshidrogenasa de glucosa &4~fosfatao

uI Unidades Internacinales
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1. INTRODUEGESON.



El s{ndrome nefrotico (SN} inducido por el aminonucléosido
de puromicina (ANP); que es uno de los productos de la hidrélisis
de la puromicina, ha sido muy empleado debido a que es un modelo
experimental semejante al SN de cambios minimos presente en el
humano [1,2). Este sindrome se caracteriza por proteinuria, hipo-
proteinemia, retencién de sodio, ascitis e hiperlipidemia [(3-61].

La nefrosis en humanos y en ratas se caracteriza por
alteraciones profundas en los niveles circulantes y en el
metabolismo de las proteinas plasmaticasy y aunque existe una
marcada hipoproteinemia, la concentracién sérica de algunas
proteinas permanece sin cambia, mientras que la de otras aun
aumenta. Estos cambiocs en la concentracién de una proteina
plasmatica especi{fica dependen de su sintesis, degradacién,
peérdida corporal y/c volumen plasmatico; estos factores se
encuentran documentados sobre diversas proteinas en SN
experimental [3,4,7-11).

Se han realizado diversos estudios sobre las
concentraciones de diferentes protefnas plasmaticas en SN; sin
embargo, en muy pocos de éstos se ha podido establecer el
mecanismo por medio del cual cambia la concentracien de wuna
protefna circulante especifica en ésta enfermedad [3-6,8-201. En
la tabla ! se presenta una lista de las prots;nas estudiadas en
el SN inducido experimentalmente. Por otra parte, atn no se ha
estudiado la actividad de muchas enzimas circulantes en ratas con
SN inducido por ANP; por lo cual en este estudio empleando este
mismo modelo experimental se midis la actividad enzimatica da:
Aldolasa (ALS, EC 4.1.2.13); colinesterasa (CHS, EC 3.1.1.8);

leucina aminopeptidasa {LAP, EC 3.4.1.1)3% isocitrato des-—



hidrogenasa
EC 2.4.1.1)3
hidrogenasa lactica (LDH, EC 1
hidrogenasa (HBD,

fosfatasa alcalina

(ICD, EC 1.1.1.42);
alanina aminotransferasa (ALT, EC 2.4.1.2);
1.1,27)5
EC 1.1.1.27);

(ALP, EC 3.1.3.10;

aspartato aminotransferasa (AS

de

creatina cinasa {CK, EC 2.7.3.2

y gama—glutamil transfera

Ty

alfa-hidroxibutirato des-

]

s4a

(66TP, EC 2.3.2.2).

TABLA 1. ALTERACIONES EN PROTEINAS CIRCULANTES Y EN ORINA
(NEFROSIS EXPERIMENTAL).

PROTEINAS SUERD ORINA REFERENCIAS

Albdamina - + 3,8,12

Transferrina - + 9,13,14

Glicoprotefna acida alfa-1 - + 15

Ceruloptasmina - + 16

Angiotensinégenc - + 4-6,11

Antitrombipa III - + =]

DBP - + 10

1gG -~ + 18

Ightt + ? 18

alfa 1-macroglobulina + ? 20

Renina + + 4=56,11

ECA + + 4,7

Protrombina + + 8

Fibrinégeno + [+] 8

I1gA = ? 18

(=): Concentracidn disminuidaj (+): Concentracién aumentaday

Concentracisn sin cambiog
desconoce.

(0):

8]

(=

No hay excrecién urinariag (7)

)
Se



2. ORFEISVNO.



Determinar 1la actividad de once enzimas circulantes en
ratas con sindrome nefrético (SN) inducido por el aminonucléosido

de puromicina (ANP).



3. CENERALIDADEY.



3.1 NEFRONA.

La unidad funcional del rifén es la nefrona, formada por
la capsula del glamérulo (o cdpsula de Bowman), el gloméruleo vy
el tubulo renal (figura 1). La céapsula glomerular se localiza en
la corteza renal; esta cdépsula presenta una pared doble, en la
cual la capa interna de la pared (capa visceral) esta formada de
células epiteliales (podocitos). La capa visceral rodea a 1la red
de capilares que es el glomérulo, y existe un espacio entre la
pared interna y la externa o capa parietal, gque eatd constituida
de epitelioc escamoso simple. La membranma endoteliocapsular o
barrera de filtracioén estd formada por las siguientes partes,
enumeradas en el orden en que pasan por ellas las sustancias
filtradas por el rifén (figura 2) [21]:

a) Endotelio del glomérulo. Capa sencilla de - células
endoteliales con poros totalmente abiertos cuyo diametro es de
50-100 nm (el diametro promedic es de 70 nm), permiten qua los
elementos solubles del plasma estén en contacto {ntimo can la
membrana basal glaomerular [22]. Estas ceélulas estsn cubiertas
con Acido sidlico y contienen un complejo formado de
proteoglicanos con sulfato de heparan [23],

b) Membrana basal del gicméruln. Membrana subyacente al
endotelio, no posee poros. Consta de Fibrillas de colagena
incluidas en una matriz de glicoprotefna; estas fibrillas
constituyen una barrera significativa para la filtracién de las
proteinas plasmaticas neutras [22]. Los proteoglicanos se
localizan en la parte interna y externa de la membrana basal

£€24].
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Figura 1. Estructura de la nefrona [Z13.
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Figura 2. Membrana endoteliocapsular: a) componentes de un
corpasculo renal, y b) detalles de la membranpa endoteliocapsular
£211.



c) Epitelio de la capa visceral de la capsula glomerular.
Presenta podocitos (prolongaciones en forma de pie) y citopodios
(pies de podocitos). Estos ualtimos estan dispuestos en forma
paralela a Ja circunferencia del glomérulo y cubren a 1la
membrana basal presentando espacios existentes entre ellos,
denominados hendiduras de filtracien [213 a través de las cuales
pasan moléculas pequedas, restringiendo probablemente el paso de
moléculas grandes [22]. Los podocitos est4n cubiertos por un
glicocdlix rico en acido si&lico [25).

El tubulo renal sale de la capsula glomerular; la primera
parte, se cnnc;e como tubulo contorneado proximal, este presenta
una porciéen contorneada y otra recta (figura 1) [21]. La pared de
este tabulo consiste en epitelio cuboidal con microvellosidades
lo gue sugiere que el epitelio estd adaptado para la reabsorcién
y la secrecién. Esta parte del tabulo se localiza en la corteza.
La parte siguiente del tibulo es el asa de Henle, que estéa
compuesta de dos partes rectas del tubulo y la curva conectoras
la primera parte del tabulo, es la porcién descendente del asa
de Henle que llega hasta la médula y consiste de epitelio
escamoso Yy la segunda parte, es la porcidén ascendente del asa
que se dirige hacia la corteza y que estid compuesta de epitelio
columnar de poca altura y cuboidal. Ambas porcinones descendante
y ascendente estan unidas por la curva conectora del asa, que s@
localiza en la médula (213. La porcién final de la nefrona que
se localiza en la corteza vuelve a estar contorneada, a esta
parte se le denomina tubulo contorneado distal, @l cual es mas
corta que el proximal y contiene epitelio cuboidal con pocas

microvel losidades [21,2&].

~
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Los tubulos contorneados distales se vacian en los

tibulos colectores revestidos de epitelio cilindrico, estos
ultimos atraviesan las piramides renales y se abren en los
calices de la pelvis renal mediante varios tuabulas papilares,
que presentan células columnares (figura i y 3) (2131,

Las nefronas se clasificanm en:

a) WNefrona cortical. Presenta su glom&rulo en la corteza,
por lo tanto sus tdbulos renales relativamente cortos; penetran
en la médula externa.

Bl Nefrona yuxtamedular. Generalmente presenta su
glomérulo en la cercania de la uniém entre 1a corteza y 1la
médula, y sus tubulos renales relativamente largos; penetran an

la médula interna [21].

3.2 RIEGD SANGUINEQ E INERVACION DEL RINON.

Los rifones tienen abundante riego sanguinen, dabido a
que las nefronas son las encargadas principales de la extraccién
de 1o0s desechos presentes en la sangre; y de la regulacién del
contenido de liquidos y electrélitos de la propia sangre. Llas
arterias renales transportan un 25 % del gasto cardiaco a los
rifones, 0 seay, un promedio de unos 1300 ml de sangre (700 ml de
plasma) por minuteo £21,2613.

La arteria renal se divide en arterias interlobares que
se dispersan radialmente entre las piramides (figura 3). En el
limite entre médula y corteza se dividen nuevamente dando las
arterias arciformes (arterias arqueadas), que discurren por la
zona limite. Estas dan origen a las arterias interleobulillares

que penetran radialmente en la corteza, donde dan origen a un

8



Arteria y vena
interlobutores

Arteria  y vena
arciformes
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Arteria
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Figura 3. Riego sanguineo del riAén (213,



vaso aferente para cada glomérulo, en @l que se divide esta
arteriola para tormar una red de capilares [26]. Estos ultimos
se reutnen después en el vaso eferente, por el cual circula la
sangre en sentido opuesto a la cépsula (213,

Los vasos eferentes se dividen en una segunda serie de
capilares que riegan los tGbulos contorneados tanto de la
nefrona cortical comec la yuxtamedular; ademas los vasos
eferentes de la pefrona yuxtamedular forman vasos vasculares
paralelos, los llamados vasos rectos, que penetran en la médula
y forman el riego capilar para las asas de Henle. La segunda
serie de capilares se rednen para formar las venas
interlobulillares, luego las arciformes, y finalmente las
interlobulares. Estas ultimas cursan entre las piramides y salen
del rifién por el hilio mediante una sola vena renal [21,26].

Las fibras nerviosas simpaticas para el rifogn acompafan a
las arterias renales en forma de plexo (cuando los ramos
ventrales de los nervios espinales, no llegan de manera directa
a las estructuras que inervan, sino que forman redes con nervios
adyacentes, a uno y otro lado del cuerpo; tales redes se
denominan plexos) y acaban entre el mésculo liso de los vasos
sanguineas renales aferentes y eferentes; y del aparato
yuxtaglomerular. tLa estimulaciédn de 1los nervios simpdticos
renpales o la inyeccidén de noradrenalina, disminuyen 'el riego
sanguineo del rifon por vasoconstriccion generalj en
consecuencia reducen la formacion de oripa. S8Sin embargo,
impulsos nerviosos fisiolégicos pueden aumentar la formacién de
orina por vasoconstriccién selectiva de los vasos eferentes

[26].



3.3 FORMACION DE ORINA.

Los procesos principales que intervienen en la formacién
de orina son:

a) Filtracisén glomerular. La mayor parte de las sustancias
del plasma se filtran en la capsula glomerular con excepcién de
células sanguineas y algunas protefnas [(21].

b} Reabsorcién tubular. Es la retencien de sustancias
necesarias para el organismo, por medio de wna reabsorcisen
parcial o completa en diversas partes del tubulo (21,26].

c) Secrecisn tubular. Algunos solutos son secretados hacia
el interior del tdbulo par las células epiteliales, permitiendo

al organismo eliminar desechos y regular el pH [21,2&6].

3.3.1 Filtracién Glomerular.

La filtraciéen de 1la sangre se lleva a cabo en laos

corpusculos renalesy en 1los cuales cada capsula incluye
capilares glomerulares en espiraly, originandoze asi una
superficie mayor de filtracion. Por otra parte, la membrana

endoteliocapsular, presenta los poros endoteliales que por lo
general no restringen el paso de las sustanciasj sin embargo, la
membrana basal sélo permite el paso de las m&lé:ulas pequefas e
impide el de las moléculas de peso molecular elevado como 1los
elementos corpusculares de la sangre y algunas proteinas
{ejemplo: albtmina plasmatica, peso molecular 67.95 KDa). Otra
caracteristica es que el vaso eferente tiene menor didmetro que
el aferente, de modo que se establece una gran resistencia a la

salida de la sangre presente en el glomérulo, ocasionando que la

i1



presién arterial sea m&s elevada en los capilares qglomerulares
t213. '

La filtracian en el glomérulo depende de diversas
presiones:

a) Presién hidrostitica sanguinea glomerular es la fuerza
que ejerce la sangre en los capilares glomerulares, que tienden a
desplazar al 1liquido fuera del glomérulo con una presién
impulsora, en promedio, de 75 mm de Hg [21,26].

b) Presién hidrostatica capsulary es la fuerza qua
origina un flujo retrségrado, el cual consiste en que una parte
del filtrado regrese al capilar, y esto se debe a que el
filtrado en el espacio glomerular se enfrente a dos farmas de
resistencia: las paredes de la cépsula y el liquido presente en
el tubulo renal o bien, depende principalmente de la tension de
los tejidos renales dentro de su cubierta rigida de tejido
conectivo., La fuerza que origina este flujo, es por lo general
de wunos 20 mm de Hg [21,263.

c) Presién osmética sanguinea, es la fuerza que conserva
el equilibrio entre dos soluciones de diferente concentracidén,
que se encuentran separadas por una membrana semipermeable. Las
proteinas plasmaticas ejercen la presién osmética, que tiende a
regresar agua del filtrado (solucién de concentracién menor) a
los vasos capilares que contienen la sangre {solucién de
concentracisn mayor). La presisn osmatica presenta un wvalor
aproximadamente de 350 mm de Hg. Las dos ultimas presiones se
opoenen a la presién impulsora £21,28].

El ritmo de formacién de filtrado glomerular as

12



proporcional a la presién efectiva de filtracism con la cual se
produce, y que se representa por la siguiente férmulaz‘

Petf{f = Ps - (Pc + Po}
donde

Peft = Presién efectiva de filtracisén.

Ps = Presieéen hidrostatica sanguinea glomerular.
Pc = Presién hidrostdtica capsular.
Po = Presison osmética sanguinea.

sustituida queda

Peft = 75 mm Hg - (20 mm Hg + 30 mm Hg)

Peff = 25 mm Hg

La presién efectiva de filtacién 25 mm de Hgi produce un
indice de filtracién glomerular, que es el volumen de filtrado
que sale de todos los corpusculos renales cada minuto, de unos
125 ml de filtrado/min; a partir de los 700 ml de plasma/min que

pasan sobre la superficie glomerular (21,26].

3.3.2 PReabsorcisn y Secrecisn Tubularn,

La reabsorcién tubular congiste en el paso del filtrado

(constituido por agua y solutos) hacia la sangre que circula por
las capilares peritubulares o los vasos rectos, que tiene lugar
atravesando las células epiteliales del! tubulo, el espacio
peritubular o extracelular y el endotelio capilar. EIl espacio
extracelular est4& compuesto por tejido conectivo laxe continuo y
liquido intersticial [21,241.

Algunos componentes del liquido tubular son reabsorbidos
en cantidades especificas, conforme a las necesidades del

organismo or transporte activoj es decir, que se desplazan
y P

13



contra gradientes de concentracisén o electrogquimicos, y el paso
requiere de energfa metabdlica. Los desplazamientos pasivos
sélo pueden producirse con sustancias a las cuales las

membranas son permeables [(263.

Las diferencias de la pared epitelial segln los
niveles del tubulo sugieren que las funciones de este
tubulo cambian en diferentes partes del mismog por lo

cual, se estudiard la reabsorcién tubular de cada una de
las partes (263,

a) Tubulo contorneado proximal. En esta parte del tubulo
se reabsorbe hasta el 80 % del filtrado glomerular (unos 100
ml/min). E1 epitelio del tubulo proximal es muy permeable al
agua. Las sustancias que se reabsorben en esta zona son la
glucosag los aminodcidos y los iones sodio, potasio, cloruro,
fosfato y bicarbonato [211].

€1 liquido que llega al extremo del tubuloc contorneado
proximal difiere del filtrado glomerular debido a que su volumen
ha disminuido aproximadamente a la quinta parte; la concentracion
de isn sulfato y de componentes nitrogenados es mayor, carece de
glucosa, y el 80 % aproximadamente del sodio y el potasio han
sido reabsorbidos junto con cantidades equivalentes de cloruro,
fosfato y bicarbonato [2&].

b) Asa de Henle. Esta presenta una nueva reabsorcién de

solutos principalmente de clorurc de sodio y agua. Las dos ramas

del asa tienen propiedades diferentes: la descendente es
permeable al agua, mientras que la ascendente es relativamente
impermeable al agua. EIl epitel}c de 1la rama ascendente
transporta activamente cloruro desde el interior del tubule

14



hacia el liguide intersticialy e1 anian va acompafado
pasivamente de cationes (principalmente iones sodio). EX
desplazamiento neto de solutos saliendo de la rama ascendente
hace que el liquido intersticial sea hiperténico, facilitando la
reabsorciéon de agua que se desplaza saliendo de la rama
descendente segan el gradiente osmético; a su vez, asta
reabsorcién de agua facilita la reabsorcién activa de clorurs de
la rama ascendente, aumentando la concentracisn de cleruro de
sodio y agua en el liquido intersticial, con lo cual disminuye
el gradiente de concentracian contra el cual se transporta
claruro. Este mecanismo global se denomina multiplicador de
contracorriente [26].

c) Tabulo contorneadeo distal. Ests porcion da la nefrona
es mas flexible en sus capacidades de reabsorcien, ya que puede
ajustarse a las necesidades del momento. Ademds de que estad bajo
el control de retroalimentacién por hormonas [263.

El tabulo distal recibe aproximadamente la woctava parte
del volumen que tiene el filtrado glomerular original. En  esta
2ona , se lleva a cabo la reabsorcién de iones sodio, <loruro,
bicarbonato y fosfato [26). La reabsorcién de agua esta regulada
por el transporte de sodio (ésmosis) y por moléculas portadoras
de agua, estas moléculas se encuentran en las células de los
tubules distales y colectores; las cuales son reguladas por la
hormona antidiurética (ADH) [213]. Esta hormona facilita la
reabsorcién de agua aumentando la permeabilidad de las membranas
plasmaticas de los tabulos. Un aumento de la presidén osmotica de

la sangre, o una disminucién del volumen sanguineo, son el

15



estimulo para la liberacién de ADH [2&61].

La excrecisén tubular es el fenémeno ocpuesto a la
reabsorcién tubular, por tanto las sustancias que pasan de la
sangre al filtrado son iones potasio, protones, amoniaco y
creatinina. Este Gltimo proceso para la formacién de orina se
estimula mediante un pH sangui{neo bajo, el cual induce a una
s@crecién de protones y de iones amanio en el filtrado; y par lo
tanto la reabsorcisen de bicarbopato de sodio en los tabulos
distales. La secrecién de protones y de iones amonioc produce una
disminucién en el pH de la orina y la reabsorcién de bicarbonato
de sodio origina wun incremento del pH sanguines, dando como
resultado éste ultimo la restauracién del pH sanguineo normal gue

tiene un valor promedio de 7.4 ([21].

3.4 SINDROME NEFROTICO.

El sindrome nefratico (SN) es un estado clinico
multifactorial que se caracteriza por un aumento en la
permeabilidad glaomerular de proteinas plasmdticas, lo que conduce
a prateinuria {principalmente albuminuria) y lipiduria masivas,
Ademas existe wuna tendencia variable de presentar edema
generalizado, hipoalbuminemia, hiperlipidemia, ascitis,
raetencisén de sodio, disminucian de 1la inmunidad humaral y
celular, desnutrician, alteraciones en la concentracidn de casi
todas las proteinas plasmaticas, alteraciones en el metabolismo
de calcio y vitamina D, alteraciones en los factores de la
cocaqgulacién e hipertrofia hepadtica con aumento de ADN y ARN; se
piensa que todas estas alteraciones sistémicas son consecuencia

de la pérdida de protefnas plasmaticas a través de la orina,.
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debido a que la barrera de filtracién glomerular esta alterada
£1,15,27-291. En la figura 4 se representa la relacién que
existe entre las principales alteraciones sistémicas.

En la tabla 2 se presenta una clasificacién de las causas
de SN mas frecuentes. Cualquier lesién glomerular puede estar
asociada, al menos temporalmente, con proteinuria de magnitud
suficiente para producir hipoalbuminemia y de esta forma iniciar
la fisiopatalogfia del SN [151.

El sindrome nefrotico idiop&atico (SNI) es un estado
clinicopatolégico que se desarrolla en ausencia de cualquier
factor etiolégico mencionado en el SN secundaric (tabla 2}; es
decir, que se desconoce su origen [15]. Sin embargo, produce una
lesién remal caracteristica, la cual consiste en la fusién de
las células epiteliales (podocitos) de la barrera de filtracién
glomerular; ademas existe un aumento espontanec en la retencien
de sodic, edema, proteinuria e hiperlipidemia; y es comun en

nifios [1,4,61.

3.5 PROTEINURIA.

El paso anormal de protef{nas plasmaticas en la orina se
conoce como proteinuriag esto se debe a un incrementoc en la
permeabilidad glomerular provocada por una lesisn glomerular o
de una reabsorcisn defectuosa de proteinas por un tubulo
lesionado o saturado (31.

No siempre existe una correlacién inveraa significativa
entre la cantidad de proteina excretada y la concentracion de

albamina séricaj debido a2 que la cantidad de proteina excretada
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TABLA 2. CLASIFICACION DE LOS ESTADOS DE ENFERMEDAD ASOCIADOS

CON EL DESARROLLO DE SINDROME NEFROTICO.

1. SN idiopatico o enfermedad glomerular primaria.

I1. SN  secundario. Esta asociado con eventos etiolégicos
especificos, por 1lo tanto es la enfermedad glomerular que se
deriva de la complicacisn de otras enfermedades:

1. Medicamentos: Mercurio organico, inorganico y elemetaly oro
organicos; penicilaminaj heroina; probenecid;
captopril; antiinflamatorio no esteroidal.

2. Alergenos, venenos, ipmunizaciones: piquete de abejaj; polen.

3. Infecciones:
a) Bacteriana, ‘Glomerulonefritis post-estreptoceéccicaj
"Nefritic de derivacion".
b) Viral. Hepatitis B, herpes zoster, virus de inmuno-
deficiencia humana.
c) Protozeoaria.Malaria (especialmente malaria cuartana).
d) Helmintica. Schistosomiasis.

4, Neoplasica:
a) Tumores solidos (carcinoma y sarcomal); en pulmén,
corazén y estémago.
b) Leucemia y linfoma. Enfermedad de Hodgkin.

5. Enfermedad multisistémica: Lupus eritematoso sistémicoy
parpura Schénlein ~ Henochj
amiloidosis (primaria y secun-
daria).

6. Enfermedad heredofamiliar y metabélica: Diabetes mellitus.

7. Misceldneos: Gestacién asociada (pre-eclampsia, recurrente,
transitorial; rechazamiento del tejido
trapsferido (injerto) repal crénico.

Clasificacién de las causas de SN mas frecuentes [(153].



en SN varfa mucho, ya que estad influenciada considerablemente
por la velocidad de filtracién glomerular, la ingestisén de
proteinas en la dieta y la concentracién plasmatica de albumina,
la cual puede presentar alteraciones en la permeabilidad capilar
sistémica de albumina {se acumula albdimina en el espacio

intersticial) o alteraciones en la sintesis hepatica de albumina

3,191,

Ciertos farmacos actuan sobre la resistencia vascular en
los vasos pre- y post—glomerulares, tenienda efectos
significativogs sobre la magnitud de la proteinuria. Ejemplos?

Agentes antiinflamatorios no esteroidales & inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina I (ECA); ambos reducen la

proteinuria del 40 al &0 % ([151.

3.5.1 Mecanismos de Proteinuria.

La proteinuria en el SN se origina a2 partir de un aumento
en la permeabilidad glomerularj y a su vez este aumento puede
resultar de las anormalidades que se presentan en la carga y/o
tamafio de la barrera de filtracian glomerular [15]: ’

a) La barrera de carga selectiva. Esta constituida de
polianiones, sialoprotei{nas Yy un complejo formado de
proteoglicanos con sulfato de heparan, que limitan el paso de
moléculas especificas con carga negativa. La disminuciéen marcada
en 1los constituyentes anisenicos, puede favorecer la filtracidn
de proteinas cargadas negativamente [301]. De hecho, diversos
estudios sugieren que la disminucion del A&cido si&lico juega un
papel importante en la proteinuria [31,32); sin embargo, no esté

claro aun si el complejo formado de proteoglicanos con sulfato de
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heparan disminuye en SN (331.

b} La barrera de tamafo selectivo. Presenta diferencias
en el radio del poro efectivo, resultando una heteroporosidad de
la pared capilar [15). Se ha propuesto que el tamafo del poro se
debe a gque la glucosa y la manosa se acumulan principalmente en
las glicoproteinas de la membrana basal glomerutar (MBG)
induciendola a cambios en su estructura tridimensional (293,

Los factores que determinan el pasc de las moléculas a
través de la barrera de filtracien son: tamafo, deformabilidad,
carga eléctrica y configuracion molecular, ademas de la

hemodinamica glomerdlar £251].
3.6 HIPOALBUMINEMIA.

La hipoalbuminemia es la disminucion de la concentracisn
plasmatica de albdmina, esta anormalidad metabélica puede ser
consecuencia de una reduccidn en la sintesis, de un incremento
en el catabolismo, de cambios en la distribucidén, de aumento en
la excrecidn urinaria de albumina y/o de una disminucidén en la
ingestieon de proteinas en la dieta. En &1 SN, algunos o todos
estos factores pueden estar presentes [3); sin embargo, no todos
los pacientes con SN, desarrollan hipoalbuminemia durante el
cursao de la enfermedad (151,

Dado que la albuamina es 1a proteina plasmatica mas

abundante y debido a su tamafo relativamente pequefo, contribuye

de manera preponderante con la presién oncotica dentro del
compartimiento intravascular. Por lo tanto, la concentracién de
albumina plasmatica tiene un papel! importante en el mecanismo

homoestatico que mantiene el volumen normal de 1a sangre [3].
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El promedio diario de la sintesis hepatica de albdmina en
adulto es de 130-200 mg/Kg, y esta cantidad puede incrementar 3
veces si es necesario., El catabolismo normal de albumina
intravascular es del 5-12 % diario; sin embargo, en pacientes con
SN la pérdida catabélica varia del 16-50 %. Lo anterior indica
que la sintesis de albumina debe ser capaz de compensar las
pérdidas de esta proteinma por orina £3].

La sintesis de albumina en 21 SN aumenta; sin embargo,
este incremento no es suficiente para mantener el nivel
plasmatico normal de albumina. Por otra parte, la albuminuria,
el catabolismo renal de albUmina y el catabolismo extrarrenal
producen la pérdida desproporcionada de una fracciéen grande de
la albumina intravascular, produciéndose de este modo la
hipoalbuminemia (3], El1 rifon es el sitio que presenta un mayor
catabolismo de la albumina, y este aumento parece derivarsa de

una captacisén tubular y destruccién de la albumina filtrada (123,

3.7 HIPERLIPIDEMIA E HIPERLIPOPROTEINEMIA.

La hiperlipidemia y la hiperlipoproteinemia constituyen
una de las manifestaciones mas notables del SN. Numerosos
estudios han confirmado un incremento en todas las grasas de la
sangre (colesterol sérico, fosfolipidos Yy triglicéridos
plasmaticos), tanto en modelos humanos come animales con  SNj
simultaneamente existe un aumento en las proteinas
transportadoras de lipidos de la sangre, que son las

lipoprotetnas £3).

Los niveles de colesterol sérico total vy fosfolipidoes
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estin casi siempre elevados en SN, excepto en los casps leves.
Los niveles de estos lipidos aumentan progresivamente con la
gravedad del SN. El nivel de triglicéridos en suero es variable,
en muchos casos se aproxima al valor normal pero cuando el
sindrome aumenta en severidad, los triglicéridos 1llegan a
aumentar marcadamente, y en tasos m&s severos puede llegar & ser
el més prominente de los lipides en la sangre., Los Acidos grasos
estan normales, aungque la fraccien unida a la albdmina se reduce

£33,

3.7.4 Patogénesis de la Hiperlipidemia 8 Hiperlipoproteinemia.

Lta patogénesis de los lipidos Yy lipoproteinas
incrementadas en SN, es el resultado final de los defactos
presentes en e1 npamero de pasos fundamentales de la ruta
metabélica de las lipoprotefinas (32.

Muchos estudios en SN han presentado una relacisn  inversa
entre los lipidos de la sangre y las lipoproteinas con respecto
a la concentracién de albdmina plasmaticaj sin embargo, otros
estudios sugieren gque la albumina no puede ser gor si misma la
responsable de la elevacién de 1los lipidos y de las
lipoprotetinas; mas bien es una funcioen de la baja cencentracian
de albamina, tal come el volumen sanguineo g Ya presién ancética
del plasma. Por lo tanto, la hipoalbuminemia, directamente o
indirectamente, es el factor critico de iniciacién de 1la
hiperlipoproteinemia e hiperlipidemia [33.

Actualmente se piensa que la hiperlipoprateinemia en el SN
s secundaria a un aumento en su sintesis y @ una disminuecisn en

su degradacisn 131,
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La hipétesis clasica que se ha propuesto para la
retencién de sodio y el desarrollo de ascitis y edema en SNj se
fundamenta en gque la hipoalbuminemia es el factor critico que
induce a los sintomas antes mencionados (28,292,341, E1l mecanismo
que se presenta durante la hipoalbuminemia es el siguiente: En
el SN existe wuna disminucién de proteinas plasmaticas
principalmente albumina, originando una disminucién an la
presién oncética de la sangre lo que favorece el movimiento de
agua y solutos al espacio intersticialj presentadndose uwna
reduccién del volumen sanguineo <(hipovolemia), esta altima
estimula el sistema renina-angiotensina-aldosterona, mediante
mecanismos neurchormonales gque inician la retencidan de sodio y
agua para mantener la osmolaridad de los liquidos del cuerpo,
dando un progresivo desarrollo del fluido extracelular (edema)
134].

Sin embargo, esta hipétesis no es valida debido a que no
en todos los casos de SN se presenta hipovolemia [(35] ademasy se
ha encontradeo que la actividad plasmatica de renina y la
aldosterona (ambas son indicadores funcioniles del volumen
circulante) no siempre se encuentran elevadas en pacientes con
SN [361. Estos hallazgos sugieren gue la retencien de sodio y la
formacién de edema no depende del sistema renina-angiotensina-
aldosterona, sino que mas bien se debe a mecanismos

intrarrenales [371.
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3.9 GSINDROME NEFROTICO EXPERIMENTAL .

El SN que se desarrolla en humanos, puede ser reproducido
experimentalmente en animales mami{feros como las ratas. Las
alteraciones renales y sistémicas en la nefrosis experimental son
similares a las de la forma clinica de la enfermedad [2].

Para inducir y realizar el estudio de SN experimental, se
han disefado diversos modelos experimentales, en los cuales se
emplean inyecciones de las siguientes sustanciass

a) Suero nefrotéxico. Produce nefritis de Heymann [29,3B81.

b) Aminonucléosido de puromicina (ANP). Se parece mucho al
sindrome nefraético con lesiones minimas encontradas en humanos
£2,391.

c) Adriamicina (ADR o doxorubicinal). Una sola inyecciosn
intravenosa de 7.5 mg/Kg de peso, praduce proteinuria por meses
{401.

d) Daunomicina {(daunorubicipa) {413,

Todas estas sustancias inducen a una proteinuria, que es
caracteristica del SN. Las estructuras de estas sustancias se
representan en la figura 5.

E1 ANP produce los siquientes modelos experimentales:

a) SM crénico. Se induce por una inyeccién intravenosa de

ANP a dosis baja (50 mg/Kg de peso corporal total),
produciéndose proteinuria crénica y daRo renal irreversible
£421.

b) SN agudo. Se induce por una o por varias inyecciones

subcutdneas o intraperitoneales de ANP que van de 350-150 mg /Kg

25



7960, PUROMICINA (P, M, =471,51) AMINONUCLEQSIDO OE LA PUROMICINA

(P.M.= 294}
CH
“:C\N,C“: H:C\N, s
N7 | r N/ | /ﬁ
k\N NJ L\N N
HO-CH; .0 HO-CH, 0.
H : Wl
i o "NHz oM
0
HaN-CoH
n,c-@ocn,
3428, DOXORUBICINA (P.M,=543,54) 2815, DAUNORUBICINA (P.M,=527 i1}
(ADRIAMICINA ) (DAUNOMICINA)
o oH 0 OH

CH0 O OH CHO O .OH

HyC s H,C
° AN
Nz

LNk, 0

O,
Oemmmaes

Figura 5. Estructuras de los compuestos usados para
producir sindrome nefrético experimental, La puromicina sélo se
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de peso corporal total, desencadenando una proteinuria masiva y
SN en un lapso de 7-14 dias después de su aplicacién, mads o
menos 3 semanas después la proteinuria disminuye y a las &
semanas desaparece; lo cual indica que €s un proceso reversible
431,

Diversos estudios indican que la patogenia inducida por
el ANP es el resultado de un dafio directo sobre el rifdn,
presentando un corto periodo de induccion; después del cual se
presenta la proteinuria [44). Otros autores han informado Qque
este perfodo de latencia puede ser de 5 a 21 dias dependiendo de

la dosie y via de administracioen [451.

3.10 GENERALIDADES DEL ANP.

El aminonuclé¢osido de puromicina [ANP, &-~dimetilamino-9-
(3'—amino-3’'-desoxi-beta-D-ribofuranosil}) purinal C[4&6]) es un
derivado de 1la puramicina Lé~dimetilamino-9- (3’ ~p-metoxi-L-
fenilalanilamino-D-ribosil) purinal, este altimo compuesto
obtenido del hongo actinomicete Streptomyces albo-niger fue
utilizado como antibidtico, y en el tratamiento de la
tripanosomiasis ([47]. El1 ANP se obtiene por la hidrélisis del
residuo p-metoxitirosil unido al grupo amino del azducar de la
puromicina (reaccién de Edman) (481. La actividad tripanicida del
ANP es mayor que la de la puromicina [49],

La estructura del ANP esta constituida por un anillo de
purina con un grupo dimetilamino en la posicién & y por un
aminoazdcar desoxirribosidico en la posiciéen 3°. Se ha observado

que ninguna de las dos partes antes mencionadas por si sola es
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el agente nefrotéxico, por lo que el ANP integro tiene esta

capacidad [501].

.11 METABOLISMO Y MECANISMO DEL DARO DEL ANP EN SISTEMAS

IN VIVO E IN VITRO,

La via de administracion del ANP puede ser subcutanea,
intraperitoneal e intravenosa. Para que exista una menor
variacién en la excrecian basal de proteinas, en modelos

experimentales, se debe procurar que las ratas sean de la misma
raza, peso, sexo y bajo las mismas condiciones de laboratorio
L511.

En diversos estudios, la excrecién urinaria de ANP en
ratas varia del 25 al 50 % de ANP sin cambio, y el 90% restante
se presenta como ANP transformadoj esto sucede dentro de las
primeras 8 h. Lo anterior se complementa con otros experimentos
realizados con ANP marcado radiactivamente, en donde se observa
que desde el primer dia se presenta un &5 % de ia radiactividad
total en orima dentro de las primeras B h;y y en heces se
presenta de un 27-30 % de la marca total. Del porcentaje total
de ANP en orina (&5 %); el 40 % es ANP sin modificar y el &0 %
son metabolitos principalmente alantofina, MMPA, APA y 4cido
urico. Por 1lo tanto, él porcenta je de excrecién total de ’ ANP
marcado es del 92-95 % [52-54].

Despué¢s de varios hallazgos se ha propuesto que el
metabolismo del ANP in vivo es similar a la via metabélica de las
purinas, debido a 1la estructura del ANP y su posibilidad de
degradarse en metabolitos semejantes a los que se presentan en

esta wvia metabélica, En la figqura & se presenta la ruta

28



catabeélica del ANFP, la cual esta basada en fhallazgos
experimentales: el ANP sufre una desmetilacién por medio de las
enzimas microsomales (desmetilasas) del higado originando el
metabolito MMPA, el cual es desmetilado nuevamente produciendo
APA. La primera desmetilacison es rapida, esto se debe a gque las
aminas secundarias son desalquiladas mas lentamente que las
aminas terciarias. EL APA obtenido anteriormente viene siendo el
equivalente de la adenosina (metabolito de la via de las purinas)
y por medio de la enzima desaminasa de la adenosina (ADA) sufre
una desaminacién en la posicién & origindndose IPA que es el
anadlogo de la inosina. Este ultime compuesto por accisn de una
nucleosidasa (PNP) produce hipoxantina. Este Gltimo metabolito en
presencia de agua, oxigeno y la enzima X0 (xantina oxidasa)l,
genera radicales 1libres del oxigeno y xantinaj que por accién
nuevamente de X0 se forma acido urico y radicales libres del
oxigeno. El Acido drico por medio de la enzima uricasa forma la
alantoina que es el producto final del metabolismo de las purinas
de mamiferos que no son primates. Los radicales libres del
oxigeno que se producen en esta via catabslica, a su vez inducen
a la lipoperoxidaciéon en la membrana glomerular, por lo cual se
piensa que la hipoxantina se metaboliza via X0 de las purinas, en
la cual 1la actividad de XO esta aumentada [531. Ademas, se ha
sugerido que la interaccion entre tromboxano (TxAz),
leucotrienas (LTs) y radicales libres estan involucrados
en la 1iniciacieén y desarrollo de la nefrosis por ANP 3
sin embargo, no existe un mecanismo claro €551,

Otros estudios muestran que las células aepiteliales del
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Qlomérulo (GEC) son el blanco de la citotoxicidad del ANP in
vitrg ya gque se produce desprendimiento focal de células,
alteracion en la sintesis de polianiones y cambios en la
"renovacisén” de glicosamina {56]. Todos estos cambios son
considerados como factores que determinan la proteinuria en el

modelo de SN por ANP,
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4. MAITERIAL Y METODOY.



4.1 REACTIVOS.

El aminonucléosido de puromicina (ANP) y los kits
comerciales para medir las siguientes enzimass tLeucina amino-
peptidasa (LAP), procedimiento No.251j alfa-hidroxibutirato

deshidrogenasa (HBD), procedimiento No.DG 120-UV; aldolasa (ALS),

procedimiento No.752; gama-glutamil transferasa (GBTP),
procedimiento No.5455 isocitrato deshidrogenasa {ICD),
procedimiento No.176; colinesterasa (CHS), procedimiento No.420 y

la albamina, procedimiento No.&3] se obtuvieron de Sigma Chemical
Co. {St, Louis, MO). Otros kits comerciales se obtuvieron de
Beckman Instruments (México, D.F.) para medir las enzimas
restantes: Deshidrogenasa lactica (LDH), catalogo No.6B3374;
aspartato aminotransferasa (AST), catalogo No.4B3519; fosfatasa
alcalina (ALP), catalogo No.6B3439; creatina cinasa (CK) ,
catalogo No.&83280 y alanina aminotransferasa (ALT)Y, catalogo

No. &83453.
4.2 DISEND EXPERIMENTAL.

En este trabajo se emplearon ratas macho Wistar con un
pesc corporal de 200-250 g, a las cuales se les indujo el
sindrome nefrético (SN) mediante una inyeccion subcutanea Gnica
con on volumen de 1.5-1.9 ml de una solucien de ANP al 2 % en
solucidn salina 0.9 ¥ (equivalente a una dosis de 15 mg de
ANP/100 g de peso corporal) [(4,6,7). A 1los animales control
(n=10) Juanicamente se les inyecté solucién salina al 0.9 %
(empleando la misma dosis que para ANP). Durante el estudio

todos los animales se mantuvieron en jaulas metabélicas. De B a
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10 ratas se sacrificaron por decapitacién {(quillotima Harvard)
los dias 2, 4, &, 8, 10, 12, 14, 20 y 30 después de la inyeccién
con ANP. Las ratas se sacrificaron los dfas antes mencionados
para observar los perfiles de actividad de las diferentes
enzimas, tanto en el estado pre-nefrético que se presenta del dia
1 al dia 3 y el estado nefrético que es a partir del dia 4 al dia
30 [4]1. Se midié el volumen de la orina, se centrifugée y se
almacens a -—20°C hasta que se realize la determinacisen de
proteinas totales. La sangre se centrifugée para separar el suero,
el cual se utilize inmediatamente para medir albdmina, proteinas

totales y la actividad de las enzimas.

4.3 METODOS ANALITICOS.

La actividad de las enzimas séricas se midis de acuerdo a
las instrucciones dada; en los kits.
a) Aldolasa.

La técnica que se uss para medir la actividad de ALS es
una modificacién del procedimiento de Sibley & Lehninger (57]. La
ALS cataliza la ruptura de fructosa 1-4 difosfato formando
dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido 3-fosfato, la triosa
fosfato isomerasa (TPl} presente en suero cataliza casi por
:umpieto la conversisn del gliceraldehido 3-fosfate a
dihidroxiacetona fosfato. Posteriormente éste Gltimo producto de
reaccién es hidrolizado a temperatura ambiente formando ¢triosa
libre, la cual bajo condiciones alcalinas se convierte en
aldehido hidroxipiravico. Este reacciona con 2,4—
dinitrofenilhidrazina para formar la correspondiente hidrazona a

la cual se le agrega mas alecali, formando un complejo de color
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parpura estable, el cual es proporcional a la actividad de la ALS

y se mide espectrofotométricamente a 540 nm. (espectrofotometro

Bausch & Lomb). Las reacciones gque se llevan a cabo son las
siguientes:
1) Fructosa ALS Dihidroxiacetona + Gliceraldehido
—_—
t-6 difosfato fosfato 3-fosfato
2) Dihidroxiacetona temp. amb. Dihidroxiacetaona + Fosfato
fosfato
3) Dihidroxiacetona oOH~ Aldehido hidroxipiravice
4) Aldehido hidroxi * 2,4-dinitrofenilhidrazina——3Hidrazona

piravico

5) Hidrazona OoH_ Farmacién de un complejo de
color parpura intenso.

b) Colinesterasa.

El procedimientc para medir la actividad de CHS se basa en
el método de Rappaport £581, en el cual se emplea un indicador,
m—-nitrotenol, ya que se cuantifica el &4cido acético producido por
la hidrelisis enzimatica de acetilcolina. La disminucién del
color en la reaccién, el cual se mide a 420 nm (espectrofotémetro
Bausch & Lomb) &as proporcional a la actividad de CHS. Las
reacciones que se llevan a cabo son las siguientes:

1) Acetilcolina + Agua _CHS, pH 7.8 Colina + Acido acético

2) Acido acético + m-nitrofennl —— 5 Se proéuce una disminucién
en el pH, por lo tanto hay
una pérdida de color.

) Leucina aminopeptidasa.

ta determinacién de LAP estd basada en el método
modificado por Martinek y col. (591, el cual consiste en 1la

hidrélisis de L-leucil-beta-naftilamida por LAP para producir L-
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. leucina mas beta-naftilamina. Este producto reacciona con nitrito
de sodio en medio &cide para formar un compuestc diazo, el cual
reacciona con N-(l-naftil)-etilendiamina para formar un compuesto
azo de color azul. La absorbencia de este color a 580 nm
(espectrofotemetro Bausch & Lomb) es proporcional a la actividad

de LAP. Las reacciones que se llevan a cabo son las siguientes:

1) L-leucil-beta- + Agua LAP _tL-leucina + beta-naftilamina
—_——
naftilamida
2) beta~naftilamina + NaNO3 H+ Compuesto diazo
3) Compuesto + N-(l-naftil)-etilendiamina «———> Azo de color
diazao azul
d) Isocitrato deshidrogenasa.

El1 meétodo colorimétrico empleado para medir la actividad
de ICD es una modificacién del procedimiento de King [&40]; en el
cual la ICD sérica cataliza uma reaccién de descarboxilacién
oxidativa produciendo dinucléotido fosfato reducido de
nicotinamida y adenina (NADPH), biéxido de earbono (COg) vy
oxalosuccinato. Este ultimo praducto es inmadiatamente

descarboxilado para formar €l alfa-cetoglutarato. La actividad de

ICD es proporcianal al alfa-cetoglutarato producido, éate
reacciona can 2,4-dinitrofenilhidrazina para formar la
fenilhidrazaona. Este producto tiene un intenso calor en

soluciones alcalinas, a 390 nm (espectrofotémetro Bausch & Lomb).

Las reacciones que se llevan a cabo son las siguientes:

1) L-iso~ + NADP+_.LCDW_,NADPH+ HY o+ alfa-ceto + COp
citrato Mn ) glutarato

2) alfa-ceto + 2,4-dinitrofenilhidrazina ———> Fenilhidrazaona
9lutarato
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e)  Aspartato aminotransferasa.

La actividad de AST se midid de acuerdo al método descrito
por Karmen y col. [&1]1. La AST cataliza 1la reaccién de
aminotransferasa que existe entre aspartato y alfa-cetoglutarato,
produciendo glutamato mas oxalacetato; éste es el producto que se
va a cuantificar por medio de una reaccisn de deshidrogenacion,
en la cual la malato deshidrogenasa (MD) cataliza la reduccien de
oxalacetato a malato con la oxidacién ccnc;mitante del
dinucléntide reducido de nicotinamida y adenina (NADH). La
disminucién en la absorbencia a 340 nm (fotémetro Boehringer
Mod.4010) causada por la oxidacién de NADH, es directamente
proporcional a la actividad de la AST presente. Las reacciones

que se llevan a cabo son las siquientes:

1) Aspartato + alfa-ceto- AST Oxalacetato + Glutamato
glutarato
2) Oxalacetato + NADH + H' ™MD, > Malate + NADT

1) Alanina aminotransferasa.

La actividad de ALT se midié de acuerdo al método de
Wrébleski & LaDue (&621. El piruvato y glutamato son productos de
la reaccién entre alanina y alfa-cetoglutarato catalizada por
ALT; esta reaccion se acopla a una reaccieéen de deshidrogenacion,
en la cual la deshidrogenasa lactica (LDH) cataliza la reduccién
de piruvato a lactato con la oxidacién simult&nea de NADH. La
disminucién en la absorbencia a 340 nm (fotometro Boehringer
Mod.4010) causada por la oxidacisén de NADH, es directamente
proporcional a la actividad de ALT en la muestré. Las reacciones

que se llevan a cabo son las siguientes:
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1} Alanina + alfa-cetoglutarato ALT . Piruvato + Glutamato

2) Piruvato + NADH  + RHT LDH Lactate + NAD®
_—

g) Deshidrogenasa lactica.

La actividad de LDH se midié por la técnica directa [633.
La LDH cataliza la reaccien de oxido-reduccian entre lactato y
NAD, induciendo a la formacien del piruvato y NADH. El1 incremento
en la absorbencia a 340 nm (fotometro Boehringer Mod.4010) se
debe al aumento en la produccisn de NADH. La velocidad del cambio
en la absorbencia es directamente proporcional a la actividad de
la LDH en 1la muestra. La reaccién que se lleva a cabo es la
siguiente:

1) Lactato + naD™ LDH Piruvata + nNADH  + HY
—t]

h) alfa-Hidroxibutirato deshidrogenasa.

La HBD cataliza la reduccién de 2-cetcbutirato a 2~
hidroxibutirato con 1la oxidacisén concomitante de wuna cantidad
equimolar de NADH a NAD {441, Por lao tanto, la cantidad de cambio
de la absorbencia a 340 nm {fotometro Boehringer Mod.4010) se
debe a la oxidacién de NADH, que es directamente proporcional a
la actividad de HBD. La reaccién que se lleva a caba es la
siguiente:

1) 2-—cetobutirato + NADH + H' HBD 2-hidroxibutirato + Nap*
—

i) Creatipna cinasa.

La CK cataliza la transferencia reversible de un grupo de
creatina fosfato a adenosina difosfato (ADP) formando adenosina
trifosfato (ATP). La velocidad de la formacién del ATP se mide a

través del! uso de 2 reacciones acopladas catalizadas por
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hexocinasa {HK} y deshidrogenasa de glucosa-b-fosfato (GPFD). La
velocidad de la reduccisn del NADP a NADPH se determina midiendo
el aumento en la absorbencia a 340 nm (fotometro Boehringer
Mod.4010) . El ritmo del cambio en la absorbencia esté
directamente relacionado con la actividad de la CK en el sueroj
la determinacién de esta enzima es wmediante el procedimiento
modificado por Rosalki (651, La secuencia de 1las reacciones

enziméticas es la siquiente:

1) Creatina fosfato + ADP CK , Creatina + ATP
2) ATP + Glucosa HK 5 Glucosa~-b-fosfato + ADP

3} Glucosa-é~ -+ nape ™ GPD_, &-fosfogluconate + NADPH + H+
fosfato
J) Fosfatasa alcalina.

La ALP cataliza la hidrélisis de p-nitrofenilfosfato a p-
nitrofenol mas fosfato, esta reaccion esta descrita en el método
de Bessey (661, El p-nitrofenol es el producto que se cuantifica
a 405 nm (fotémetro Boehringer Mod.4010). E1 aumento en 1la
absorbencia es directamente proporcional a la actividad de ALP en

la muestra. La reaccion enzimatica que se lieva a cabo es 1la

sigquiente:
1) p~nitrofenil + Agua ALP p-nitrofenol + Fosfato
fosfato > B

k} gama-Glutamil transferasa.

La GGTP se midié por el método descrito por Naftalin [671.
La gama-L-glutamil-p-nitroanilida sirve como sustrato vy la
glicil-glicina coma la molécula aceptora del grupo glutamil
liberado por 1la accisn de GGTP. La p-nitroanilina liberada es

diazotada de acuerdo a la reaccion modificada de Bratton-
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Marshall. Posteriormente, el compuesto diaze formade reacciona
con N-(l-naftil)-etilendiamina para formar el compuestc azo de
color rosa, el cual es medido a 540 nm {espectrofotemetro Bausch

& Lomb). La secuencia de las reacciones enzimaticas es la

siguiente:
1) gama-L-glutamil— + Glicil- GGTP p-nitroanilina + Glutamil-
p~nitroanilida glicina glicil-
glicina
2) p—nitroanilina + NaNOo H+ Compuasto diazo

-_————

%} Caompuesta + N-(i~naftill-etilendiamina — 3 Compuesto zzo de
diazo color rosa

1) Albdmina.

La albtmina se midié colorimétricamente de acuerdo al
método de Doumas & Biggs [6Bl. La albumina forma um complejo con
el verde de bromocresol para producirc un color verde-zzul con una
absorbencia maxima a 628 nm (espectrofotémetro Bausch & Lomb)., La
intensidad del color producido es directamente proporcional a 1la

concentracién de albdmina en la muestra.

m) Proteinas totales.

Las protefnas en orina se precipitaron y se lavaron con
4cido tricloropacético al 10 %4, finalmente se resuspendieron en
hidréxido de sodio 0.5 M. Las proteinas totales en suero y orina
se midieron de acuerdo al método de Lowry & cols. empleando una
longitud de onda de 660 nm (espectrofotémetro Bausch & Lomb) [&91

usando albGmina sérica bovina como un estandar.
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4.4 PRESENTACION DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos se expresan como el promedio +/~ desviacian

estandar. EL andlisis estadistico se realizs por medio de 1la

prueba t de Student no pareada. Los valaores de p menores que 0.05

se consideraron estadisticamente significativos.

40



5. RESULIADOS.



Las ratas inyectadas con el aminonucléosideo de puromicina
{ANP) desarreollaron una marcada proteinuria, poliuria,
hipoproteinemia y ascitis. El fluido ascitico acumulado se perdisé
répidamente como poliuria.

De la figura 7 a la 12 ge presentan las curvas de
calibracién da albamina, ALS, GGTP, LAP, ICD Yy CHS
respectivamente; en las cuales se presentan la ordenada al origen
(b), el coeficiente de correlacién (r) y la pendiente (m).

En todas las figuras se consideré el estado pre-nefrético
a partir del dia 1 al dia 3, y el estado nefrotico a partir del
dia 4 en adelante; por otra parte, todos los valores control’
estan dados el dia cero. Los datos expresados en las diversas
figuras estin dados como el promedioc +/~ la desviacién ecténdar
de B-10 determinaciones por cada dia.

En las figuras 13 y 14 se presentan los perfiles de la
excrecisn de proteinas en orina y el volumen ur{nariu
respectivamente. La excrecién urinaria de proteinas aumente el
dia 4, alcanza su maximo valor el dia B y después disminuye
paulatinamente, sin embargo, en el dia 30 aun ests
significativamente elevado. El volumen urinario auments el dia &,
alcanzo su valor maximo el dia 8 vy después disminuyé
progresivamente hasta alcanzar valores no diferentes del control
el dia 30.

€En las figuras 15 y 14 ;e presentan los perfiles de las
proteinas totales y de albuamina en sueroc respectivamente; los
niveles séricos de proteinas totales y de albuimina disminuyerunv
el 'dia 4. Las proteinas totales alcanzaron su valor mas bajo el

dia & y después aumentaron progresivamente hasta alcanzar valores
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control el dia 20. La albdmina alcanzé sus valores més bajos los
dias 6-16 y regresé a valores cantrol el dia 30.
En las figuras 17 y 18 se presentan los perfiles de
" actividad de las enzimas ALS y CHS respectivamente. La actividad
de ambas enzimas se elevé durante el estado nefrético (dias 4 y &
respectivamente)j sin embargo, la ALS en contraste con la CHS no
regresée a valores control. Esta ultima enzima regresé a valores
control a partir del dfa 1&.

Las actividades de las enzimas LDH, HBD, CK, ALP y. ALT
estan en las fiquras 19 a la 23 respectivamente. Tadas
disminuyeron durante el estado nefratico, excepto la ALP que
decrecis a partir del estado pre-nefrotico. Las actividades de
casi todas las enzimas permanecieron bajasy al final del estudio

s6lo las actividades de la ALP y la ALT regresaroen a valores
control a partir de los dias 16 y 20 respectivamente. Por otra
parte, la LDH y 11la HBD presentan perfiles de actividad
semejantes; tal vez esto se deba a que son isoenzimas.

tas actividades de las enzimas ICD en la figura 24 y AST
en la figura 25, incrementaron en el estado pra-nefrotico vy
disminuyeron durante el estado nefrético. La actividad de ICD no
regresé a valores control, ya que presentée una actividad baja al
finmal del estudio; y la AST regress a valores cantrol el dia 30.

La actividad de LAP en la figura 26 auments el dia 4 y
posteriormente disminuyd substancialmente al dia 8 (ambos dias
corresponden al estado nefrético), regresando a valores control a
partir del dia 1&.

La actividad de la GGTP en la figura 27 permanecié
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constante ‘a lo largo del estudio. Los valores cantrol fueron::
3.38 +/~ 0.55 Ul/ml.
En las tablas 3 y 4 se encuentran . los - resultadgos

condensados de todas las figuras.

CURVA DE CALIBRACION DE ALBUMINA

1,000}
0.900-}
0.800-
0.700-]
0.600-
0.500-]
0.400
0.300-
0.200-]
O.IOOT

ABSORBENCIA .

7 T T T +
2.0 4.0 6.0 8.0
CONCENTRACION (g/dl}

Figura 7. Curva de calibracidén de albamina: r=0.9%44,
b=0.04 y m=0.1186. La absorbencia se leys a 628 nm.
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CURVA DE CALIBRACION DE ALS

b
0.600 -
0.500
< T
O
Z 0.400 -
L
&
O 0.300 A
o
is]
< 0.200 4
0.100 -

5 1 15 20
CONCENTRACION  { Unid. sigma/ml.)

Figura 8. Curva de calibracién de aldolasa: r=0.9990,
b=0.00& y m=0.0308. La absorbencia se leyé a 560 nm.
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CURVA DE CALIBRACION DE GGTP

L
0.7001
_<__[ 0.600+
2
ul 0.500-
m
X 0.400+
O
w
M 0.300-
<{
0.200
0.100-
T T T T Y >
20 40 60 80 oo
CONCENTRACION (Unid./m!)
Figura . 7. Curva de calibracian de gama—glutamil

transferasa: r=0.9996, b=0.001? y m=0.007. La absorbencia se leyo
a 540 nm.
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CURVA DE CALIBRACION DE LAP

1.100+

1.000
0.900]
0.800
0.700+
0.600+
0.500
0.400-
0.300]

ABSORBENCIA

0.200
Q.100

T T T T
3.0 6.0 9.0 2.0

CONCENTRACION (Unid. sigma/ml)

Figura 10. Curva de calibracién de leucina aminopeptidasa:
r=0.9990, £=0.0048 y m=0.0886. La absorbencia se leyo a 580 nm.
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CURVA DE CALIBRACION DE ICD

0.600-]
0.500-
0.400

0.300

ABSORBENCIA

0.200

0.100

i 1 | |
160 300 450 600
CONCENTRACION (Unid.sigma/mi)

Figura 11. Curva de calibracion de isocitrato
deshidrogenasa: r=0.99463, b=0.0085 y m=0.0009. La absorbencia se
leyd a 390 nm.
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CURVA DE CALIBRACION DE CHS

0.301
.
(&)
Z 0.204
W
o
o
(o]
w
2 o010 :
L 1 T T T T
20 40 60 80 100 120
CONCENTRACION {Unidades Rappaport/ml)
Figura 12. Curva de calibracien de colinesterasa:

r=0.9976, b=0.0107 y m=0,0022, La absorbencia se leyd a 420 nm.
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PROTEINAS EN ORINA
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12560 -
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' DIAS DE ESTUDIO

I conTROL EDO. PRE-NEFAOTICO EDO. NEFROTICO

Figura 13, Perfil de proteinas en oring en ratas control
(dfa cero) y ratas nelréticas con ANP. Los dalos estdn expresados
como promedio +/- desviacisn estandar de B-10 determinaciones por

cada dia.
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VOLUMEN URINARIO

ni/dia

o _ «p (005

DIAS DE ESTUDIO

MR coNTROL  ZZE00. PRE-NEFROTICO  [Z1EDO, NEFROTICO

Figurza 14, Perfil de volumen urinario en ratas control
(dfa cero) y ratas nefrsticas con ANP, Los datos estin expresudos
cono promedio +/- desviacion estandar de 8-10 determinaciones por
cada dia.
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PROTEINAS TOTALES EN SUERO

g/di

10+

+p < 0,001

0 2 4 68 8 0 R B 2 X0
DIAB UE ESTUDIO

BAcontroL  PAEDO. PRE-NEFROTICO L EDO. NEFROTICO

Figura 15. Perfil de proteinis totales en suero en ratas
control (da cero) y ratas nefroticas con ANP, Los datos estdn
expresados  como promedio +/- desviacion estindar de  B-10
deterninaciones por cada dia.



ALBUMINA SERICA

gidl

+p < 0.001 |

0 2 4 6 & 10 f #® 20 30
DIAS DE ESTUDIO

W controL  EZ2ED0. PRE-NEFROTICO  E1EDO. NEFROTICO

Figura 16, Perfil de albimina sérica en ratas control (dlia
cero} y ratas nefroticas con ANP. Los dates estin expresados como
promedic 1/- desviacion estérdar de B-10 determinaciones por cads
dfa.



ALDOLASA

UNIDADES 8IGMA/m

150} . <005 |
"¢ 0.001
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8 10 2 ® 20 %
DIAS DE ESTUDIO

T T

6 2 4 8

BcontroL  ZZED0. PRE-NEFROTICO  CEJEDO, NEFROTICO

Figura 17, Perfil de actividad de aldolasa sérica en ratas
tontrol {dfa cero) y ratas nefreticas con ANP. Los dates estan

expresados  como promedio 4/- desviacisn estandar de  8-10

determinaciones por cads dfa,
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COLINESTERASA

UNIDADES RAPPARORT/mi

A

DIA3 DE ESTUDIO

McontRoL  ZZEDo. PRE-NEFROTICO  CEEDO, NEFROTICO

Figura 18, Perfil de actividad de tolinasterasa sérica en
ratas control (dfa cero} y ratas mefraticas con AN, {os datos
estén expressdos como promedia +/- desviacien esténdar de 8410
determinaciones par cada dia.
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DESHDROGENASA LACTICA

Ui

3000+
vp«005
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1500

760+
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M controL 2 E00. PRE-NEFROTICO  CZIEDC. NEFROTICO

Figurs 19, Perfil de actividad de deshidrogenasa ldctica
sérica  en ratis control (dla cere) y ratss nefriticas com ANP.
Los datos estdn expresades comg promedio +/~ desviacien esténdar
de 8-10 determimciones por cada dfa.
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ALFA-HIDROXIBUTIRATO DESHIDROGENASA

bin

+p 005
 p 0,005
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Figura 20, Perfil de actividad de alfa-hidroxibutirate
deshidrogenaza sérica en ratas control {dla cero) y ratas
nefroticas con ANP. Los datos estan expresados como promedio +/-
desviacion esténdar de B-10 determinaciones por eads dia,
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CREATINA  CINASA

uin

8000 1
+p <005

w p « 0,001

DIAS DE ESTUDIO

M contROL 2200, PRE-NEFROTICO 21 EDO. NEFROTICO

Figura 2]. Perfil de actividad de creatina cinssa sérica
en ratas contro) (dia cero) y ratas nefroticas con ANP, Los dates
esthn expresados como promedio +/- desviacion esténdar de B-10
determinaciones por cada dla,



FOSFATASA  ALCALINA
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Figura 22, Perfil de actividad de fosfatasa alcalim
sérica en ratas control (dia cero) y ratas nefreticas con ANP.
Los datos estén expresados cono promedio +/- desviacion esténdar
de B-10 determinaciones por cads dia.



ALANINA  AMINOTRANSFERASA
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Figura 23, Perti] de actividad de alanina aminotransferasa
seérica en ratag control (dia cero} y ratas nefréticas con ANP,
Los datos estén expresados como pramedio +/- desviacién  estindar
de B-10 determinaciones por tada dla.
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ISOCITRATO DESHIDROGENASA
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+p <005
wp <0005

1000

7601

500

2501

002 4 8 8 0 2 %6 20 3
DIAS DE ESTUDIO

I conTRoL EDO, PRE-NEFROTICO EDO. NEFROTICO

Figura 24. Perfil de actividad de isoritrato des-
hidrogenasa sérica en ratas control {dfa cero) y ratas refraticas
con ANP. Los datas estan expresados Tomo promedio +/= desviaCién
esténdar de 8-10 determinaciones por cads dia.
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ASPARTATO AMINOTRANSFERASA
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Figura 25, Perfil de actividad de aspartato amino-
transferasa serica en ratas control (dia cero) y ratas nefréticas
ton AN, Los datos =stdn expresados como promedio +/- desviacién
estindar de B+10 determinaciones por cada dia,




LEUCINA AMINOPEPTIDASA

UNIDADES 8iGMA/»

81

+p<0.05
wp <0005

DIA8 DE E8TUDIO

T CoNTRoOL EDO. PRE-NEFROTICO 1 EDO. NEFROTICO

Figura 2b, Perfil de actividad de leucina aminapeptidasa
sérica en ratas control ldla cero) y ratas nefriticas con ANP.
Los datos estén expresados como promedio +/- desviacion estindar
de 8-10 determinaciones por cada dia.
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GAMA-GLUTAMIL  TRANSFERASA

U/ml

DIAS DE EBTUDIO

B control BB EDo. NEFROTICO 1 EDO. PRE-NEFROTICO

Figura 27, Perfil de actividad de gama-glutamil
transferasa sérica en ratas control (dia cers) y ratas nefrébicas
con ANP. Los datos estin expresados como promgdio +/- desviacién
‘estondar de 8-10 determinaciones por cada gfa.



TABLA 3. RESULTADOS DE PROTEINAS EN ORINA Y EN SUERO, ALBUMINA SERICA
Y VOLUMEN URINARIO EN SINDROME NEFROTICO EXPERIMENTAL.

Figs. Determinaciones Valor ctel. Aumento  Disminucién  Notas
+/- desv.
estindar,
13 Proteinas en arina 38 +/- 11 * 4-30 No regresd
(mg/dia). *ik g a valores
*hk g1g cantrol.
14 Volumen urinario 15.9 +/- 3.6 * 6-20 Regresé a
(mU/dia). ** g valares
w4k 32 contral
15 Proteinas totales 7.4 4i-1 * 4.16 Regrest a
en suero (g/di). ** g valores
*k+ 35 control.
16 Albumina serica 3.4 +/~0.23 * 4-20 Regreséa
(g/a). w12 valores
bbb | contral.
*  Dias en que aumemd o disminuy® la concer ion o volumen de las

determinationes.
Dia en que se preseria el mayar bio de las d
Vaior que presenta el dia de mayor cambio.
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TABLA 4. RESULTADOS DE LAS ONCE ENZIMAS SERICAS DETERMINADAS
SECUENCIALMENTE EN SINDROME NEFROTICO EXPERIMENTAL,

Figs. Enzimas medidas Valor ctrl. Aumento  Disminucion  Notas
+i- desv.
estandar.
17 Aldotasa 204/-7 *4-30 No regresa
(unidades sigma/mf) *kg a valores
*dk 01 contral.
18 Colinesterasa 8.5 +/- 3.9 *6-12 Regresaa
(U. Rappaport/mf) R+ 12 valores
**4 32 control.
19 Deshidrogenasa 2022 +/- 3N *4-30 No regresa
lactica {UWI} *h g a valores
*h* 1233 control,
20 alta-Hidroxibutiato 724 +1- 107 *4-30 No regresa
deshidrogenasa * 6 a valores
(um *%% 362 canvral.
21 Creatina cinasa 4973 +/- 37 * 6-30 No regresa
[GIT)] ** 16 a valores
*k 4173~ *** 1449 control.
4237
22 Fosfatasa akalina 305 +/-33 *2-12 Regresa a
{uun 12 valores
wht 114 control,
*

Dias en que aumentd o disminuyd la concentracion de las
enzimas medidas.

Dia en que se presenta el mayor cambio de las enzimas
medidas.

Valor que presenta el dia de mayar cambia.

Wk
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TABLA 4, RESULTADOS DE LAS ONCE ENZIMAS SERICAS DETERMINADAS
SECUENCIALMENTE EN SINDROME NEFROTICO EXPERIMENTAL.

Figs. £nzimas medidas Valorctrl. fAumento  Disminucion  Notas
+/- desv.
estandar.
23 Afanina amino- 76 +/- 16 * 6-16 Regresa a
transferasa (UIM) k% 12 valores
*hh 42 control.
24 Isocitrato 590 4/~ 124 *2-4 *10-30 No regresa
deshidragenasa g ** 20 avalores
(Unldades sigma/mi) *4* gGq **k 408 control.
25 Aspartata amino-- 197 4/-31 *2 * 6-20 Regresa a
transferasa (Ui e D ** 16 valores
*hk 236 *x* 130 control.
26 Leucina amino- 3.74 +/- 0.56 *4-6 * 8-12 Regresa a
peptidasa g " 10 valores
(Unidades sigmalmi) 4k 433 k24 control.
27 gama-Ghutamil Amino-  3.38 +/- 0.55 Pemanece
transferasa {Ul/mf) constante.

*  Dias en que auments o disminuyd la concentracién de las
enzimas medidas.
**  Diaenque se presenta el mayor cambia de las enzimas
medidas,
**h  Valor que presenta el dia de mayor cambio.
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6. DISEUSLTON.



El aminonuclénsido de puromicina (ANP}? ha sido muy
empleado para producir nefrosis en ratas [4-7,11,18,20); este es
el producto de la hidrelisis (Degradacion de Edman? del
antibistico puromicina £46]3. A diferencia de la puromicina, el
ANP no es un inhibidor especifico de la sintesis de proteinas
£70]. La nefrasis inducida en las ratas tratadas con ANP, es un
modelo experimental muy ttil; debido a que existen semejanzas
entre las lesiohes glomerulares y las alteraciones metabélicasg
del modelo experimental y el sindrome nefratico (SN) en humano
£1,23.

La nefrosis experimental y en humano se caracterizan por
presentar alteraciones profundas en el metabolismo de muchas
protefnas plasmiticas. Se ha medido la concentracion seérica de
diversas proteinas en ratas y en humanos con SN, y se ha
observado que, a pesar de una marcada hipoproteinemia producida
por la disminucién de muchas proteinas individualesg las
concentraciones séricas de algunas proteinas pueden ser altas E3-
8,18,201, bajas (3~7,9,10,181 o normales [181. Ademas, se ha
documentado el aumento en la excrecién uwrinaria de muchas
proteinas circulantes {13,711; excepto la pérdida en orina del
fibrinédgeno [B], Prosiguiendo con las investigaciones antericres
sobre el comportamiento de diversas protefnas circulantes en
ratas nefréticas con ANP, en este trabajo, se midié la actividad
de once enzimas circulantes en el modelo experimental.

Los perfiles de actividad de casi todas las enzimas
séricas medidas cambiaron durante el estado nefrsdticoy con
excepcian de ALP, ICD y AST que cambiaron en @l estado pra-

nefrético: ALS y CHS aumentaron; LDH, HBD, CK, ALT y ALP
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disminuyeron; LAP, ICD y AST presentaron un modeloc bifasico, en
el cual, primerc aumentan y despué#s disminuyen; por ultimo la
GGTP permanecié sin cambio (tabla 5). Solamente los perfiles de
actividad de HBD y LDH fueron similares; los deméas son totalmente
diferentes. Estos hallazgos sugieren gue la actividad de cada
enzima medida en este trabajo, durante la nefrosis experimental
esta regulada especi{ificamente.

La concentracion de una proteina plasmatica especifica es
el resultado neto de las siguientes variables: sintesis,
degradacién, pérdida corporal y/o volumen plasmético. De hecho,
la excrecién urinaria incrementada (3-8,10-12,15,161, los cambios
en sintesis [3,9,8,723 y 1la degradacién (3,181 de varias
proteinas en SN experimental estan bien documentadas. Algunas
proteinas tal como protrombina, renina y la enzima convertidora
de ‘angiotensina 1 (ECA}; aumentan su sintesis suficientemente
para compensar sus pérdidas en orina, y par lo tanto aumentan sus
niveles circulantes. Otras proteinas tal coma albamina,
transferrina, glicoproteina 4cida alfa-1, angiotensindgeno,
antitrombina 111 y ceruloplasmina ne tienen 1la capacidad de
incrementar su sintesis para balancear su pérdida en orina y/o su
degradacién aumentada. Finalmente, la sintesis del fibrindgeno
esta aumentsda aun cuando no se pierde en orina.

La actividad de algunas enzimas intracelulares aumenta en
la circulacién cuanda las células estan dafadas y, por leo tanto
las membranas celulares llegan a ser muy permeables [73), Una o
la combinacién de las variables antes mencionadas pueden estar

involucradas en los cambios de la actividad enzimética en suero,
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(TABLA "5,

PESOS MOLECULARES Y ACTIVIDADES

DE ONCE ENZ IMAS

CIRCULANTES EN NEFROSIS EXPERIMENTAL .

Enzima = EC niémero Pesoc molecular

Referencia

Actividad sérica

(KDa) en nefrosis con ANP
ALS 7 4.,1.2.13 160 musculo a1 Aumenté
T o 156 higado
CHS 3.1.1.8 348 suero B1 Auments
cK f2.7;3.2 82 cerebro, B1 Disminuyé
st b musculo
LDH ™ T 127 140 carazén, 81 Disminuyé
higado
HBD 1.1.1.27 140 corazan 81 Disminuys
ALT 2.6.1.2 101 higado 78 Disminuys
ALP 3.1.3.1 140 intestino 81 Disminuysd
120 placenta,
hueso
AST 2.6.1.1 70 higado, 81 Aumentdé/disminuys
corazén
Ico 1.1.1.41 330 corazén 78 Auments/disminuys
LAP 3.4.1.1 230-330 cristalino, 81 Auments/disminuy s
higado,
rifién
GGTP 2.3.2.2 90 suero 82 Sin cambio
ALS: Aldelasaj
CHS: Colinesterasaj

CK:

LDH:
HBD:

ALT:

AlLP:

AST:

1CD:

LAP:
GGTP ¢

Creatina cinasaj

Lactato deshidrogenasaj
alfa-Hidroxibutirato deshidrogenasaj
Alanina aminotransferasaj

Fosfatasa alcalinaj

Aspartato aminotransferasay
Isocitrato deshidrogenasaj
Leucina aminopeptidasaj

gama—-Glutamil transferasa.
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observada en este trabajo.

El aumento en la actividad de ALS, CK, LDH y HBD son
consideradas marcadores de la lesién cardiaca y muscular; y los
niveles altos de ALT, ALP, AST ICD, LAP y GGTP son marcados en el
dafo hepatico y/o enfermedad hepatobiliar. Sin embargo, puesto
que estas enzimas no son especificas de algan tejido en
particular; estas pueden aumentar también en respuesta a un dafo
en otros tejidos [73]. Por otra parte, se ha encontrado que 1la
actividad sérica de CHS esta incrementada tanto en nefrosis en
humano como en torma experimental [13,74); se ha sugerido que
este aumento es secundario a una elevacién en la sintesis de
proteinas en el higado.

Se vonmece que las ratas excretan de un 256-50 %4 del ANP
como una sustancia sin cambio, Yy que un 90 % del resto se
presenta como producto transformado dentro de las primeras 8 h.
{52-54], es posible que el aumento en la actividad sérica de
algunas enzimas se deba a las células liberadas en el dafo
praoducido por ANP. En efecto se ha demostrado gue el ANP produce
lesién en w«wl corazén [7951 y en el higado {741, y gque puede
afectar 1la actividad de algunas enzimas hepaticas durante el
estado pre-nefréetico [771, El aumento en la sintasis enzimatica
y/o dismipucién en la degradacien enzimdtica también puede
explicar 1la elevacisn en la actividad enzimatica, sin embargo,
por el momento no se conocte el porcentaje de sintesis y
degradacisn de estas enzimas.

La disminuciéon en la actividad enzimatica en suero puede
ser consecuencia simplemente de pérdida en orina. Esta sugerencia

se basa en el hecho de que la actividad de casi todas las enzimas
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disminuyé durante el estado proteindrico de la enfermedad. Aunque
algunas enzimas son muy grandes (tabla 5), se ha demostrado por
estudios de microscopia electrénica que la ferritina (445 KDa)
78] y 1la catalasa (245 KbDa) (78], las cuales no penetran la
membrana basal glomerular normal; son permeables en la membrana
basal glomerular de ratas nefréticas con ANP y aparecen aen la
orina [7%9). £€sto 1ndica que las proteinas séricas, tan grandes
como ferritina, pueden perderse en la orina de ratas nefréticas
con ANP. Dtros autores han observado que la ALP es eliminada en
orina de ratas nefréticas por ANP [(B03). No obstante, la
disminucisn en la sintesis enzimdtica, el aumento en la
degradacién enzimidtica o una combinacién de éstos factores, puede
también estar involucrado en la disminucién de la actividad
enzimitica. En realidad la caida en la actividad de ALP durante
el estado pre-nefrético, indica que otros factores ademas de 1la
pérdida en orina pueden estar involucradas,

Finalmente, la importanciaz de este estudic fue ampliar el
panorama de las once enzimas determinadas en SN experimental,
para que de este modoe no solamente se les atribuya una
importancia clinica especifica para ciertos organos, como en
enfermedades hepaticas o cardiacas; sino que la determinacién de
éstas pueda constituir parte del cuadro clinico manifestado en el
SN. Por otra parte, estes hallazgos pueden servir como base para

realizar nuevas investigaciones sobre el SN en humanos.
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7. BONELUSFON.



Basandose en los resultados obtenides podemos concluir
que, las ratas nefréticas tratadas con ANP presentan profundas
alteraciones en la actividad de las once enzimas medidas. E1
mecanismo por el cual la actividad sérica de éstas enzimas se
modifica en las ratas nefraeticas no se conoce por el memento.
Este y otros hallazgos scobre los perfiles séricos heterogéneos de
otras proteinas en sindrome nefrético experimental, realizados
por otros autores confirman fuertemente el argumento de que los
mecanismos de regulacisn de sintesis de proteinas en la nefrosis

experimental parecen ser diferentes para cada proteina.
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