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SUMMARY

The human nephrotic syndrome (NS) ia accompanied by important alterations
of the mineral and bone metabolism. The purpose of th\b present study was to
examine the bone metebolism in rats with experimental NS and normal creatinine
clearance, and to evaluate the reversibility of this alteration. NS was induced by three
injections of puromycin aminonucleoside (PAN) on days O, 21 and 356 (10, 6 and b
mg/100 g body weight), respectively.

The biochemical markers of bone formation (osteocelcin and alkaline
phosphatase) and bone resorption (hydroxyproline and pyridinoline), bone mineral
content (BMC) and bone mineral density (BMD) determined by dual-energy x-ray
sbsorptiometry (DEXA), were studied on days O, 7, 14, 28, 42, 66, 84 and 112. In
serum, oateocaicin (OC) concentration increased (p < 0.001), and alkaline phosphatase
(ALP) decreased (p <0.002). Inurine, hydroxyproline increased (p <0.001), but urinary
pyridinoline was not ditferent from the control group throughout the study. Increased
serum parathyroid hormone concentration and decreased levels of 26-hydroxy and
1,26-dihydroxyvitamin D were found since day seven. During the intense proteinuria,
bone resorption predominates and decreased BMC and BMD ensues in PAN-nephrotic
rats. PAN-nephrotic rats showed low BMC and BMD compared to control group
{p <0.001). At the end of the study when proteinuria persisted but total serum protein
returned to control values, the blochemical bone markers, BMC, and BMD returned to
normal. In conclusion, PAN-nephrotic rats had reversibie bone alterations that were

related to the magnitude of proteinuria, and the concentration of total serum protein.

VoBo

D, José Pedraza Chaverr{



RESUMEN

El sindrome nefrético (SN) en seres humanos se acompafia de importantes
cambios en el metabolismo mineral y 6seo. El propésito del presente estudio fue
examinar el metabolismo 6seo en ratas con SN experimental y con depuracién de
creatinina normal, asi como evaluar si esta alteracion es reversibie. El SN se indujo
mediante tres inyecciones de aminonucleésido de puromicina (ANP) los dias 0, 21 y
35 (10, 5 y 5 mg/100 g de peso corporal), respectivamente.

Los marcadores bloquimicos de formacién ésea (osteocalcina y fosfatasa
alcalina) y de resorcion éaea (hidroxiprolina y piridinolina), el contenido mineral 6seo
(CMO) vy la densidad de la masa 6sea (DMO) determinadas por densitometria de doble
energia de rayos X, se estudiaron los dias 0,7,14,28,42,56,84 y 112, despuéds de la
primera inyeccién de ANP. La proteinuria estuvo presente a lo largo de todo el estudio.
La hipoproteinemia se observé los dias 7, 28, 42, y 56 regresando a valores control
los dfas 84 y 112. En el suero, la concentracién de osteocalcina aumenté (p <0.001),
y la fosfatasa alcslina disminuyd (p<0.002). En is orina, la hidroxiproline sumenté
(p<0.001), pero la piridinolina urinsria no fue diferente del grupo control a lo largo de!
estudio. E! aumento en la concentracién de hormona paratiroides en suero vy |Is
disminucién de los niveles de 26-hidroxi y 1,25-dihidroxivitamina D se observé a partir
del dia siete. Los datos snteriores, nos indicen que las ratas con SN muestran un
sumento de la actividad osteocléstica y osteobléstica. Durante (8 proteinuria masiva,
la resorcién 6ses predominé y condujo a la disminucién del CMO y la DMO en ratas

con SN inducido con ANP (p<0.001).
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Al final del estudio, cuando la proteinuria persistié pero le concentracién de
protefnas en suero regresd a valores control, los marcadores bloquimicos dseos, el
CMO y la DMO también regresaron a valores control. En conclusion, las ratas con SN
inducido por ANP, tienen aiteracionea dseas reversiblea que se relacionan con la

magnitud de la proteinuria, y con Is concentracién de Is proteinas totales en suero.



1 INTRODUCCION

1.1  REMODELAMIENTO OSEO. El hueso es un tejido complejo y esté en constante
proceso de remodelamiento. El crecimiento 6seo durante ia infancia y la adolescencia
tiene lugar a nivel de la epifisis y de ia metéfisis; posteriormente se forma el cartllago,
se calcifica y da lugar al hueso de "nueva formacién® (hueso largo).

El proceso de remodelamiento del hueso esté sujeto a la influencia de cambios
fisiolégicos y mecénicos. Este es el proceso bioldgico més largo que tiane lugar en ia
vids del ser humano (proceso de resorcién y formacién). La formacién de hueso
(formacidn del osteoide) tiene lugar inmediatamente después de la resorcion ésea, lo
que favorece el depdsito de cepas nuevas de hueso sobre la matriz ésea existente, y
da lugar al proceso completo de mineralizacion dsea. El remover caicio del hueso
(viejo) y liberarlo a la circulacién sanguinea, permite mantener y satisfacer las
necesidades metabdlicas de este ion en el organismo. Este proceso (resorcién-
formacién) conatituye la base del remodelamiento daeo, y los productos de
degradacién que se producen se utilizan como marcadores bioquimicos del
remodelamiento 4seo.

El esqueleto consta de dos tipos diferentes de hueso: el hueso cortical, el cual
predomina en los huesos largos de las extremidades; y el hueso concellous, conocido
anteriormente como hueso trabecular, el cual predomina en las vértebras y en la
pelvis. El hueso estd constituido por unidsdes de "remodelamiento éseo” (URO),

localizadas en diferentes dreas y niveles de la estructura ésea. (Figura 1).



FIGURA 1

ACTIVIDAD DE LA UNIDAD DE REMODELAMIENTO OSEO (URO) EN ELHUESO CORTICAL.
(a): Corte en “tinel” por los osteoclastos. (b) Formscién de hueso “nuevo®. (c) Estructurs
Oses de nueva formacion.

ACTIVIDAD DE LA UNIDAD DE REMODELAMIENTO OSEO (URO) EL HUESO
TRABECULAR. {1)Resorcidn osteocidatica. (2) Resorcion mononuciear. (3) Migrecién de los
preostecblastos y diferenclacién en ostecblastos. (4] Matriz osteobidstica de nuevs
tormacién (ostecide). (8) Minerelizscién vy (8) Estructurs 6sea de nueva formacién. (Eriksen,
E.F.. et el, 1994).
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La funcién y el reacomodo de estas pequefias unidades, las cuales estdn en
continuo remodelamiento, son la base de los cambios que ocurren en la masa ésea y
en su estructura; estos cambios aumentan con la edad y en las enfermedades éseas
metabdlicas.

Cada ciclo de remodelamiento 4seo se inicia al activarse los precursores
osteoclésticos, los cuales son transformados en osteoclastos multinucleados e inician
asl, la resorcién é4ses. Una vez terminado este proceso, el &rea se cubre de
preosteoblastos que se diferencian posteriormente en osteoblsstos. Esta caps de
hueso nuevo se mineraliza durante el proceso de "mineralizacién osteobldstico”. Por
lo tanto, el remodelamiento éseo se describe como: el proceso de actividad-resorcion-
formacién (A-R-F), que a su vez, se define como la "duracién de la secuencis completa
de remodelamiento”, y se divide en dos perfodos: gl perfodo de erosién (PE) vy el
periodo de formacidn (PF) (Eriksen, E.F. et al., 1994) (Figura 2). En sujetos con un

metabolismo 6seo normal, el ciclo de remodelamiento dseo tiene una duracién de
sproximsdamente 100 dias 8 nivel del hueso cortical y, de 200 dias en el hueso
concellous.

Los osteoblastos constituyen la iinea celular responsable de la formacidn de la
matriz dsea, y tienen un pspel muy importante en el proceso de calcificacién ésea. La
membrana plasmética del osteoblasto es rica en fosfstasa alcaling y tiene receptores
pers 1,25(0H),D, vitamina D y para estrégenos, pero no para calicitonina (Baron, R.

1990).
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Los osteoclastos, por su parte, son los responsables de la resorcidn dsea. El
osteoclasto es una célula multinucieada gigante localizada en la superficie del hueso
y dentro de Ia laguna de Howship (Baron, R. 1980). La actividad osteociéstica esté
influenciada por tres hormonas: hormona paratiroidea (PTH), vitamina D[1,25(OH),D,)
y calcitonina (CT). Las dos primeras tienen un potente efecto estimulador aobre la
actividad resortiva (Mundy, G. 1980) y no asl Ia CT, la cual es un fuerte inhibidor de
la actlvidad osteocldstica, aunque su efecto es relativamente de corta duracién
(Werner, J.A., et al., 1972).

La pérdida de hueso se observa en la mayoria de las enfermedades dseas y ae
traduce como el cambio en el remodelamiento y el balance éseo a nivel de las URO.
En el hiperparatiroidismo secundario, por ejemplo, hay aumento del recambio dseo; el
hueso concellous sufre resorcidn en "tinel”, asociada con fibrosis medular, En algunas
enfermedadea que se acompafian de hiperparatiroldismo secundario, como s el caso
del aindrome posgastrointestinal, se ha observado disminucidén de la densidad dsea.

La osteoformacion y la osteoresorcidn, son mecanismos intimamente involucrados en
los procesos normales y anormales del metabolismo dseo (Deftos, L.J. 1984). El
conocimiento de estos procesos por separado ayuds al mejor entendimiento de ies
enfermedades dseas, tales como la osteoporosis, la osteomalacia, la enfermedad de
Paget y la osteltis fibrosa quistica; de igual forma en las enfermedsdes que se
acompafian de hiperparatiroidismo primario y secundario, como en el caso del SN

(Malluche, H.H., et al, 1979).
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1.2 MARCADORES BIOQUIMICOS DEL REMODELAMIENTO OSEO. Los
marcsdores bioquimicos de la formacién 6sea mds utilizados en la actualidad son: 1a
fostatasa alcalina (FA), la isoenzima Gsea de la fosfatasa alcalina (IFA), la osteocaicina
(OC), también conocida como protelna GLA, (dcido gamma-carboxi-glutdmico) (Azria,
M. 1989), y los péptidos de la procoldgena tipo I: el fragmento carboxilo terminal
(PICP) y el fragmento amino terminal (PINP} (Ebeling, P.R. et al., 1992). Asl mismo,
los marcadores de resorcion ésea utilizados actualmente son la hidroxiprolina urinaria
(OHpr) y los enlaces de la colégena dsea: piridinolina (P) y deoxipiridinolina (DP), que
son excretados en la orina (Delmas, P. D. et al., 1990; Deftos, L. J. 1991; Demisux,
B. et al., 1992 y Hanson, D.A. et al., 1992).

Dabido a que el hueso es rico en FA, su determinacién se ha utilizado como
marcador de ia formacion osteobléstica, a pasar de considerarse ¢l menos sensible y
especifico de los marcadores bioquimicos. Un aumento significativo en los niveles
séricos da FA se presenta en los pacientes con osteodistrofia renal,
hiperparatiroidismo primario y secundario, hipertiroidismo, céncer seo, osteomalacia
y durante el restablecimiento de fracturas Gseas. A pesar de ello y debido a que en
algunos casoa este aumento es ligero, el apoyo que puede dar 8 la interpretacion
clinica es relativamente escaso (Deftos, L. J., 1991). Actualmente, la determinacién
de la isoenzima de FA results ser un mejor indicador del origen del aumento de FA en
sangre. Sin embargo, los ensayos relativamente nuevos para medir la concentracién
de la isoenzima de FA no han permitido compsrar su utilidad con otros marcadores de

formacién 6sea, como es is OC.
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Tedricamente, la determinacion de OC es un arma Uutil para evaluar la
mineralizacién 68ea y no parece tener las limitaciones que presenta la FA. La OC es
un polipéptido de cadena sencilia con un peso molecular de 5800 daltones, con tres
residuos de aminodcidos en las posiciones 17, 21 y 24, también conocido como écido
aifa-gamma-carboxi-glutdmico (GLA), y es dependiente de la vitamina K. Estos
residuos favorecen la unién de Is proteina a la hidroxiapatita y al caicio, principal
constituyente de la fase mineral del osteoide. La OC es la proteina més abundante de
tipo no colégeno que se sintetiza en los osteoblastos, y es un marcador especifico de
la formacién y del remodelamiento 6seo. Los niveles de OC se encuentran elevados
en una variedad de enfermedades matabdlicas. En la rata, 1a OC se elimina
principaimente por filtracién renal; se ha visto que su aumento en la sangre llega a
ser hasta de 8 veces més cuatro horas después de la nefrectomla (Deimas, P. et al.,
1983). Sin embargo, esto no significa que en los pacientes con funcién renal
disminuida, el aumento en sangre se explica solo por la disminucién de la filtracién
renal de este polipéptido, sino que también puede estar aumentada la actividad
osteobldstica. E! aumento en la concentracién de OC correlaciona bien con el
crecimiento longitudinal del hueso en el metacarpo y a nivel de la metéfisis,
posiblemente porque refleja un aumento de la actividad osteobldstica, proceso que
ocurre durante la osificacién endocondrial.

De los aminoécidos principales derivados de la degradacion de la coldgena, Ia
hidroxiprolina (OHpr) v la hidroxilisina (OH!), se han utllizado como marcadores de la

resorcion dsea.
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Cerca del 90% de la OHpr total que se metaboliza es filtrada y reabsorbida casi
totaimente por los tibulos renales. A pesar de que la concentracién de OHpr en la
orina refleja principaimente el remodelamiento dseo, también representa del 5 al 10%
de la excrecién de proteinas de tipo no coldgeno. En el plasma, la OHpr circula en
varias formas: unida a protelnas, a péptidos y en forma libre. En enfermedades ¢seas
caracterizadas por un aumento de! desdoblamiento de la coldégena, los cambios én la
concentracién de OHpr en orina y en sangre, se usan como indicadores bioquimicos
de la actividad colagenolitica y por lo tanto, de la resorcién dsea.

Los enlaces de la coldgena tipo |, la piridinolina y 1a deoxipiridinolina son los
productos estables que se originan al degradarse la colégena de tipo |. Estos enlaces
estdn formados por fibrillas de coldgena extracelular, que se encuentran estabilizando
las cadenas de colégena. Su excrecién en la orina se origina a partir del rompimiento
de la matriz de colédgena madura, y no a partir de la colégena de nueva formacién, Se
piensa que la deoxipiridinolina es especifica de colédgena de tipo |. La piridinolina y la
deoxipiridinolina se excretan en dos formas en |a orina: libre y unida a protelnas. La
forma libre se puede medir directamente, mientras que la forma unida a las proteinas
tiene que ser liberada por hidrélisis antes de ser analizada. La determinacién de la
concentracion de los enlaces de piridinolina presenta varias ventajas con relacion a la
determinacion de hidroxiprolina: estos compuestos son derivados de la colégena dsea
exclusivamente, no son metabolizados previamente a su excrecién en la orina, y su
concentracién no estd influenciada por la absorcién intestinal de ia colégena de la

dieta (por ejemplo, de la carne o de la gelatina) (Gerrits, M.I. et al., 1995).
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1.3 CONTENIDO MINERAL Y DENSIDAD DE LA MASA OSEA POR
DENSITOMETRIA. Para quelas do‘tormlnnciones bloquimicas del remodelamiento 6seo
tenga validéz clinica debe compararse con otras formas de medicién directa de la
formacion y resorcién 6sea, como son el contenido mineral 6seo (CMO)} y la densidad
de la masa dsee (DMO). La cuantificacion de la masa Gsea se realiza mediante la
densitometria 6sea (DO) conocida como densitometria de doble energla de rayos X
(DEXA).

Debido a que la fuente de poder de los rayos X tiene un flujo de radiacién de
mayor alcsnze, este método tiene mejor precisién (aproximadamente 1%}, mejora la
resolucidn de la imagen (< 1 mm) y, los rastreos son més répidos y en menor tiempo
(6 a 10 veces) al compararse con la fuente de un solo poder (SPA) (Masses, R.B. et
al., 1990). La dosis de radiacién es menor debido a que el colimador esté optimizado
para medir el contraate del hueso.

La ventaja de esta tecnologla, es que pormlio medir el contenido de calcio en
la periferia del hueso, por regiones y en el cuerpo entero. Debido a ia baja dosis de
radiactividad, el corto tiempo de exposicién y la alta precisién en la medicién del
contenido y la densidad 6sea, esta técnica se estd usando ampliamente en la
investigacién clinica, asf como en el seguimiento a largo plazo en nifios y adultos con
enfermedades 6seas metabdlicas y en animales de experimentacién (Sierra-Amor, R.I.

1992 y Griffin, M.G. et si., 1993) (Figura 3).
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En el caso del hiperparatiroidismo secundario, enfermedad renal o mala
absorcién intestinal, la cuantificacién del CMO y de la DMO es de gran utilidad
(Johnston, C.C. et al., 1991).
El CMO sa expresa en gramos y la DMO en unidades de masa corregidas por

ol érea cuantificada (gramos/cm?),
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WMAGEN DEL FEMUR Y TiBIA PROXIMAL DE LA RATA MEDIANTE DENSITOMETRIA
DE OOBLE FOTON DE RAYOS X (DEXA) (Griffin, M.G. ot al., 1993).



14
1.4 SINDROME NEFROTICO (8N): E! SN se caracteriza por la coexistencia de
proteinuria, hipoproteinemia e hiperlipidemia (Figura 4). Algunos investigadores
aceptan que la sola presencia de proteinuria mayor a 3.6 g/24 h/1.73 m? basta para
establecer el diagnéstico de SN, ya que la hipoproteinemia solamente se presenta si
la pérdida de protelnas por orina es desproporcionadamente mayor a la capacidad
hepética para sintetizar albimina (Amato, D. et al., 1993).

Cldsicamente se ha considerado que la mayor parte de las manifestaciones del
SN son secundarias a la hipoalbuminemia, y que ésta, a su vez, se debe a la
albuminuria. La retencién del sodio y agua y el edema se han considerado como una
respuesta fisiolégica normal a la contraccién de! volumen intravascular por la
disminucién de la presién oncética (Santos-Atherton, D. 1982).

Se ha obtenido evidencia de que la retencién de sodio puede presentarse antes
de que se inicie la proteinuria (Pedraza-Chaverrf, J. et al., 1990), y de que la
hipoalbuminemia no necesariamente se debe a la pérdida de la albumina por la orina
{Olbricht, C. J. et al., 1987). El mecanismo que explica la proteinuria estd mediado
por los factores que determinan e! paso de las moléculas por la barrera de filtracién,
los cuales son: el tamafio, la deformabilidad, la carga eléctrica, y la configuracién
moleculsr, as/ como la hemodinémica glomerular.

En el SN existe un aumento en la permeabilidad al paso de macromoléculas
cuyo mecanismo no esté dilucidado. La lesién renal caracter(stica del SN idiopético es
le fusidn de loa procesos podociticos, la cual parece deberse a la pérdida de la carga

negstiva de su superficie.



AUMENTO DE LA PERMEABILIDAD GLOMERULAR

Pérdida urinaria de ias ¢ Aumento de la filtracién ’ Alleracion en la distribucion
proteinas ransportadoras de las proteinas de! plasma de iss inmunoglobulinas
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FIGURA 4 PATOFISIOLOGIA DEL SINDROME NEFROTICO (Bernard, D.B. 1988).
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Lo anterior se apoya en el hecho de que administracién de policationes al rifién
produce proteinuria y fusién de podocitos (Hunsicker, L. G. et al., 1981).

En el SN, 86lo una fraccién de las proteinas filtradas aparece en la orina, 6l resto
se reabsorben y metabolizan en el tibulo proximal (Olbricht, C. J. et al, 1987; Ketz,
J. et al, 1964). Esto produce pérdida de proteinas del espacio intravascular mucho
mayor que |a esperada por Ia mangitud de |a proteinuria. El resuitado es un incremento
importante en el catabolismo de las proteinas que la sintesis hepética no alcanza a
compensar (Yamauchi, A. et al, 1988), lo que trae como consecuencia la
hipoaibuminemia.

En el SN estdn elevadas précticemente todas las fracciones de lipidos y
lipoproteinas séricas, incluyendo el colesterol y todas sus fracciones (total, libre y
esterificado). La causa principal de ia hiperlipoproteinemia en el SN humano parece ser
el aumento de la sintesis hepética de proteinas, entre ellas las lipoproteinas, en
respuesta a la disminucion de la presién oncética causada por la hipoalbuminemia
(Appel, G.B. et al, 1985). Otro factor que contribuye a la hipercolesterolemia del SN
es el aumento en la sintesis de colesterol inducido por la elevacién del &cido
mevalénico, que a su vez se debe a la disminucién en su catabolismo renal (Golper,
T. A. y Schwart, S.H. 1982).

En los nifios, la frecuencia y distribucién de la lesién es diferente a la de los
adultos (Ponticelli, C. y Passerine, P., 1991). En ellos se presentan mas comunmente
el SN de cambios minimos {SNCM), que es la segunda causa més frecuente de

enfermedad del parénquima renal en niflos menores de 15 aflos (Tabla 1).
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INCIDENCIA RELATIVA (%)

NINOS ADULTOS

Sindrome nefrdtico primerio 79 24
Sindrome nefrético de cambios

minimos (SNCM)

SNCM con depdsitos de IgM

Hipercelularidad mesangial

Glomerulonefritis segmental focal

(GSF)

Sindrome nefrético

asociado con

Glomerulopatia idiopética 13 52
Glomerulonefritis membranosa

Glomerulonefritis membrana-

proliferativa

Glomerulonefritis proliferativa

Otras

Glomeruiapatia secundaris 7 24
Lupus eritomatoso sistémico

Diabetes Mellitus

Amiloidosis

Otros

Otras enfermedades <1 <1
Sindrome nefrético congénito
Esclerosis mesangial difusa

Otros

TABLA 1. ALGUNAS CAUSAS DE SINDROME NEFROTICO Y SU FRECUENCIA EN POBLACIONES
PEDIATRICA Y ADULTA (Schnapar, M. v Robson, A.M,, 1993),
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1.8 8N EXPERIMENTAL. El SN se indujo experimentaimente con la potente
droga nefrotéxica aminonucleésido de puromicina (ANP) (Pedrsza-Chaverri, J. et al.,
1990; Sierra Amor, R.I. 1992; Cruz, C. et si., 1994; Pedrazs-Chaverri, J. et al.,
1996), cuyo nombre genérico es la 6-dimetil-aminopurina, 3-amino-d-ribosa. La
puromicina es un antibiético que se obtiene a partir del "Actinomyces aibonigers”,
compuesto del cual se deriva el aminonucleésido (Fiegelson, E.B. et al., 1967).

En la rata, la enfermedad que se presenta al inducir el SN con ANP es muy
similar a la que ocurre en el ser humano, por lo que es un modelo ideal para estudiar
las alteraciones metabdlicas y 6seas que se presentan en este sindrome.

Se sabe también que el ANP puede producir dafio renal crénico (Frenk. S. et al.,
19585; Borowsky, B.A. et al., 1961; Diamond, J.R. y Karknovsky, M.J. 1986). El dafio
renal ocurre una vez que el ANP es administrado por inyeccién intravenosa, o
recidivar una vez que se administra nuevamente la dosis.

Otros investigadores, utilizaron dos series de inyecciones de! ANP demostrando
que la lesion glomerular es progresiva e irreversible (Feldman, J.D. y Fisher, E.R.

1961).
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2 ANTECEDENTES

Hasta hace algunos afios, las alteraciones del metabolismo mineral en el SN se
atribufan principaimente a ia deficiencia de vitamina D como consecuencia de la
hipoalbuminemia (Goldstein, D.A. et al., 1877; Barragry, J.M. et al., 1977; Schmidt-
Gayk, H. et al., 1977; Malluche, H.H. et al., 1979 y Goldstein, D.A. et al., 1981). Sin
embargo, se ha demostrado que el calcio ionizado o libre también se encuentra
disminuido y regresa a sus niveles basales al corregirse el defecto (Lim, P. et al.,
1976; Goldstein, D.A. et al., 1977 y Sierrs-Amor, R.l. 1892).

Se ha postulado también que la absorcién intestinal de calcio se encuentra
disminufda {Lim, P. et al., 1977 y Goldstein, D.A. et al., 1881) y esto conduce al
aumento brusco de la hormona paratiroidea (PTH) en sangre, a hiperfuncidn de las
gléndulas parstiroides y por consiguiente a hiperparatiroidismo secundario y
osteomalacia (Malluche, H.H. et al., 1879). Sin embargo, estudios m4s recientes han
demostrado que la absorcidn intestinal de calcio en el SN no disminuye, lo que se
encuentra disminulda es la concentracidn de la proteina transportadora de vitamina D,
la cual se pierde por orina substancialmente, y ésta es la causa principal de deficiencia
de vitamina D en sangre en el SN (Khamiseh, G. et al., 1991).

La vitamina D y sus metabolitos circulan en el plasma unidos a una protelna
conocida como "proteina transportsdora de vitamina D (PT-D)" con un peso molecular
de 65 kdaltones. En el SN, esta protelna se excreta por la orina, y por consiguiente,
los metabolitos de la vitamins D (Haddsd, J.C. y Walgate, J. 1976; Barrsgry, J.M. et

al,, 1977; Schmidt-Gayk, H. et al., 1877 y Koening, K.G. et al., 1992).
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La pérdida de 25-hidroxivitamina D (26-OHD) por la orina, ejerce un efecto
directo sobre la disminucién del metabolito biolégicamente activo de la vitamina D, la
1,25-dihidroxivitamina D [1,25(OH),D]. Esta deficiencia puede deberse a la falta de
sustrato o a un defecto en la hidroxilacién de 1,25(0H),D en el tibulo renal, a pesar
del aumento de PTH en sangre, la cual, en condiciones no‘rmales, estimula la
produccién de la 1-alfa-26-hidroxilasa renal. En estudios recientes se ha demostrado
que la velocidad méxima (Vmax) de esta enzima disminuye en ratas con SN inducido
con ANP (Mizokuchi, M. et el., 1992), lo que sugiere que las alteraciones del
metabolismo del calcio y la vitamina D en el SN se pueden atribuir principalmente s
dos mecanismos: la pérdida por orina de los metabolitos de la vitamina D y a un
defecto en la hidroxilacién de 25-OHD a nivel del tibulo renal. Por esta razén, la
concentracién de 1,26 dihidroxivitamina D [1,26(0OH),D), tembién se encuentra
disminuida, a pesar de que se especula que la fracclén libre (no unida a la PT-D) es la
que represente mejor la accidn bioldgica de esta hormona (Auwerx, J. et al., 1986).
Aunque la mayor(a de los estudios han demostrado que los niveles circulantes de 25-
OHD estén bajos en el SN, no es asi con respecto a 1,26(0OH),D; ésto se ha atribuido
en parte, a que los métodos para medir este metabolito, detectan tanto la fraccién
libre como la unida a atbumina y, es por ello que resulta dificll llegar a una conclusién
definitiva, sobre todo si son los niveles de 1,25(OH),D libre los que tienen importancia
tisiolégica y se han encontrado en concentraciones normales (Auwerx, J. et al., 1986;
Koening, K.G. et al., 1992), 6 aumentados en pacientes con SN (Koening, K.G. et al.,

1992), a pessr del aumento en la excrecién de PT-D por la orina.
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Por otro lado, la administracién de sustrato {26-OHD) a ratas nefréticas,
aumenta la concentracién de 1,25({OH),D, lo que sugiere que la disminucién en sangre
de este metabolito se debe en parte, a la baja concentracién de sustrato (Mizokuchi,
A. et al.,, 1991). Lo anterior estd de acuerdo con el trabajo de otros investigadores,
en donde los pacientes recibieron tratamiento con 25-OHD, y observaron un aumento
en la concentracién sérica de 1,26(0OH),D en los pacientes con filtracién glomerular
normal (Haldimann, B. y Trechsel, U. 1983).

El consenso general sobre el efecto que las alteraciones del metabolismo del
calcio, vitamina D y PTH tienen en el esqueleto humano en este padecimiento no son
del todo claras. Se han informado de casos de osteomalacia e hiperparatiroidismo en
los niftos con SN (Malluche, H.H. et al., 1979; Tessitore, N. et al., 1984; Freundlinch,
M. et al.,, 19856 y Alon, U. y Chan, J.C.M. 1983). En 1945, mediante la técnica de
rayos X, se observé descalcificacién generalizada en pacientes con SN (Emerson, K.
y Beckman, W. W. 1945} y osteoporosis (Jones, J.H. et al., 1967) en el esqueleto de
estos pacientes. En nifios con SN después de un mes de evolucién, se han descrito
la presencia de fracturas 6seas, y en algunos otros raquitismo, durante el primer afio
de vida (Stickler, G.8B. et al., 1960?. En este estudio, una de cada 7 biopsias de hueso
de paclientes con SN revelaron osteoporosis ligera (Lim, P. et al., 1977). Otros
investigadores encontraron evidencias de osteomalacia y de mineralizacién defectuosa
del osteoide en 6 pacientes estudiados con SN (Malluche, H.H. et al., 1979), y en

otros casos, N0 86 Mostré ninguna alteracién histolégica (Korkor, A. et al., 1983).
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En ratas con SN inducido con suero nefrotéxico no se encontré diferencia en
la densidad 6sea, en el contenido de caicio y fésforo del fémur, en ia histomorfometria
ésea de la metéfisis de la tibia, ni tampoco se observé osteomalacia después de 8
semanas de evolucién de la enfermedad (Chan, Y-K. et al., 1983).

La proteinuria masiva, caracteristica del SN, asi como la disminucién en sangre
de los metabolitos de la vitamina D, ejarcen un efecto importante sobre la
concentracién de calcio ionizado o libre, sobre el aumento de los niveles de PTH y
sobre la reabsorcién de calcio por el tdbulo renal. Por consiguiente, la disminucién de
los metabolitos de la viteamina D y el saumento de PTH originan cambios en la
estructura 6sea. Una vez que la fsse aguda ha pasado, las aiteraciones del
metabolismo del calcio se normalizen casl en su totelidad (Sierra-Amor, R.I. 1992).

Se ha visto que, en humanos con SN, el tratamiento con una sola dosis de 28-
OHD, metabolito precursor de 1,26(0OH),D, restablece los niveles de éste en la
circulecién sanguinea en un lapso de 48 horas (Haldimann, B y Trechsel, U. 1983).
En otros cesos, se ha eancontredo que la concentracién de calcio ionizsdo o libre afecte
la concentracién de PTH (Korkor, A. et al., 1983; Lambert, P.W. et al., 1982).

Cabe mencionar que otros factores pudieran estar relacionados con el curso de
la enfermedad, como son le edsd, le duracién del psdecimiento, el tretamiento con
corticosteroidas, el deterioro de la funcién renal y la concentracion de albdimina en la

orins {Alon, U. y Chan, J.C.M. 1983).



23

En el modelo experimental de SN agudo en la rata, posterior a la inyeccién de
una dosis unica de ANP (Sierra Amor, R.l. 1992), se presentd el cuadro clésico de las
slteraciones metabdlicas caracterfsticas de este sindrome: proteinuria,
hipoproteinemia, hipocaicemia e hipercoiesterolemia. Lo anterior desencadené un
desequilibrio en la homeoatasis mineral y, del siatema endocrino que regula este
mecanismo. El aumento de PTH en sangre, dio origen a hiperparatiroidismo
secundario. Por consiguiente, el efecto reaortivo de esta hormona desmineralizé el
osteoide, como se mostré a través de Ia disminucién del CMO (Sierra Amor, R. |,
1992). Por otro lado, el aumento de PTH no estimulé la produccién de 1,256(0H),D.
En este caso, la deficiencia de substrato (25-OHD) pudo ser Ia causa principal, aunque
86 especula también que pueda deberse 8 una alteracién enzimética, esto es, a gue
la 1,26 hidroxilasa renal se encuentre disminuida (Mizokuchi, M. et al., 1992). La
excrecion urinaria de OHpr sumentd al degradarse la colégena 6sea. La actividad
osteobldstica (OC) también sumentd el dia 7 del estudio; este sumento se debié tanto
a la disminucion de Ia filtracién de esta proteina por el rifién, como a un aumento de
la actividad osteobldstica (Sierrs Amor, R.l., 1992). En base a estas observaciones,
el desarrollo de un modelo experimentsi de SN crénico resuita ser ad hoc para estudiar
les aiteraciones del metabolismo mineral y su efecto en hueso.

Actuaimente no se conoce si las alteraciones que se presentan en el SN
posterior 8 una segunda y tercera dosis de ANP, ejercen también efecto resortivo
sobre el hueso, y si Ia magnitud del cambio es reversible una vez que se restablecen

les condiciones basalee.
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Este modelo podria ser utilizado para estudiar el posible efecto benéfico de

estimuladores del remodelamiento 6seo.
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3 HIPOTESIS

Le serie de alteraciones metabélicss que se presentan dursnte el SN crénico tienen
como consecuencia un cambio en el remodelamiento bioquimico del esqueleto, y por
lo tanto dan lugar e una disminucién del contenido mineral y al deterioro de la masa

dsea.
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4 OBJETIVO

Estudiar las posibles siteraciones del metabolismo 6seo en ratas con SN experimental
crénico y con depurscién de creatinina normal y evaluar si las alteraciones

encontradas son reveraibles.

€l metabolismo éseo se estudiard determinando:

1) Los msrcadores bioquimicos de formaci6n dsea (osteocalcina y fosfatass alcalina).
2) Los marcadores bioquimicos de resorcién daea (hidroxiprolina y los enlaces de
piridinolina).

3) El contenido mineral 6seo0 mediante densitometria de doble fotén de energla de
rayos X.

4) La densidad de la masa dsea mediante densitometria de doble fotén de energla de

rayos X.
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] MATERIAL Y METODOS

8.1 ANIMALES Y DISENO EXPERIMENTAL.

En este protocolo se usaron ratas Wistar macho de 200 a 260 gramos de peso,
las cuales se alimentaron con una dieta estdndar (Purina chow) y agua ad /ibitum.

Se utilizaron 96 ratas, 48 controles y 48 con SN. El SN crénico se indujo con
tres inyecciones subcutdneas de ANP al 2% disuelto en solucién salina al 0.9%. El dia
O la dosis fue de 10 mg/100 g vy los dias 21 y 36 fue de 5 mg/100 g (Borowsky, B.
et al., 1961). Los grupos de rstas pareadas por peso, se colocaron en jaulas
metabélicas cada semana del estudio para recolectar la orina de 24 horas. El dis del
sacrificio, una vez recolectada la orina en frasco de poliestireno, las ratas se
anestesiaron con éter y su sangre se obtuvo por puncién cardiaca. Las ratas se
sacrificsron los dfas 0,7,14,28,42,66,84 v 112 del estudio. El suero se obtuvo por
centrifugacién a 4°C y se congelé a - 70°C hasta la realizacién de las determinaciones.
Le muestra de orina se centrifugé a temperatura ambiente por 15 minutos a8 2500
rom. Una vez centrifugada, la muestra de orina se decant6 en un tubo cénico
gradusdo en mL para medir el volumen. Una alicuota de la orina se congelé a -20°C
para reslizer las determinaciones analiticas. Los fémures se disecaron y se colocaron
en frascos con agus bidestilada, manteniéndose a temperatura ambiente hasta la

determinacién del contenido mineral 6seo (CMO) y densidad mineral 6sea (DMO).
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En suero y orina, se determinaron proteinas totales (PT), fésforo (P), creatinina
(Cn y calcio (Ca). En suero, se determinaron el calcio ionizado (libre) (Cal), la fosfatasa
alcalina (FA), la osteocalcina (OC), la molécula intacta de hormona paratiroidea (PTH)
y los metabolitos de la vitamina D [256-OHD y 1,25(0H),D]. En orina se determiné la
hidroxiprolina total (OHpr), y los enlaces de piridinoline libre.

E! contenido mineral 6seo (CMO) y la densidad de la masa 6sea (DMO) se
determinaron en los fémures de las ratas control y con SN mediante densitometria
ésea (DO) de doble fotén utilizando un densitémetro Hologic QDR-1000 y empleando
un programa de alta resolucion para medir estos pardmetros en animsies de

experimentacion.

8.2 PROCEDIMIENTOS ANALITICOS.

6.2.1 Absorcién Atémica.

B5.2.1.1 Calcio: (Manual del espectrofotémetro de absorcién atémica Perkin-Elmer,
Modelo 3030). La determinacién de csicio (Ca) totai en suero y en orina se ilevé a
cabo en un aapectrofotdmetro de abaorcién atémica Perkin-Elmer, Modelo 3030. E!
suero y la orina se diiluyeron 1:100 con cioruro de lantano al 19, para evitar
interferencias por ia presencia de proteinss o aniones en la muestra. Se empleé una
iémpara catddica e una iongitud da onda de 422.7 nm. La curva esténdar se prepard

con las sigulentes concentraciones de csrbonato de calcio: 5, 10, 15 mg/dL.



29

6.2.2 Andlisis colorimétricos.
6.2.2.1 Creatinina: (Jaffé, J. 1966). La determinacidn de creatinina (Cr) en suero
y en orina se realizé en un autoanalizedor Abbott, V.P Super System. La Cr presente
en la muestra se combina con el &cido picrico en presencia de ionea hidroxilo,
formando un complejo rojizo. Las muestras de suero u orina (0.1 mL) se colocan en
una celdilla de pléstico de 0.5 mL de capacidad en la unidad de transporte. Las
muestras de orina se diluyen 1:20 con agua bidestilade. El autoanalizador estd
programado para determinar Cr utilizando lareaccién de punto final. Automaticamente
se agregan a las correspondientes celdillas de reaccién, un blanco de agua, tres
concentrsciones de! eatdnder da Cr (2, 6 y 8 mg/dL), dos controles externos (alto y
bajo) y las muastras; inmediatamente después el reactivo de Cr. Las lecturas de las
absorbencias correspondiantes a las muestras analizadas en suero u orina se reportan
en mg/dL o mg/vol, respectivemente.

La tiitracién glomerular (FG) se calculé en base a la depurscién de Cr usando

ia sigulente férmula:

Depurscién de Cr: Creatinina urinaria (mg/dLl. X Flujo urinario (mL/min)

Creatinina sérica (mg/dL)

Flujo urinario: Yolumaen urinario de 24 h (mL)
1440 min
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5.2.2.2 Fésforo: (Chen, P.S. Jr. y Toribara, H.W. 1966). La determinacién de
fésforo (P) en suero y en orina se llevé a cabo en un autoanalizador Abbott V.P. Super
System. EI P inorgénico presente en los liquidos corporales, forma fosfomolibdato con
el molibdato de sodio. Por reduccién del écido ascérbico, el fosfomolibdato se
transforma en azul de molibdeno coloidal, que se mide espectrofotométricamente. Las
muestras de suero u orina {O.1 mL) se colocan en celdillae de pldstico de 0.5 mL de
capacidad en la unidad de trensporte. Las muestras de orina se diluyen 1:20 con agus
bidestilada. E! autoanalizador esté programado para determinar P por Ia reaccién de -
punto final. Se pipetean un blanco de agua, tres concentraciones del estdndar de P (4,
8y 10 mg/dL), cuatro controles externos (dos altos, un normal y un bajo) en la celdilla
de reaccion. El reactivo de P ge agrega a continuacién autométicamente. Las lecturas
de las absorbencias correspondientes a las muestras analizadas en suero u orina se

reportan en mg/dL o mg/vol respectivamente.

5.2.2.3 Hidroxiprolina: (Pgdenphan, J. et al., 1984). La determinacién de
hidroxiprolina (OHpr) se llevé a cabo en orina de 24 horas. La muestra se somete a
hidrélisis con hidréxido de bario; el complejo formado es oxidado a pirrol por sccién
de la cloramina T, y posteriormente se une al p-dimetilaminobenzaldehido. La
interferencia por croméforos se elimina mediante una reaccién écido-base con
subsecuente precipitacién del complejo insoluble. La OHpr se extrae con tolueno y
écido clorhidrico. La muestra se centrifuga inmediatamente para obtener la correcta

separacion de las fases orgénica y acuosa.
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Las absorbencias de ias muestras se calculan contra una curva esténdar con
concentraciones de OHpr de 6, 12.5, 25, 50 y 100 mgi/L.

5.2.2.4 Proteinas totales: (Lowry, O.A. et al., 1951). Los enlaces peptidicos de
las protelnas reaccionan con los iones de Cu (Il en solucidn alcslina y, en un segundo
paso, el reactivo fosfomolbdato fosfotingstico es reducido. La sbsorbencia del color
desarrollado se mide espectrofotométricamente a8 540 nm. La curva esténdard se
prepara con Iss siguientes concentraciones de albumina aérica bovina: 5, 10, 15, 25,

36 y 50 wg/0.2 mL

8.2.3 Anélisis cromatogréficos.

. 8.2.341 Vitamina D (25-OHD): (Horst, R.L. et al., 1980). La 25-OHD se determind
en suero por cromatografis liquida de alta resolucién (HPLC). La muestra (0.5 mL) se
extrae con acetonitrilo (0.5 mL) y se centrifuga a8 2800 rpm por 10 minutos 8
temperatura ambiente. El sobrenadante se equilibra con 0.5 mL de amortiguador de
fosfatos (pH 10.8) durante 10 minutos. La muestra se agrega inmedistamente 8
cartuchos de silice C-18 (Millipore/Waters de E.U.) prevismente activados (metanol y
agus al 70%) y se extrae con 3 mL de acetonitrilo. La muestra se evapora en un bafio
de agus a 80°C y bajo atmdsfera de nitrégeno (N,); posteriormente se reconstituye
con 1,8 mL de diciorometano vy sa agrega a cartuchos de silice (Si) previamente
activados (metanol y agua al 70%) donde se separs de scuerdo a su polaridad por
elucién mediante solventes orgénicos (hexano:isopropanol:diclorometeno). Pera ello,

80 utiliza un sistema de separacién al vacio (Vac-Elut-System de Varien) a 20 psi.
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La muestra recolectada se lleva a sequedad nuevamente y se reconstituye en
0.1565 mL de hexano:diciorometano:isopropanol (80:50:1.56); se inyecta en el
cromatégrafo y se separa de acuerdo a su polaridad en una columna de silice (0.5 nm,
15 x 26 mm). La concentracién de 26-OHD, se calcula contra un esténdar de vitamina
D (256-OHD,) (BIOMOL Laboratories, E.U.) con una concentracién de 16 ng y con un
tiempo de retencion (RT) de 0.65/4rea. Una vez inyectada Ia muestra se colecta
sutométicamente en un colector de fracciones (isco Latoratories, E.U.), se lleva a
sequedad bajo atmdsfera de N, v se le agregan 6 mL de !quido de centelleo {Fisher,
Co. E.U.) para contarae en un contador de rediaciones beta {Packard Co. E.U.) por 10
minutos. La concentracién final de 25-OHD se calcula con respecto al esténdar {érea)

y 88 corrige por la recuperaclon porcentual de la misma.

5.2.4 Anélisis enziméticos e Inmunoenziméticos.

6.2.4.1 Fosfatasa alcalina (Tietz, N.W. 1994). La determinacién de foafatasa
alcalina (FA) en suero se llevd a cabo en un autoanalizador Abbott, V.P. Super
System. Las fosfatasas catalizan la hidrélisis de los ésteres de! dcido fosférico. Para
determinar |a FA se utiliza como sustrato el p-nitrofenilfosfato. La variacién observada
en el valor de extincién por unidad de tiempo es proporcional a la velocidad de
transformacién del substrato y por lo tanto, a la actividad enzimética. La muestra de
suero (0.1 mL) ae coloca en celdilias de pléstico de 0.5 mL de capacided en la unidad
de trenaporte. El autoanalizador esté programado para determinar la concentracién de

FA por la reaccién de punto final.
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Autométicamente se agregan a las celdillas de pléstico de 0.6 mL de capacidad
en la unidad de transporte, un blanco de agua, dos concentraciones del esténdar de
FA (100 y 800 UI/L), dos controles externos (alto y bajo) y las muestras.
5.2.4.2 Enlaces de piridinolina en orina: (Manual de Metra Biosystems, Inc. Mountain
View, CA. E.U.). La determinacién de los enlaces de piridinolina libre se efectua por
anélisis inmunoenzimético (ELISA). La reaccién se lee en un lector de placa para ELISA
(INCSTAR Co. Stillwater, MN, E.U.). La placa de ELISA esté cublerta con anticuerpo
monoclonal anti-piridinolina donde se agregan 0.050 mL d; la muestra de orina diluida
1:10 con agua. La piridinolina prasente en la muestra compite con el complejo de
piridinolina-fosfatasa alcalina por el anticuerpo adherido a la placa; la raaccién se
detecta con el sustrato de para-nitrofenoifosfato que reacciona con la fosfatasa
alcalina que estéd unida al anticuerpo. La reaccidn se detiena con NaOH. La curva
esténdar se conatruye con concentraciones de piridinolina de O 8 300 nM. Los
resultados se expresan como nM de piridinolina por mM de creatinina (nMP/mMCr).
5.2.5 lon selectivo.
5.2.8.1 Caicio ionizado o libre: (Manual del Radiometer ICA, Radiometer
Laboratories, Copenague, Dinamarca). El calicio ionizado o libre (Cai) se determiné en
suero (0.26 mL) utilizando un electrodo ion selectivo pars Ca ionizado o libre. La
muestra se debe mantener en atmdafers de CO, pars evitar cambios en el pH de la
muestra. El analizador de i6n selectivo se calibra con un esténdar de Cal comercial a
una concentracion de 8§ mg/dL (1.286 mmol/L}). La concentracién de |s muestra se

corrige a pH 7.4, y se expreaa como mg/dL.
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6.2.6 Radioinmunoandélisis.

5.2.6.1 Osteocalcina: (Gundberg, C.M. et al., 1986). La osteocalcina (OC),
también conocida como protefna GLA, se determiné en suero por radioinmunoenélisis
{Biomedical Technologists Inc. E.U.). Le muestra de suero se diluye (1:60) con
amortiguador de fosfatos (pH 7.4) y se incuba con el antisuero (0.1 mL) a 4°C dursnte
18 horas en agitacién constante. El antigeno radiactivo {'®1) se agrega y se incuba
nuevamente 8 4°C durente 18 horas en agitacién constante. Le separacién del
complejo formado se lleva & cabo utilizando un segundo entisuero diluido en
smortiguador de foafatos y en polietilenglicol {3%), posteriormente al cual se incuba
el enaayo por 2 horas 8 4°C an sgitacién constante y se centrifuga por 16 minutos a
2500 rpm y en frio. El precipitado se cuenta en un contador pare radiaciones gamma
(Multi-Prias 4, Packerd Co. E.U.).

6.2.6.2 Hormona paratiroides: (Calvo, M.S. et al., 1991). Le determinacién de
hormons peratiroidea (PTH) en suero se reslizé mediante el andlisis
inmunoradiométrico de doble anticuerpo (técnica del sandwich). Los antisueros,
producidos en la cabra son especificos para la regién N-terminal de la molécuia (1-34)
del suero de la rata. Uno de los antisueros se fije a esferas de poliestireno y el otro se
merca con '™l. La muestra problems se incuba simultdéneamente con los doa
sntisueros. Los fragmentos amino y cerboxilo terminal de la muestra son "fijados"® por
smbos antisueros y el exceso se elimina por medio de lavedos con amortiguador de
fosfetos. El complejo radiactivo unido a la esfera de poliestireno se cuents en un

contador pare radiscién gamma (Muiti-Prias 4, Packerd Co. E.U.).
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65.2.6.3 Vitamina D [1,25(0H),D): (Horst, R.L. et al., 1990). La 1,25(0H),D se
determind en suero por andlisis de unién al receptor. La muestra (0.5 mL) se extrae
con acetonitrilo (0.5 mL) y se centrifuga a 2600 RPM por 10 minutos a temperatura
ambiente. El sobrenadante se equilibra con 0.5 mL de amortiguador de fosfatos (pH
10.5) durante 10 minutos. Inmediatamente se agrega a cartuchos de sflice C-18
(Millipore/Waters, E.U.) previamente actlvados_ (metanol y agua al 70%) y se extrae
con 3 mL de acetonitrilo. La muestra se lleva a sequedad en un bafio de agua a 50°C
y bajo atmdsfera de nitr6geno (N,); posteriormente se reconstituye con 1.5 mL de
diclorometano y se agrega a cartuchos de sflice (Si) previemente activados (metano!
y agua al 70%) donde se separa por elusién de acuerdo a su polaridad mediante
solventes orgénicos (hexanos:isopropanol:diclorometano). Para ello se utiliza un
sistema de evaporacién al vaclo (Vac-Elut System, Varian €.U.) a 20 psi. La muestra
recolectada se lleva a sequedad nuevamente y se reconstituye con 0.130 mL de
atanol. A continuacién, se pipetean 50 uL de la muestra y de los controles en tubos
de ensayo, conjuntamente con un blanco de etanol y concentraciones seriades de!
estdndar (60, 16, 7.8, 4.0, 2.0y 1.0 pg/60 uL); y por ditimo, se adicionan 0.5 mL del
receptor (timo de la cabra) para 1,28(0OH),D. Los tubos se incuban en bafio de agua
a 20°C durante 1 hora y en la oscuridad. El complejo (unido/libre) se separa al
adicionar 0.2 mL de la solucién de carbén-daxtrén. Al cabo de 20 minutos de
incubacién en hielo, los tubos se centrifugan a 2800 rpm durante 18 minutos y a 4°C.
El ecbrenadante se decsnta en frescos de poliestireno de 20 mL, con 6 mL de liquido

de centelleo y se cuentan en un contedor de radiacién beta (Packard Co. E.U.).
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5.2.7 Determinacién del contenido mineral y de la dansidad de la masa ésea: (Manual
del densitémetro 6seo Hologic QDR-1000) (Griffin, M.G. et al, 1993). El contenido
mineral 6seo (CMO) y |a densidad de la masa 6sea (DMO) se midieron en los fémures
derechos de les ratas control y con SN crénico. Estas determinaciones se llevaron 8
cabo utilizando un densitémetro Hologic QDR-1000, que empiea un colimador
intagrado a un programa da aita reaolucién pare animeales de experimentacion, el cusl
celcula el CMO en gramos y ls DMO en gremos/cm?,

Los fémurea se disacaron y se colocaron en frascos de poliestireno con ague
bidestileda haste su determinacion. Ls medicién del CMO y de la DMO se realizé
colocando el fémur en una cajs Petri con agua, previa calibracién del densitémetro
contra un eaténdar sintético de tejido dseo. Cade madicion se realizé 3 veces y ol
resultado final se expresé como el promedio de lss lecturss pars cada uno de los

fémures analizados.

5.3 Andlisis estad(stico (Wallenstein, S. et al., 1980).

Todos los resultados se expresaron como promedio + |a desviacién esténdar
del nimero de animales. Los datos se analizaron empleando 8! método de anélisis de
verisnza de dos factores (ANOVA). Las diferenciss entre ios grupos control y nefrético

8e compararon entre sl y con sus respectivos bssales.
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6 RESULTADOS

Sindrome nefrético: Las ratas correspondientes al grupo con SN desarroliaron
proteinuria masivs (p < 0.001) (Figura B), la cual se presenté a partir del dia 7, con
un pico méximo el dis 28, disminuy6 al dia 84, pero al die 112 slcanzé valores

comparables a los dal dfa 28.
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FIGURA 8 Proteinas totsles en orina de las ratas control (@) y nefréticas ()
durente los diss 0, 7, 14, 28, 42, 56, 84 y 112 del estudio (p <0.001).
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La concentrecién de les proteines del plasma disminuyé significativemente el
die 7 del estudio; regresS e valores controles el dis 14 y disminuyé nusvemente el die
28 después de Is segunds inyeccién de ANP; disminuyendo el dis 42 sl inducirse el
SN nusvamente (p < 0.001). Les concentracionss de proteias séricas regresan s

concentracionss basales 8 partir del dis 84 del estudio (Figura 6).
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FIGURA 8 Proteinas en susro de las ratas control (@) y nefroticas () durante los
diss 0, 7, 14, 28, 42, 88, 84 y 112 del sstudio (p <0.001).



COLESTEROL EN SUERO mg/dlL)

39
La hipercolesterolemia, caracteristica de este sindrome, se presenté a partir del

dia 7 y hasta el dia 56 (p < 0.001) (Figura 7).

FIGURA 7 Colesterol en suero de las ratas control (@) y nefréticas (I} durente los
diss 0, 7, 14, 28, 42, 88, 84 y 112 del estudio (p <0.001).

Hubo disminucién significative del peso corporsl los dias 56 y 84 del estudio

en al grupo con SN (p < 0.001) (Figura 8}. Sin embargo, no hubo diferencia

signiticative en el consumo de alimento entre el grupo control y el grupo con SN

crénico (Figure 8).
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FIGURA 8 Peso corporal de las retas control (@) y nefréticas () duranta los diss
0,7, 14, 20, 42, B8, 84 y 112 del estudio (p <0.001).
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FIGURA § Conaumo de alimento de las ratas control (@) y nefréticas () durante
los dias 0, 7, 14, 28, 42, 66, 84 y 112 del estudio (p =N8).
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El volumen de orina aumento significativamente en el grupo con SN crdnico los
diss 14, 28, 42, 56 y 84 del estudio (p<0.001} (Figura 10}, La concentracién de
nitrégeno de urea (BUN) en sangre aumenté solo significativamente al dia 7 del

estudio (p < 0.001) (Figura 11).

R 30
20 -
10 -
o A | - 1 I J I
0714 28 42 56 84 112
DIA

FIGURA 10 Volumen de orina de las ratas control (@) y nefroticas (ll) durante los
diss 0, 7, 14, 28, 42, 58, 84 y 112 del estudio (p<0.001).
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FIGURA 11 Nitrégeno de ures en suero de les ratas control (@) y nefrétices (B)
durante los dias 0, 7, 14, 28, 42, 88, 84 vy 112 del estudio (p <0.001).

Funcién rensl: La funcién renal dal grupo nefrético vs el grupo control se calculé en
base 8 ls depuracion de creatinins, la cusl permitié conocer si la filtracién glomeruler
ers normael.

No sa obsarvd diferencia significstiva en ls concentracién da crastinina sérice
on los grupos control y con SN (Figure 12l.. Asl mismo, ls concentrecién de
creatinine en orins tampoco fue diferente entre los grupos control y nefrético (Figure

13).
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FIGURA 12 Creatinina en suero ds las ratas control (@) y nefrétices (IB) durante los
diss 0, 7, 14, 28, 42, B8, 84 y 112 del estudio (p=NB).
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FIOURA 13 Creatinina on orina de las ratas control (@) y nefrétices (IB) durente los
dias 0, 7, 14, 28, 42, 88, B4 y 112 del estudio (p=N8).
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Por lo tanto, 8l caicularse la fiitracién glomeruler de! grupo con SN a través de
la depuracion de creatinina, ésta no fue significativamente diferente a la del grupo

control (Figure 14).
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FIGURA 14 Depuracidn de creatinine en las ratas control (@) y nefréticas (ll) durante

los diss 0, 7, 14, 28, 42, 66, 84 y 112 del estudio (p=N8).
Metabolismo mineral: Las eiteraciones del metabolismo mineral ocasionadas a partir
de la axcreciénmasiva de proteinas en s orins (principaimente sibimina), favorecieron
la disminucién de la concentracién de calcio en aangre (calcio totel) 8 partir del dis 7
del estudio, sin llegar a alcenzar diferencias significativas entre los grupos control y
con SN; sin embargo, después de la 28 y 3a inyeccién de ANP los dies 21 y 35 del

estudio, esta diferencia fue significativa los dias 28 y 42 (p < 0.001) (Figura 18).
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FIGURA 18 Calcilo totel en suero de las rates control (@) y nefroticas (B) durante los
diss 0, 7, 14, 28, 42, 86, 84 y 112 del estudio (p <0.001).

A pesar de no haber cambios en la excracién de calcio en orina durante fos
primeros 42 dias del estudio, las ratas con SN presentaron un aumento significativo
en su excrecién al dia 56 del estudio (p < 0.001) (Figurs 16). La disminucién de
caicio total favorecio la disminucién de Is concentracion de caicio ionizado (libre) los

dias 7, 28 y 42 (p < 0.08) del estudio en el grupo con SN (Figurs 17).
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FIGURA 16 Caiclo en orina de las rates control (@) y nefréticas (l) durante los dias
0.7, 14, 28, 42, 88, 84 y 112 del estudio (p<0.001).
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FIGURA 17 Caiclo lonizedo de las ratas control (@) y nefréticas (B) durante los diss
0,7, 14, 28, 42, 66, 84 y 112 del estudio (p<0.08).
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La disminucién de csicio (total y libre) estimuld el aumento de la concentracién
de hormona paratiroidea (PTH) en la circulacién sanguinea, encontrandose éste
aumento a partir del dia 14 del estudio, y presentando un pico méximo en su
concentracion al dia 42 dal estudio, diferente del grupo control (p < 0.05). Al dia 84
del padecimiento, los valores de PTH en sangre regresaron a sus valores basales

(Figura 18).
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FIGURA 18 PTH en suero de las ratas control (@) y nefréticas () durante los dias

42 56 84 112
DA

0.7, 14, 28, 42, 56, 84 y 112 del estudio {p <0.08).
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En condiciones normales, un aumento en la concentracién de PTH favorece la
excrecion de fdsforo por el tibulo renal. Sin embargo, en nuestro modelo de SN
crénico, esta diferencia solo fue significativa entre ios grupos control y con SN el dia

42 del estudio (Figura 19).
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FIGURA 19 Fdaforo en orina de ias ratas control (@) y nefrtices () durante los
dias 0, 7, 14, 28, 42, 86, 84 y 112 del estudio (p=N8).
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La concentracién de fésforo en sangre fue diferente significativamente entre
los grupos control y SN al dia 86 del estudio (p < 0.08) (Figura 20}). Asi mismo, la
congentracién de 28-OHD disminuyd a8 partir del dia 7 y hasta el dis 84 del estudio
(p < 0.001) (Figura 21). Por consiguiente, la concentrecion de 1,26(0H),D,
metabolito biolégicamente ectivo de la vitamina D, dependiente de la concentracion
de 25-OHD en sangre, disminuyd significativamente en el grupo con SN los dias 28,

42 y 56 del estudio (p < 0.08) (Figura 22).
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FIGURA 20 Fésforo en suero de las ratas control (@) y nefrdticaa (l) durante los
diss 0, 7, 14, 28, 42, 56, 84 y 112 del estudio (p<0.08).
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FIGURA 21 28-hidroxivitamine D de les ratas control (@) y nefréticas (ll) durente los
diss 0, 7, 14, 28, 42, B8, 84 y 112 del estudio (p <0.001).
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FIGURA 22 1,28-dihidroxivitamina D en suero de las ratas control (@) y nefréticas
(BB) durante los diss 0, 7, 14, 28, 42, B, 84 y 112 del estudio
{p<0.08),

1,25-DINDROXTIVITAMINA D EN SUERO (pgimt)
S &
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Bioguimica del remodelamiento éseo: En cuanto a los marcadores bioquimicos
dal remodelamiento 6seo, la concentracién de hidroxiprolina en la orina aumenté s
partir del dia 7 del padecimiento. Su concentracién se msntuvo por arriba de los
valores basales y fue significativamente diferente entre los dos grupos los dias 28, 42
y 56 del estudio (p < 0.08) (Figura 23). Por otra parte, ia concentracién de
piridinolina libre no fue diferente entre los grupos control y con SN (p =NS) (Figurs

24).
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FIGURA 23 Hidroxiprolina en orina de las rstas control (@) y nefrotices (l) dursnte
los diss 0, 7, 14, 28, 42, 86, 84 y 112 del estudio (p <0.08).
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FIGURA 24 Enlaces de Piridinolina en orina de las ratas control (@) y nefrotices (l)
durante los dias 0, 7, 14, 28, 42, 66, 84 y 112 del estudio (p=N8S).

Ls concentracién de fosfatasa alcalina disminuyé progresivamente con el
crecimiento 6seo en ambos grupos de ratas, sin embargo en el grupo con SN crénico
ests disminucién se hizo més sparente los diss 7, 28 vy 42 del astudio (p < 0.08)
(Figura 28). Ls concentracion de osteocalcina, marcador especifico de la formacién
O6sea, aumentd en sangre los dias 7, 28 y 42 del estudio, y fue difsrente

significativamente del grupo control (p < 0.06)(Figura 26).
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FIGURA 28 Fosfatass sicelina de las rates control (@) y nefrétices (ll) durante los
diss 0, 7, 14, 208, 42, B8, 84 y 112 del estudio (p <0.08).
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FIGURA 26 Osteocaicina en susro de las ratas control (@) y nefrétices () durante
los diss 0, 7, 14, 28, 42, 56, 84 y 112 del estudio (p <0.08).
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El crecimiento longitudinal del fémur solo presentd diferencia significativa al dfa
56 del estudio entre el grupo control y con SN (p < 0.06) (Figura 27). De la misma
manera su peso (g} solo fue diferente del grupo control al dia 56 del padecimiento (p

< 0.08) (Figura 28).
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FIGURA 27 Longitud del fémur de las rstas control (@) y nefréticas (ll) durante los
dias 0, 7, 14, 28, 42, 88, 84 y 112 del estudio (p <0.08).
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FIGURA 28 Peso del fémur de las ratas control (@) y nefréticas () durante los dias
0,7, 14, 28, 42, B8, 84 y 112 del estudio (p <0.08).

€l CMO fue significativamente diferente del grupo control al dia 56 del estudio
(p<0.08) (Figure 29). La DMO solo fue significativamente diferente al dia 56 del

padecimiento entre el grupo control y el grupo con SN (p < 0.05) (Figura 30).
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FIGURA 28 Contenido mineral 6seo (CMO) de las rates control (@) y nefréticas ()
durante los dias 0, 7, 14, 28, 42, 58, 84 y 112 del estudio (p <0.085).
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FIGURA 30 Densidad mineral 6seo (DMO) de las ratas control (@) y nefrétices (IB)
durente los diss 0, 7, 14, 28, 42, 68, 84 y 112 del estudio (p <0.08).
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7 DISCUSION

En este trsbajo desarroliamos un modelo que presenté las aiteraciones tipicas
del SN vy filtracién glomerulsr (FG) normal, estimsda a través de la depuracién de
creatinina, paraestudisr las siteraciones osess que se presentan en este padecimiento.
Estd bien establecido que al disminuir la concentracién de las proteinas del plasms y
aumentar la pérdida masiva de las mismas por la orina, los cambios metabélicos y
clinicos presentes en este padecimiento se agudizan (Bernard, D.B, 1988; Mallick,
N.P. 1991). Sin embargo, éste es un fenémeno reversible, por lo tsnto, era
indispensable reforzar estos cambios, y lievar el modelo a su estado crénico a lo largo
de ios 112 dias del estudio; para ello se inyectd al grupo de ratas con SN una segunda
y tercera dosis de ANP de 6 mg/100 g de peso corporal csda una, al dfa 21 y 35 del
estudio.

El contar con un modelo de SN crénico que nos permitiera estudiar més a fondo
lss alteraciones relacionadas con el matabolismo del calcio, la vitamina D y el
remodelamiento dseo, ara primordial. El antecedente inmediato a este estudio fue un
modelo de aindrome nefrético agudo reversible, inducido con una dosis Unics de ANP
de 15 mg/100 g de peso corporal, y valorado a partir del dia 2 al dia 28 del
padecimiento (Slerra Amor, R.l. 1992). En este estudio, ias ratas presentaron
proteinuria persistente, hipercolesterolemia, sumento transitorio de la concentracién
de nitrégeno de urea en sengre, asl como aiteracionas del metabolismo mineral como

hipocaicemie, hiperfosfeturia y disminucién de le concentracién de vitamina D.
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£n este modelo crénico, se observé que las ratas correspondientes al grupo con
SN disminuyeron de peso corporal a partir del dia 14 del estudio, sin lograr alcanzar
el peso correspondiente al de las ratas del grupo control al dfa 112 del padecimiento.
Esto puede explicarse en parte por la proteinuria persistente, ya que no hubo
diferencias significativas en el consumo de alimento entre los dos grupos de ratas
(control y con SN).

Se conoce que durante el progreso de la enfermedad, la disminucién de la
concentracién de albumina en sangre altera el matabolismo de ios Iipidos (Bernard,
D.B. 1988), lo que conduce a un aumento én sus niveles circulantes. En nuestro
modelo experimental hubo aumento de la concentracion de colesterol en sangre @
partir del dla 7 del estudio; este aumento se presentdé nuevamente el dis 42, pos-
inyeccién de la tercera dosis de ANP el dia 35 del estudio. Al dia 84 del padecimiento,
los niveles de colesterol disminuyeron, sin llegar a alcanzar la concentracién de
colesterol del grupo control al dfa 112 del estudio.

Como sa observa en nuastro modelo experimental, el grupo con SN presentd
proteinuria e hipoproteinemia a partir del dfa 7 del estudio. Asl mismo, una segunda
y tercera dosis da ANP, reforzan nuevamente el sindrome, y por consiguiante la
excrecién masiva de proteinas en la orina, favoreciendo la hipoproteinemia durante los
dias 112 dias del estudio. En el grupo con SN, la excracién de proteinas en la orina

del dia 28 vy el dfa 42 del estudio fue diferente de! grupo control.
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As( mismo, la concentracién de las proteinas en el plasma fue diferente con
reapecto al grupo control. Estos dos pardmetros inician las aiteraciones metabdlicas
y 6seas que se describen a continuacién.

En el grupo de ratas con SN, la concentracién de creatinina en suero aumenté
el dia 42 del estudio solamente. Este aumento no fue significativamente diferente con
respecto al grupo control a lo largo de los 112 dias del estudio, no encontrandose
variecién elguna entre los grupos. Asl mismo, la excrecién de creatinina en la orina,
expresade en funcion del volumen urinario, y le filtracion glomerular, no fueron
diferentes entre el grupo control y el grupo de retas con SN.

Las elteraciones del metebolismo mineral ocasionadas s partir del sumento de
Ia excrecién de proteinas en la orins, y, por lo tanto, de ls disminucién de albumina
on el plasma, favorecié que ls concentracidn dal caicio disminuyere al dis 7 y al dia
42 del estudio en al grupo con SN. La excrecién de calcio en la orina no fué diferente
del grupo control durente los primeros 42 dies del estudio. Sin embargo, el dia 56, se
presenté un sumento significetivo en la excrecién de este ion por la orina, este
sumento pudo deberse al efecto resortivo de PTH el dia 42 dal pedacimiento. En
condiciones normales, al disminuir la concentracién de caicio en aangre, hay un
sumento en la concentracion de fdsforo sérico. Por otro Isdo, el sumento en sangre
ds PTH ejerce efecto fosfatirico a nivel del tibulo rensl, dando por resultado un
aumento en la excrecién de féaforo en la orina el dia 42 como se observa en este
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Es interesante observer que Is concentracién de fésforo en sangre auments el
dia 56, al normalizerae la excrecion de fésforo por la orina. Ls hiperactividad de las
gléndulas paratiroides, y por consiguiente el aumento de la concentracion de hormona
paratiroidea (PTH) en sangre deaencadenan el hiperparatiroidismo socundarlo' que se
manifiesta en el SN (agudo o crénico), mecanismo que favorece la desmineralizacién
del osteoide, y por lo tanto, el sumento la resorcién 6sea que se estimula al aumentar
la actividsd osteocldstica mediada por PTH. Por consiguiente, disminuye el contenido
mineral y ia densidad dsea, alteraciones que se presentan muy claramente en este
modelo experimentsi de SN. Por otrs parte, el hiperparatiroidismo que se presenté en
este padecimiento pudo ser la causa del aumento de Is excrecién de calcio en orina
ol dfa 56 del padecimiento, el cual, en parte, esté en funcién del recambio esquelético,
asi como de la reabsorcion de calcio a nivel del tibulo distal, la cual es estimulada por
PTH (Bouhtiauy, I. et al., 1991). A su vez, la reabsorcién de caicio esté influenciada
también por el aumento en la reabsorcién de sodio y agua por el tibulo renal.

Debido a que existen otros padecimientos renales con filtracién glomerular
disminulda, tales como la osteodistrofia renal y la insuficiencla renal, y por lo tanto
cursan con disminucién del contenido mineral y de la densidad 6sea (Tessitore, N., et
al, 1984), era necesario desarrollar un modelo donde la funcién renel cursara con
filtracién glomerular normal caiculada a través de la depuracién de creatinina, como
se menciond al principio ds esta discusién. Otra consecuencia importante de la
hiperfiitracién de las proteinss del plasma, es el efecto sobre is concentracion de las

proteinaa transportadoras de hormonas, como ee el caso de la PT-D.
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La 25-hidroxivitamina D (26-OHDI, que estd unida a su protelna transportadora,
al filtrarse por el rifién, ocasiona disminucién de su concentracién en la sangre. Por
otro lado, la 25-OHD, es el precursor del metabolito biolégicamente activo de la
vitamina D, la 1,25-dihidroxivitamina D (1,25(OH),D]. La hipocalcemia que se presenté
en el SN crénico, estimulé el aumento de la 1,25(0H),D, sin embargo, su efecto se
vié disminuido en gran parte por la fsita de sustrato (26-OHD). Este proceso estd
influenciado por PTH, la cual favorece el sumento de la actividad de la 1-alfa-25-
hidroxilasa renal, al liberar calcio del hueso e indirectamente aumentar su absorcién
intestinal. En condicionea normales, el aumento de la 1,25(OH),D ejerce efecto directo
sobre la actividad osteocldstica al favorecer la liberacién de calcio del hueso, e
indirectamente aumenta la actividad osteobléstica, al favorecer la formacién ésea,
ejerciendo ambas acciones sobre el remodelamiento dseo. El efecto resortivo de PTH
y el remodelamiento mediado por 1,25(0H),D favorecen ia desmineralizacién 6sea v,
por conaiguiente, la degradacion de la coldgena. El producto final de este proceso es
la liberacién a la circulacién de hidroxiprolina, aminodcido que se excreta por ia oring
y que se ha utilizado como indicador de la actividad resortiva. La excrecién de
hidroxiprolina se inicia a partir del dfa 7, la cual presenta un pico méximo el dia 28 y
disminuye graduaimente, pero sigue siendo significativamente diferente entre los
grupos a lo lsrgo del eatudio.

Como se menciond prevismente, el remodelamiento 6seo es un proceso
continuo, donde la actividad osteocldstics estimula a su vez la actividsd osteobldstica,

depositéndoss osteoblastos sobre laa cavidades que formaron los osteoclsstos.
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Este proceso libera fosfatasa alcalina a la circutacién sangulnea, |a cusl esta
mediada por la concentracién de su isoenzima 6sea. Sin embargo, la concentracion de
fosfatasa alcalina total {FA) no fue un marcador confiable para medir el aumento de
ls actividad osteobldstica; su concentracion en suero en el SN se mantuvo disminuldo
desde el dia 7 al dia 42 del estudio. En el SN, este mecanismo parece estar mediado
por otros factores (Pedraza-Chaverri, J. et al. 1992).

Por otro lado, el aumento de OC indic6 un aumento de la actividad
osteobldstica. La OC es una protelna de tipo no colégeno presente en el osteoblasto,
lo que es un indicador de |a mineralizacién ésea. En situaciones tales como el modelo
estudiado, en donde los animales de experimentacién no desarrollaron insuficiencis
renal, el aumento de OC refieja un aumento en |a actividad osteobléstica (Delmas, P,
D. et al., 1983). Interesantemente, el dia 7 del estudio, la concentracién de
osteocalcina sumentoé significativamente en el grupo con SN con respecto al grupo
control; este aumento coincidié con la cafda transitoria pero no significativa de ls
funcién renal en ese dla exclusivamente. Asi mismo, la concentracidn de OC
disminuye si dia 14 en e! grupo de ratss con SN. Por otrs parte, hay que considerar
que ls concentracién de esta protelna es directamente proporcionsl a |a velocidsd de
crecimiento del hueso. Se sabe que sus niveles se encuentran aitos en la nifiez y
disminuyen conforme el individuo se acercs a la edsd adulta (Azria, M. 1989). Ei
patrén de comportamiento de esta proteina en el grupo de ratss control refieja
exactamente este cambio. Asi mismo, el peso del fémur, expresado en gramos, fua

significativemente diferente entre el grupo con SN y el grupo control.
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Las alteraciones del metabolismo mineral, de la vitamina D y de las hormonas
que regulan estos mecanismos, ejercen un efecto directo sobre el remodelamiento
68e0. Los estudios que se reportan en la literatura (Chesney, R.W. et al, 1977;
Johnston, C.C. et al, 1991) se han basado principaimente en utilizar la densitometria
de un sdlo fotén para conocer los cambios en el CMO. A diferencia, en nuestro se
utilizé la densitometrfa de doble fotén de rayos X, que tiene un alto grado de
resolucion en animales de experimentacion. Esta tecnologla altamente especifica sirvié
para medir los cambios éseos a nivel del contenido mineral y de la densidad de la
masa 6sea en este estudio. De ahl la importancia de nuestros hallazgos, los cuales
resultan ser los primeros reportados en la literatura en donde se desarrolla un modelo
de SN crénico inducido con ANP y se estudia el recambio esquelético mediante
marcadores bloquimicos de alta especificidad, como son la osteocalcina en sangre,
y los enlaces de piridinolina en la orina, asl como herramientas tales como la
densitometria de doble fotén de rayos x (Masses, R.B., et al., 1990) que resultan ser
una herramienta muy Gtil en el diagndstico de las enfermedades 6seas ocasionadas por
defectos metabdlicos, nutricionales ¢ fisiolégicos de gran alcance.

Por primera vez en este modelo de SN crénico experimental inducido con ANP,
se midieron los enlaces de piridinolina. Su excrecién en orina es un indicador de la
degradacién de la colégena Tipo |, y por consiguiente del aumento de ia resorcién ésea
(Gerrits, M.1., et al., 1996). Como se pudo observar, la excrecién méxima de estos
enlaces se present6 al dla 42 del estudio, que fue cuando hubo un aumento

significativo de PTH.
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Si consideramos que este es un mecanismo reflejo del aumento de la actividad
osteocléstica mediada por esta hormona, queda claro entonces que en el SN crénico
el hiperparatiroidismo secundario que se presenta es ia causa més importante de
desmineralizacién 6see.

Es interesante mencionar que el dia 66 del estudio, hubo aumento significativo
de la concentracién de calcio en la orina y también disminucién del CMO y de la DMO.
En nuestro modelo experimental, e CMO y, la DMO disminuyeron en el SN
experimental durante los dias de méxima secrecién de PTH (42 y 66), regresando a
valores control a partir del dia 84 del estudio. El CMO aumentd ligeramente en el
grupo con SN los dias 84 y 112 del estudio, casi igualandose al grupo control; a pesar
de ello, el cambio fué estadisticamente diferente entre el grupo con SN y el grupo
control. Al calcular el CMO en funcién del drea cuantificada, la densitometria 6sea fue
significativamente diferente entre los dos grupos estudiados. Es muy probable que de
estos dos mecanismos que se presentaron durante el dia 56 del estudio (aumento de
la concentracién de calcio y disminucién del CMO y de la DMO), los cuales estén
directamente relacionados con el aumento de PTH, dependa en gran parte el manejo
del recambio esquelético, y el metabolismo mineral en el SN. Como se observé, la
resorcion predominé sobre |la formacién del hueso, la cual mantuvo la homeostasis
mineral en equilibrio a8 expensss del deterioro del esqueleto en este padecimiento. En
la figura 31 se muestra la posible recurrencia de alteraciones que conducen a la

disminucién del contenido mineral y de la masa ésea transitoria en las ratas con SN.
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Se requieren de estudios més extensos para valorar la eficacia de dar
tratamiento con agentes antiresortivos en padecimientos que cursan con deterioro de
la masa ésea, alteraciones del metabolismo mineral y de la bioquimica del
remodelamiento esquelético, como es por ejemplo, el sindrome nefrético crénico que

hemos desarrollado en este trabajo.

AUMENTO DE LA PERMEABILIDAD GLOMERULAR
Aumento de la filtracién de las proteinas del plasma

Pérdida urinaria del complejo proteina-transportadora de vitamina D

Niveles bajos de 26-hidroxivitamina
y de 1,25-dihidroxivitamina D

Disminucién de los niveles de calcio total y libre en sangre
Mmbdohwmntodéndol’mlnunon

¥

Desmineralizacion del ostecide'y liberacién de calcio a la circulacién

4

Posible aumento de la activided osteobldstica

;

DISMINUCION DEL CONTENIDO MINERAL
Y DE LA MASA OSEA

FIGURA 31 ALTERACION DEL METASOLISBMO MINERAL Y OSEO EN EL SINDROME NEFROTICO
EXPERIMENTAL (Sierrs Amor, R.1. 1998).



8 CONCLUSIONES

1. Los marcadores bioquimicos del remodelamiento esquelético determinados en ratas
con sindrome nefrdtico crénico indican que hay un aumento en el recambio
esquelético, esto es, eumento en la formacién y degredacidn del hueso, en este

modelo experimental.

2. Durante la proteinuria intensa, la degradacién del hueso predominay conduce a una

disminucidn transitoria del contenido mineral y densidad del hueao.

3. Hacla ol final del estudio, a pesar de la proteinuria persistents, la concentracién de
proteinas totales y el contenido mineral y densidad del hueso regreasan a velores

normales.
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An experimentsl anti-caucer diug adiminiztered to thesrs monke;
i an sttempt to umderstand the origin of the ancmia seen dwing the
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clinical tiisls with this comnpound. In all, 46 inonkeys were dosed
wally by a varkely of seginiens. Subsequent 1o dosing the hemoghobin
vxidalion jwodicts micthomoglobin (mielllb) and mll‘l euioglobin
(suli11h) were deicrmimed spectrophiolonirically. All animals were
fuund (0 peoduce prodomiaatcly sulfl1b as well as fesser simounts of
wietlth. That monheys can produce sulflb in response to drug
ahuinisiration hay hc,:’rxumd previously [Clin. Chem.,
14,119K(1948)). Owr s extond this finding and suggest Lhat
i b formation, skhough relasively rare in humans sl inost
latwnatury animals, may occw readily in wonkeys. Decause sulfHb
can puiemtially inicriere with the detcrmination of metlib, its
possible prevalence i tresied mowkeys sliould be considered. Decauss
the prescnce of sulflib iadicsied possible oxidativgy’ damage 1o the red
bloud cell (RDC), we mcasured RIBC gluiathione (GSH) by either the
stasmlard UTND method or by a more specific enzymiatic procedurs.
We found the GSI| comcentzation of the monkey RUC to be about
100 mgrdl. in both ireated and d snimall. This ¢ L
is markodly higher than the mean values reporicd for umans (68.5
ng/dl.) and mean vakues which we measiied for dogs (72.0 my/dL) aad
1ats (60.7 mgAlL). A possible relationship betw ren RDC USI{
concontration and the iendency 0 form tulflib was by
McCuichran |Lancet, 2,240(1960)) who observed that who
produced self b hed clevated GSH lovels in thelr RICs. We suggrst
thal nmb formetion may mmly occur in mowkeys which are

d with k th divgs. The scenilag ieodency
of these animals b pnluw wifltb may In relsted 10 the

wparstively high G in teic RICY.

BONE AND MENERAL METABOLISM IN RATS WITH NEPHAOTIC
BYNDROME. Bosa | Sioup-Ainai', F. Jimenoz!, lova Specker’,
Koy Ellis’, Emily Nd' Mona Ho', Cruuno Ciuz’ and Jose Pediase
Chavesi’. ICh and t v of Cincinnati Medicd
Cur.', Cincinneti, W 4!1.7 INNSZ', Moldeo City, 14000; and
Biology Dept., Faculty of Chemistry, UNAM', Mexico City 045101,

Neplxoti INS} is ch ired by an urinary
protein b is ad odeme.
Minerals, hormones, vitaning, and binding -proteins sio filtrated by
the Lidwy. Theefose, the ninersl metsholism is sltered; bone
ioeral contend (BMC), and bons minsral densily (BMD) e
Jdeciessed. The objective wes 10 develop expetimentally o NS rat
model with normal crestinine clessance. and Lo study the bone and
mingtal metabolism aiterations in the chionic stage of tlw dises.
The NS wes.laduced in male. Wistar fats (n=46) wilh puomydn
sminenuciscside (FAN) (10, § and § mg/100 g bw) by iv injection
iday 0. 21 and 35). Blood aid wrine sempies were collected i dey
0,7,14,26,42,56,84 and 112. Minerals {Cs, Ca, P}, Cr, PTH, v D,
ALP see, ond were in serum. (Ca.
C1, hydioxyproline and pyridinoling (PYD] were snalyzed in wine.
Cumpared 19 conlio! group (n =48), plomerulad filiretion Tete wes
noimel ip=NS). The NS group showed prolsimuia ip <0.001),

ab 9<0.02), éd PTH 19 =0.004),
fow vilamin D (< 0.001), lownudwttuo 001) and decressed
BMD ip <0.001); {p <0.001),

low AL see ip = 0.003) and incressed hyd:oxypioline (p <0.001}.
PYD was not diifesont {p = NS) from conttol group. AR paremetais
rotuned (o contrel valuse ot day 112. Proteinuris persisted slong
e 112 doys of the siudy. Ouwr study is the list one using a0
axperimentsl cheonic NS rat model induced -m-rm. where the
mieral end bone ae studied
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ANTIOKIDANTE AND OXYGEN FREE. RADICAL
SCAVENGERS. Kaica J. Kvmar P, Prased K. (Deportments of
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ABSTRACT
The human neph yad (NS) is wpanied by impo alier-

Mdm:llulbonuwuu mnmdlMpmwam
engming bone boll Iur-nvlda i I NS and normal creatinine
4 and 10 evel m Jluyo/tku NS was induced
by threq injections of p leoside (MN) on days 0, 21, and 3§
(10, 5,and $ u.ﬂM,Mwl‘M. mpxrlwly).mbbchmkdmd"ld
bons fo Aosphatase) and bone

(Mmypmuu and muwm. bone mineral content (BMC), and m
minaral density (BMD). determined by dual-energy x-ray sbsorptiomeiry
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(DEXA) were srudied on days 0, 7, 14, 28, 42, 36, 84, and 112. Proieinuria was
prosont throughout the siudy. Hypoproseinemia was seen on days 7, 28, 42, and
36, returning 10 control values on days 84 and 112. In serum, osteocalcin (0C)
concentration increased (p < 0.001) end alkaline phosphatase (ALP) de-
creased (p = 0.002). In urine, hydroxyproline increased (p < 0.00I) but
u-upywwwmmnummmm,wmww
sindy. Increased serum parathyrold M
Mdumdludﬂﬂmxyvmn wulunlﬁudny 7
During the insense p
BMC and BMD ensues in MAN. ,‘ rais. PAN phroti mubwllow
BMC and BMD compared 10 conirol group (p < 0.001). At the end of the study,
when proteinuria persisted but ioial serum protein retumed 1o control values,
the blochemical bone markers, BMC, and BMD returned to normal. In conclu-

sion, PAN-nephrolic rats had iNe bone alterations that wene related 1o
the magnitude of p ia and the ¢ ion of total serum protein.
Key Wonds: Dual-energy x-ray ab y; Nephrotic synd

Ouwisocakln; Puromycin unlmnucleotidc Pyddinolnu

INTRODUCTION

Costroveniy exiss on the frequancy of bone lellom. which have been found in none
(1,2), bn & few (3), oc in adt (4) of the reported p 1 with nephrotic syndroms (NS)® and
aormal renal function. Demineralization of the skeleion and pathological fr have
been reported in nephrotic childrena (3), and abnormalities of bone I\luology (4), 08 well as
disturbances of calcium metabollsm have been shown in adults with NS and normal renal
function (6). Dual-energy x-ray sbsorptiometry (DEXA) (7-9) is now an established
method for measuring bone mineral dhnsity (BMD) in humans, and it can be used to
measure BMD accurately and precisely In rats (10). Different experimental models of NS
resemble the human counterpart and can aid In the study of the biochemistry and physiol
ogy of NS. The most common mode! used is the one induced by the injection of p
aminonucleoside (PAN) (11-14). The renal lesions are very similar to those demlbed In
humans with minimal-damage NS (13). We made the hypothesis that persi
for 112 days may induce imeversible bone damage in s with Ns Induced by me
imjoctions of PAN. Therefore, the pnum uudy was uudmaken in an effort 10 evaluate the
biochemical bons mark h urinary hydroxyproline,
and urinary pyridinoline—and the relationship wlth BMC and BMD in rats with NS in s
112-day study.

MATERIAL AND METHODS
Experimental Desiga

Ninety-six mals Wistar rats weighing 200-250 g were studied. NS was induced by three
subcutaneous injection of a 2% PAN (Sigma Chemical Co., 5t. Louis, MO) solution in

'u--mu-u- Nl..ﬂuknn‘mu OC. oseosaicin (bome Gla prossin, BOP); PTH, pan.
oy BMC. bone mineral comtent; BMD. bons mincral demaity.
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1
0.9% NoCl (10, 5, and S mg/100 g of body weight) at days O, 21, and 3S of the swdy,
respactively. Control rais received the same volums of vehicle (0.9% NaCl) (14). The
aaimals were maintained in metabolic cages from day O to day 112, and urine was collected
and measured ot the indicated times. PAN or vehicle was injected on day 0. Rats were pair-
fod and had fres access 10 water. Animals were maintained in compliance with the guiding
principles for the care and use of animals (15).

Blood samples of 6 rats per group per day were obtained by dacapitation from days 0, 7,
14, 28, 42, 36, M4, and 112, and collected at room temp without aaticoagulant to
obtaln serum; and the right femur was excised and weighted. Urine samples were centrl-
fuged, aliquoted, and stored &t ~20°C prior to the analysis. Glomerular Altrstion rate (QFR)
was svaluated as 24-h creatiaing clearance. Total protsin in uring or serum was measured
sccording 10 Lowry et al. (16) using & bovine serum albumin as sandard. Cholesterol in
serum was estimated eazymatically according 10 the instructions of the manufacturer
(Farmacéuticos Lekeside, México, DF). Serum and urinary calclum wers measured by
stomic absorption spectroscopy (Perkin-Elmer, Mode! 30308, Norwalk, CT). Serum and
wrinary creatining and photphorus, and ssrum elkaling phosphatase wers measured by 8
VPSS, autosnalyzer (Abbott, Irviag, TX). Secum loaised calclum was stored in CO,
tubes, and its concentration was measured by calcium slectrads (pH = 7.4) (Radiometer,
Model ICA 1, Copeahages, Deamark). Serum istact PTH was measured by redioim-
munoassay using » commercial kit specific for rat PTH developed by Immunaotopics Inc.
(8an Clements, CA) and distributed by Nichols Instituie Diagnostics (San Juan Capistrano,
CA) with an intra- and [ntersssay varistion of 4% and 8%, respactively. Rat ostsocalcin
(bons GLA protein, BGP) was measured by radioimmunoassay with » gost anti-rat osieo-
calein antibody specific for the carboxy) termigal region of ret BOP (Biomedical Techaolo-
gists Inc., Stoughton, MA) with sa intra- interassay varistion of 4.5% and 8%,
respectively. Serum vitamia D metabolites [25-OHD aad 1.25(0H),D) wers determined
sccordiag to Horstet al. (17). The intrs- and interassay variation for 25-OHD vitamin D was
10% and 15%, respectively. 1,25(0H),D intra- and imerassay cotflicient of vasistion was
9% and 12%, respactively. Urinasy Kydroxyproline was d according to Pedeaph
ot al. (18). Urinasy pyridinoline and crestining were d by s i eazimati
commarcial assay (Metrs Blosyssems, Mountain View, CA) (19) with an intra- and Inter-
assay varistion of 3.8% and §.7%, respectively. Concentrations are sxpressed per crealinine
excretion in nsnomoles per millimole.

Dual-snsrgy x-ray sbsorptiometry (DEXA) measurements were made with » Hologic
QDR-1000 x-ray bons deasitometer (Hologic, Inc., Waltham, MA) ia which scans were
scquired with 8 | mm diameter x-ray collimator inserted over the original collimator. In
addition, aa uitrshigh-resolution sofiware program availsble from Hologic was wilized,
which iacreased ths number of lines scanned by fourfold and slowsd the speed of the
scanalag arm 10 produce an oversampling that led 10 » point resolution incressy over
ssveafold compared with s typical human scan. Bach fomur was sconned for 8 min.
Reproducibility of the measurements was desermnined by makiag thres messurements on
oach femur on the sama day, with repositioning betweea scans. DEXA scan was performed
on the right femur of the 96 rats, after It was excised, and it was then submerged In 2.5 cm
waier for BMC and BMD detenninations.

Statistical Analysls

Asalysls of variance (two-way ANOVA) was used 1o compars groups (control aad NS§)
and 10 determine whether differences over ime were similar between the two treatment



Sorre ot 0,

grovps (wewd »3 the interaction wnm of group and tme) (20). Choleseral, GFR, wrinary
proteia, svinary calclum, PTH. 25-hydionyvitamin D, 1,25-dibydroayviwmin D, and uri-
nary pycidinolise requised 8 log wansformation to satisfy the assumption of mormality.
Uniuss otharwiss staded all p valves given are for the significance of the timeby-grosp
imteraction tevye. Each poist on the Bgures represants the mean £ $D of 6 detarminetions, A
poobabificy luss ot equal 10 0.05 was comsiderad significant.

RESULTS

All ruis injorsod whih MN showed odesma, asoites (2 to 10 mL), massive proteinuria,
hypoprotsiaswia, and lypocalcamia, Proisinuria bagan 4 days alfics PAN injoction, reach-
ing & maxiosye valeo 20 duye leter (day 28) and remaining high value watil day 112 |Fig.
(). Totl sereca protein decreased, saching the lowest value on day 7. end Sen 10ee (0
reach conivel values by duy 112 [Fig. 1(b)}. Berum cholssterol conceatration increased from
day 7w duy 34, s shows In Tuble |, and body weight was decyeased compared 1o comtrol
vats after PAN Injection (» < 0.000) (Tubis 1). Usisary volues incrossd the dey afeer
muu-wu-n(qn.ummmummuzm»
Crastinins clcarence was not differast beiwesn groups (p = NS) (Table 1).

All ts with NS had lower wial and lonised serum caleium conceniration over the stedy
pedod (Tabls 2), Urinary calciam excretion was iscresscd und significanty different on day
36 (p < 0.002) (Table 2).

No differences wera found in serwrm phosphorvs over the stdy period; bowever, urinary
phosphores incressed sigaificantly oa day 42 (p < 0.001) (Table 2). Serwm PTH was
imovuasad in the N3 grosp compased (o comtrol group from day 7 through day 84 (p <
0.003) (Tuble 3). Mana senam 25-OH vitamin D concsstration wus lowser [ rats with N8
versws control mas oa days 7-04, shthough the mean valwes appeared to retarm to nosvaal by
the end of the wudy. Serwm 1,25(0M),D also deareasod in ncphrotic s (p < 0.001),
mterning 0 control values by day $4 of ihe study (Table 3).

Bischemical Boms Marbary

Sevum osteocalcie conoentsations inaressed initially on day 7 and returned to cootrol
vaham by day 56 (Pig. 22)). MWMWWWVMW
[ ) (» < 0.001). The changs over time in alkaling phosphetase conceatration also
diffored by group, with the NS ruls having lowst conceatration than the control group (p =
0.002) (Mg, V)] On ths contrasy, here was  peak of sxcrstion of hydraxyproline i wrise
of NS g o0 duy 7 and slightly higher cacretion from day 14 10 day 112 [Fig. Yw). Pyri-
dinuling excvetion in urine was slightly highes in the nephrotic rats; howevey, there was no
slgniGomt difforencs batweea grougs {FMig. 1)), DFXA scans in the ferour showed lower
BMC ia NS versss controls follewing AN treatment (p < 0.001), rchaming to control
vahess on duy 112 [Fig. 4(s)}. BMD showwd similar resubis, with the mean BMD betwees groups
verylag ever time (p < 0.001) and resstsblishing st control values oo duy-84 (Fig. 4(b)).

- DISCUSSION

PAN has boas widsly weed 1o produce sepbvosis a s (11-14,21-34). PAN Is & prodct
of the Aydrolytic cleavage (Bdman degradation) of the antibloric pwomycia (35). Unlike
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Ngure 1. Urinary proiein ucﬁuon (s) and serum protein concentration (b) In control (@) and
neplwotic () rats from day 0 1o day 112 of the study. Inieraction Lerm of group x Lime p < 0.00) for
both pasamesers. .

puromycin, PAN is not a specific Inhibitor of protein synthesis (36,37). The similarities
betweea metabolic alterations and the glomerular lesions of the PAN-uesied rais and
humana nephrotic syndrome have made PAN-treated rats a useful experimental model for
this human condition (11,13.21,38-40). Human and experimenial nephrosis sre charac-
serized by profound alterstions in the metabolism of plasma proteins (14,21-25,27,28,30-
34,41-44). In order to investigate the bone and mineral metabolism in PAN-nephrotic rats,
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Figure 2. Serum oluoukln concentration (s) and serum tolal slkaline phosphatase concemration

(b) in conirol (9) aad nephrotic (W) rats (rom day 040 day 112 of the sudy. Inwnlhnumolm-
me p < 0.001 for osteccalcin and p = 0.002 for sikaline phosphaiase.

we studied the biochemical bons markers, bone mineral content, and bone mineral dessity
in rats with NS induced with PAN, which was characterized by persiient protsinuria along
the 112 days of study. Proteinuria was more evident on days 28-36. Hypoproteinemis and
marked hypercholesierolemis were seen already on these days. By the end of the study the
concentration of total serum protein returned 1o control values in spite of the proteisuria.
These data indicaie that nephrotic rats have developed in adaptive response in such a way
that protein synthesis compensated the urinary losses of plasma protein.
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Vigere 3.  Udaary hydroayproling excrelion (a) and wrinary pyridinoline (Pyd) escreiion (b) in
control (9) and nephratic (8) rats from day O 1o Jay 112 of the Mudy. Inieraciion term of group x Lime
# < 0.008 for hydroxyproline and p = NS for pyridinoline.
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4. Bora miners! conient (s) and bons minera) dentity (b) i the femur of control (@) and
atphiotic (8) rats from day 010 day 112 of the study. Inieraction Lerm of group x ime p < 0.001 for

both parameers.
Clinica) and experi | nephrosis is lated with marked abnormalities of calcium
and vitamin D metabolism that cannot be d for by the iated hyposlbuminemia

slons (43). Our rats showed transitory alterations In calcium metabolism. They had low
Javels of total and jonized serum calcium, and low circulating values throughout the
study (46-48). [t has been shown that serum ionized cal urinary celcl '
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and intestinal absorption of calcium are frequently reduced in the nephrotic synd
(4.49-52).
Several studies have d dthe of lacia and hyperparathyrold-

ism in this population (4.6). Plasma concentrations of various vitamin D metabolites,
including 23-OHD, and 1,25(OH),D;, are reduced in the nephrotic syndrome (4.6,45-57),
indicating an altered vitamia D metabollsm as s possidle cause of these sbrormalities.
Reduced plasma concentration of 25-OHD is assoclated with, and largely dus 10, massive
urinary/renal losses of this prohormone along with its binding protein (vitamin D binding
protein) (45,34-57). While the mechanism of reduced plasma 25-OHD, concentration is
reasonably clear, the reason for demonsirated reduction in 1.25(OH),D, (cakitriol), the
active hormonal form of vitamin D, is less evident. Massive urinary loss may limil the
availability of 25-OHD, for conversion to calcitriol (6,49). Normal intestinal sbsorption of
vitamin D, & 4 by in vivo perfusi i in nephrotic rats, has excluded
the possidle role of vitamin D mllobwpdon a8 the main cause (37). In addition, Impaired
calcitriol blosynthesis due to diminished 25-OHD,:| hydroxylass activity has been demon-
strated in kidneys from rals with PAN-induced aephrosis (58).

The impact of thess abnormalities on the skeleton in humans with NS has been studied in
several ways (39,60) bwt not experimentally in rats with PAN-induced NS and not using
DEXA a5 & 100] to detect bone loss. Biochemical svidence of secondary hyperparathyroid-
ism in NS is suggested by the finding of slevated levels of PTH in many of thess patients
(4.6,61), showing generalized decalcification of the skeleton (62) and noted osteoporosis in
steroid-treated nephrosis (S). Rickets were seen in nephrotic children with clinical bone
disease (59,60). No radiological evidence of hyperparathyroidism or osteomalacis was
found in adult patieats with NS; however, bone bistology p«fomd in nephrotic patients
revealed mild osteoporosis (62) and osieomalicia (4). In addition, festures of active
secondsry hyperparathyroidism and bone resorpiion wers present. Chesney et al. (64)
Indicated that the steroid therapy rather than the diseass itse!f is responsible for reduced
BMD. Our rats with PAN-induced NS did not recelve sieraid tresiment; howevet, elevaled
PTH and reduced BMC and BMD wire observed in the nephrotic group.

Currently, bons GLA prossin (BGP), or osteocalcin (65,66), is the most abundant of the
noncotlagenous proseins found in bone, accounting for about 25% of the total in adults. It is
thought to represent a specific index of bone , rather than of f lon alone (67).
Levels are abnormal in patients with metabolic bone disease charscterized by increased
bone tumover such as renal osieodystrophy (68) and Paget’s disease (65). BOP is also
elevated by PTH and lowered by calclionin (65,69,70). In addition, plasma elevations of
BGOP reflect | d bone rather than d d renal Altration in patients with
OFR grester than 30 mL/min'L.73m3 (71). High concentrations of serum osieocakcin are
present in primary and secondary hyperparathyroidism (66). Other studies Indicate that
osteocalcin concentration In the clrculation may be acutely regulated by calcium and/or
PTH (73). In our study, serum ostsocalcin concentration In rats with PAN-induced NS
facreased from day 7 1o day 56, returning to control levels by the end of the study, when
serum protsin concentration was in the normal range. This finding sirongly indicates an
Increase in bone turnover and bone formation activity. Howsver, serum alkaline phospha-
e enzymatic activity was not usefu! in d ining skeletal (74). It been
shown by Pedeaza-Chaverrf ¢t al. that the activity of ALP in PAN-induced nephrotic
syndroms is decreased (75). Others found that ALP is also eliminated in urine of PAN
nephrotic rats (76). Thess facts may preciude that ALP can be used as & marker for bone
formation in NS.
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normals (77). In additlon, urinary levels of hydroxyp of extra-
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which constituts only 5-10% of its organic phase.
Determination of urisary lon of collagen pyridialum cross-links (pyridinotine snd
deorypyridinotine), present in the mature form of collagen, is becoming the siate-of-the-art
o measure bone resorption (79). In this work, although pyridinoline excre-
tion followed the same geaeral petiern as hydroxyproline excreion and is thougik w0
accerstely reflect the breakdown of typs I collagen of bone, we found no group differeace
in the urlnary excretion of pyridinoline in rats with PAN-Induced NS. O the other hand,
BMC and BMD by DEXA scans wers useful 100ls to study the sffect of PAN-Induced NS in
bone. MMMMMMIMCMleMDWD&XAmM
control rats, confirming human dats showing generalized
The secondary hyperparathy Mmmmllwlammbhwumm
o¢ pot effect at oll, in demineralizing the oseold. On the other hand, our dats clearly
indicats that PAN-aephrotic rats developed | bone , which was evident by
hmhmdoc.ndlmmounﬂono!mwm During the intense prosinuria,
bone resorption predominates, which causes bone mineral content and deasity to decrease.
Al the end of the study, whea serum proieln was within the normal raags, the blochemical
bone markers and BMC and BMD returned to control values. The determinstion of bone
markars served to stimate the boas tumover process that iook place during the chroic sage
olﬂodhuu Our results showed that in the PAN-nephrotic rats, with normal creatinine
thess two mechani bone f¢ jon and bone resorption— are related 10 the
wmamnmmwmm’mm»m.mwhm
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