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SUMMARY 

The human nephrotic syndrome (NS) le accompanied by Important alterations 

of the mineral and bone metabolism. The purpose of thé present study was to 

examine the bone metabolism in rete 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 0, 21 and 35 (10, 5 and 5 

mg/100 g body weight), respectively. 

The biochemical markers of bone formation (osteocalcin and alkaline 

phosphatase) and bone resorption (hydroxyproline and pyridinoline), bone mineral 

content (BMC) and bone mineral density (BMD) determinad by dual-energy x-ray 

absorptiometry (DEXA), were studied on days 0, 7, 14, 28, 42, 56, 84 and 112. In 

serum, osteocalcin (0C) concentration increased (p <0.001), and alkaline phosphatase 

(ALP) decreased (p <0.002). In urine, hydroxyproline increased (p <0.001), but urinery 

pyridinoline was not different from the control group throughout the study. Increased 

serum parathyroid hormona concentration and decreased levels of 25-hydroxy and 

1,25-dihydroxyvitamin D were found since day seven. During the intenso 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 biochemical bone markers, BMC, and BMD returned to 

normal. In conclusion, PAN-nephrotic rats had reversible bone alterations that were 

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

VoBo 

D. José Pedraza Chaverrf 
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RESUMEN 

El síndrome nefrótico (SN) en seres humanos se acompaña de importantes 

cambios en el metabolismo mineral y óseo. El propósito del presente estudio fue 

examinar el metabolismo óseo en ratas con SN experimental y con depuración de 

creatinina normal, asi como evaluar si esta alteración es reversible. El SN se indujo 

mediante tres inyecciones de aminonucleósido de puromicina (ANP) los días 0, 21 y 

35 (10, 5 y 5 mg/100 g de peso corporal), respectivamente. 

Los marcadores bioquímicos de formación ósea (osteocalcina y fosfatasa 

alcalina) y de resorción ósea (hidroxiprolina y piridinolina), el contenido mineral óseo 

(CMO) y la densidad de la masa ósea (DMO) determinadas por densitometría de doble 

energía de rayos X, se estudiaron los días 0,7,14,28,42,56,84 y 112, después de la 

primera inyección de ANP. La proteinuria estuvo presente a lo largo de todo el estudio. 

La hipoproteinemia se observó los días 7, 28, 42, y 56 regresando a valores control 

los días 84 y 112. En el suero, la concentración de osteocalcina aumentó (p <0.001), 

y la fosfatasa alcalina disminuyó (p < 0.002). En la orina, la hidroxiprolina aumentó 

(p <0.001), pero la piridinolina urinaria no fue diferente del grupo controla lo largo del 

estudio. El aumento en la concentración de hormona paratiroides en suero y la 

disminución de los niveles de 25-hidroxi y 1,25-dihidroxivitamina D se observó a partir 

del día siete. Los datos anteriores, nos indican que las ratas con SN muestran un 

aumento de la actividad osteoclástica y osteoblástica. Durante la proteinuria masiva, 

la resorción ósea predominó y condujo a la disminución del CMO y la DMO en ratas 

con SN inducido con ANP lp < 0.0011. 
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Al final del estudio, cuando la proteinuria persistió pero la concentración de 

proteínas en suero regresó a valores control, los marcadores bioquímicos óseos, el 

CM0 y la DM0 también regresaron a valores control. En conclusión, las ratas con SN 

inducido por ANP, tienen alteraciones óseas reversibles que se relacionan con la 

magnitud de la proteinuria, y con la concentración de la proteínas totales en suero. 
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1 	 INTRODUCCION 

1.1 	REMODELAMIENTO ÓSEO. El hueso es un tejido complejo y está en constante 

proceso de remodelamiento. El crecimiento óseo durante la infancia y la adolescencia 

tiene lugar a nivel de la epífisis y de la metáfisis; posteriormente se forma el cartflago, 

se calcifica y da lugar al hueso de "nueva formación" (hueso largo). 

El proceso de remodelamiento del hueso está sujeto a la influencia de cambios 

fisiológicos y mecánicos. Este es el proceso biológico más largo que tiene lugar en la 

vida del ser humano (proceso de resorción y formación). La formación de hueso 

(formación del osteoide) tiene lugar inmediatamente después de la resorción ósea, lo 

que favorece el depósito de capas nuevas de hueso sobre la matriz ósea existente, y 

da lugar al proceso completo de mineralización ósea. El remover calcio del hueso 

(viejo) y liberarlo a la circulación sanguínea, permite mantener y satisfacer las 

necesidades metabólicas de este ion en el organismo. Este proceso (resorción-

formación) constituye la base del remodelamiento óseo, y los productos de 

degradación que se producen se utilizan como marcadores bioquímicos del 

remodelamiento óseo. 

El esqueleto consta de dos tipos diferentes de hueso: el hueso cortica/, 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 está constituido por unidades de "remodelamiento óseo" (URO), 

localizadas en diferentes áreas y niveles de la estructura ósea. (Figura 1 ) . 
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FIGURA 1 
	

ACTIVIDAD DE LA UNIDAD DE REMODELAMIENTO 05E0 IUROI EN ELHUESO CORTICAL. 
(a): Corte en "túnel" por los osteoclastos. lb) Formación de hueso "nuevo". (c) Estructura 
ósea de nueva formación. 

FIGURA 2 	ACTIVIDAD DE LA UNIDAD DE REMODELAMIENTO 05E0 ILIROI EN EL HUESO 
TRASECULAR. 11Resorción osteoclistica. 12) Resorción mononuclear, 13) Migración de los 
preostooblastos y diferenciación en osteoblastos. 14) Matriz osteoblistica de nueva 
formación losteoidel. 15) Mineralización y (6) Estructura ósea de nueva formación. (Eriksen, 
E.F., et al., 1994). 
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La función y el reacomodo de estas pequeñas unidades, las cuales están en 

continuo remodelamiento, son la base de los cambios que ocurren en la masa ósea y 

en su estructura; estos cambios aumentan con la edad y en las enfermedades óseas 

metabólicas. 

Cada ciclo de remodelamiento óseo se inicia al activarse los precursores 

osteoclásticos, los cuales son transformados en osteoclastos multinucleados e inician 

así, la resorción ósea. Una vez terminado este proceso, el área se cubre de 

preosteoblastos que se diferencian posteriormente en osteoblastos. Esta capa de 

hueso nuevo se mineraliza durante el proceso de "mineralización osteoblástico". Por 

lo tanto, el remodelamiento óseo se describe como: el proceso de actividad-resorción-

formación (A-R-F), que a su vez, se define como la "duración de la secuencia completa 

de remodelamiento", y se divide en dos períodos: el período de erosión IPE) y el 

período de formación (PF) (Eriksen, E.F. et al., 1994) (Figura 2). En sujetos con un 

metabolismo óseo normal, el ciclo de remodelamiento óseo tiene una duración de 

aproximadamente 100 días a nivel del hueso cortical y, de 200 días en el hueso 

concellous. 

Los osteoblastos constituyen la línea celular responsable de la formación de la 

matriz ósea, y tienen un papel muy importante en el proceso de calcificación ósea. La 

membrana plasmática del osteoblasto es rica en f osf atase alcalina y tiene receptores 

para 1,2510H)203  vitamina D y para estrógenos, pero no para calcitonina (fiaron, R. 

1990). 
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Los osteoclestos, por su parte, son los responsables de la resorción ósea. El 

osteoclasto es una célula multinucleada gigante localizada en la superficie del hueso 

y dentro de la laguna de Howship (Baron, R. 1990). La actividad osteoclástica está 

influenciada por tres hormonas: hormona paratiroidea (PTH), vitamina D11,2510H),D31 

y calcitonina (CT). Las dos primeras tienen un potente efecto estimulador sobre la 

actividad resortiva (Mundy, G. 1990) y no así la CT, la cual es un fuerte inhibidor de 

la actividad osteoclástica, aunque su efecto es relativamente de corta duración 

(Werner, J.A., et al., 1972). 

La pérdida de hueso se observa en la mayoría de las enfermedades óseas y se 

traduce como el cambio en el remodelamiento y el balance óseo a nivel de las URO. 

En el hiperparatiroidismo secundario, por ejemplo, hay aumento del recambio óseo; el 

hueso concellous sufre resorción en "túnel", asociada con fibrosis medular. En algunas 

enfermedades que se acompañan de hiperparatiroidismo secundario, como es el caso 

del síndrome posgastrointestinal, se ha observado disminución de la densidad ósea. 

La osteoformación y la osteoresorción, son mecanismos íntimamente involucrados en 

los procesos normales y anormales del metabolismo óseo (Def tos, L.J. 1984). El 

conocimiento de estos procesos por separado ayuda al mejor entendimiento de las 

enfermedades óseas, tales como la osteoporosis, la osteomalacia, la enfermedad de 

Paget y la osteítis fibrosa quística; de igual forma en las enfermedades que se 

acompañan de hiperparatiroidismo primario y secundario, como en el caso del SN 

(Malluche, H.H., et al, 1979). 
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1.2 MARCADORES BIOQUÍMICOS DEL REMODELAMIENTO ÓSEO. Los 

marcadores bioquímicos de la formación ósea más utilizados en la actualidad son: la 

fosfatasa alcalina (FA), la isoenzima ósea de la fosfatasa alcalina (IFA), la osteocalcina 

10C), también conocida como proteína GLA, (ácido gamma-carboxi-glutámicol (Azria, 

M. 1989), y los péptidos de la procolágena tipo I: el fragmento carboxilo terminal 

(PICP) y el fragmento amino terminal (PINP) (Ebeling, P.R. et al., 1992). Así mismo, 

los marcadores de resorción ósea utilizados actualmente son la hidroxiprolina urinaria 

(OHprl y los enlaces de la colágena ósea: piridinolina (P) y deoxipiridinolina (DPI, que 

son excretados en la orina (Delmas, P. D. et al., 1990; Deftos, L. J. 1991; Demiaux, 

S. et al., 1992 y Hanson, D.A. et al., 1992). 

Debido a que el hueso es rico en FA, su determinación se ha utilizado como 

marcador de la formación osteoblástica, a pesar de considerarse el menos sensible y 

específico de los marcadores bioquímicos. Un aumento significativo en los niveles 

séricos de FA se presenta en los pacientes con osteodistrofia renal, 

hiperparatiroidismo primario y secundario, hipertiroidismo, cáncer óseo, osteomalacia 

y durante el restablecimiento de fracturas óseas. A pesar de ello y debido a que en 

algunos casos este aumento es ligero, el apoyo que puede dar a la interpretación 

clínica es relativamente escaso (Deftos, L. J., 19911. Actualmente, la determinación 

de la isoenzima de FA resulta ser un mejor indicador del origen del aumento de FA en 

sangre. Sin embargo, los ensayos relativamente nuevos para medir la concentración 

de la isoenzima de FA no han permitido comparar su utilidad con otros marcadores de 

formación ósea, como es la OC. 



9 

Teóricamente, la determinación de OC es un arma útil para evaluar la 

mineralización ósea y no parece tener las limitaciones que presenta la FA. La OC es 

un polipéptido de cadena sencilla con un peso molecular de 5800 daltones, con tres 

residuos de aminoácidos en las posiciones 17, 21 y 24, también conocido como ácido 

alfa-gamma-carboxi-glutámico (GLA), y es dependiente de la vitamina K. Estos 

residuos favorecen la unión de la proteína a la hidroxiapatita y al calcio, principal 

constituyente de la fase mineral del osteoide. La OC es la proteína más abundante de 

tipo no colágeno que se sintetiza en los osteoblastos, y es un marcador específico de 

la formación y del remodelamiento óseo. Los niveles de OC se encuentran elevados 

en una variedad de enfermedades metabólicas. En la rata, la OC se elimina 

principalmente por filtración renal; se ha visto que su aumento en la sangre llega a 

ser hasta de 8 veces más cuatro horas después de la nefrectomía (Delmas, P. et al., 

1983). Sin embargo, esto no significa que en los pacientes con función renal 

disminuida, el aumento en sangre se explica solo por la disminución de la filtración 

renal de este polipéptido, sino que también puede estar aumentada la actividad 

osteoblástica. El aumento en la concentración de OC correlaciona bien con el 

crecimiento longitudinal del hueso en el metacarpo y a nivel de la metáfisis, 

posiblemente porque refleja un aumento de la actividad osteoblástica, proceso que 

ocurre durante la osificación endocondrial. 

De los aminoácidos principales derivados de la degradación de la colágena, la 

hidroxiprolina (OHpr) y la hidroxilisina (0H1), se han utilizado como marcadores de la 

resorción ósea. 
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Cerca del 90% de la OHpr total que se metaboliza es filtrada y reabsorbida casi 

totalmente por los túbulos renales. A pesar de que la concentración de OHpr en la 

orina refleja principalmente el remodelamiento óseo, también representa del 5 al 10% 

de la excreción de proteínas de tipo no colégeno. En el plasme, la OHpr circula en 

varias formas: unida a proteínas, a péptidos y en forma libre. En enfermedades óseas 

caracterizadas por un aumento del desdoblamiento de la colágena, los cambios en la 

concentración de OHpr en orina y en sangre, se usan como indicadores bioquímicos 

de la actividad colagenolítica y por lo tanto, de la resorción ósea. 

Los enlaces de la colágena tipo I, la piridinolina y la deoxipiridinolina son los 

productos estables que se originan al degradarse la colágena de tipo I. Estos enlaces 

están formados por fibrillas de colágena extracelular, que se encuentran estabilizando 

las cadenas de colágena. Su excreción en la orina se origina a partir del rompimiento 

de la matriz de colágena madura, y no a partir de la colágena de nueva formación. Se 

piensa que la deoxipiridinolina es específica de colágena de tipo I. La piridinolina y la 

deoxipiridinolina se excretan en dos formas en la orina: libre y unida a proteínas. La 

forma libre se puede medir directamente, mientras que la forma unida a las proteínas 

tiene que ser liberada por hidrólisis antes de ser analizada. La determinación de la 

concentración de los enlaces de piridinolina presenta varias ventajas con relación a la 

determinación de hidroxiprolina: estos compuestos son derivados de la colágena ósea 

exclusivamente, no son metabolizados previamente a su excreción en la orina, y su 

concentración no está influenciada por la absorción intestinal de la colágena 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 ÓSEA POR 

DENSITOMETRIA. Para que las determinaciones bioquímicas del remodelamiento óseo 

tenga validéz clínica debe compararse con otras formas de medición directa de la 

formación y resorción ósea, como son el contenido mineral óseo (CMO) y la densidad 

de la masa ósea (DMO). La cuantificación de la masa ósea se realiza mediante la 

densitometría ósea (DO) conocida como densitometría de doble energía de rayos X 

(DEXA). 

Debido a que la fuente de poder de los rayos X tiene un flujo de radiación de 

mayor alcanze, este método tiene mejor precisión (aproximadamente 1 %l, mejora la 

resolución de la imagen (< 1 mm) y, los rastreos son más rápidos y en menor tiempo 

(5 a 10 veces) al compararse con la fuente de un solo poder (SPA) (Masses, R.B. et 

al., 1990). La dosis de radiación es menor debido a que el colimador está optimizado 

para medir el contraste del hueso. 

La ventaja de esta tecnología, es que permite medir el contenido de calcio en 

la periferia del hueso, por regiones y en el cuerpo entero. Debido a la baja dosis de 

radiactividad, el corto tiempo de exposición y la alta precisión en la medición del 

contenido y la densidad ósea, esta técnica se está usando ampliamente en la 

investigación clínica, así como en el seguimiento a largo plazo en niños y adultos con 

enfermedades óseas metabólicas y en animales de experimentación (Sierra-Amor, R.I. 

1992 y Griffin, M.G. et al., 1993) (Figura 3). 



12 

En el caso del hiperparatiroidismo secundario, enfermedad renal o mala 

absorción intestinal, la cuantificación del CMO y de la DMO es de gran utilidad 

(Johnston, C.C. et al., 19911. 

El CMO se expresa en gramos y la DMO en unidades de masa corregidas por 

el área cuantificada (gramos/cm'). 



DISTAL 

FIGURA 3. 	IMAGEN DEL FEMUR Y TIBIA PROXIMAL DE LA RATA MEDIANTE DENSITOMETRIA 
DE DOSLE FOTON DE RAYOS X IDEXAI (Griffin, M.G. frt el., 1993). 

13 



14 

1.4 SÍNDROME NEFROTICO ISM: El SN se caracteriza por la coexistencia de 

proteinuria, hipoproteinemia e hiperlipidemia (Figura 41. Algunos investigadores 

aceptan que la sola presencia de proteinuria mayor a 3.5 g/24 h/1.73 m2  basta para 

establecer el diagnóstico de SN, ya que la hipoproteinemia solamente se presenta si 

la pérdida de proteínas por orina es desproporcionadamente mayor a la capacidad 

hepática para sintetizar albúmina (Amato, D. et al., 1993). 

Clásicamente 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 retención del sodio y agua y el edema se han considerado corno una 

respuesta fisiológica normal a la contracción del volumen intravascular por la 

disminución de la presión oncótica (Santos-Atherton, D. 19821. 

Se ha obtenido evidencia de que la retención de sodio puede presentarse antes 

de que se inicie la proteinuria (Pedraza-Chaverrí, J. et al., 1990), y de que la 

hipoalbuminemia no necesariamente se debe a la pérdida de la albúmina por la orina 

(Olbricht, C. J. et al., 19871. El mecanismo que explica la proteinuria está mediado 

por los factores que determinan el paso de las moléculas por la barrera de filtración, 

los cuales son: el tamaño, la deformabilidad, la carga eléctrica, y la configuración 

molecular, así como la hemodinámica glomerular. 

En el SN existe un aumento en la permeabilidad al paso de macromoléculas 

cuyo mecanismo no está dilucidado. La lesión renal característica del SN idiopático es 

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

negativa de su superficie. 
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Lo anterior se apoya en el hecho de que administración de policationes al riñón 

produce proteinuria y fusión de podocitos (Hunsicker, L. G. et al., 1981). 

En el SN, sólo una fracción de las proteínas filtradas aparece en la orina, el resto 

se reabsorben y metabolizan en el túbulo proximal (01bricht, C. J. et al, 1987; Katz, 

J. et al, 1964). Esto produce pérdida de proteínas del espacio intravascular mucho 

mayor que la esperada por la mangitud de la proteinuria. El resultado es un incremento 

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

compensar (Yamauchi, A. et al, 1988), lo que trae como consecuencia la 

hipoalbuminemia. 

En el SN están elevadas prácticamente todas las fracciones de lípidos y 

lipoproteínas séricas, incluyendo el colesterol y todas sus fracciones (total, libre y 

esterificado). La causa principal de la hiperlipoproteinemia en el SN humano parece ser 

el aumento de la síntesis hepática de proteínas, entre ellas las lipoproteínas, en 

respuesta a la disminución de la presión oncótica causada por la hipoalbuminemia 

lAppel, G.B. et al, 1985). Otro factor que contribuye a la hipercolesterolemia del SN 

es el aumento en la síntesis de colesterol inducido por la elevación del ácido 

mevalónico, que a su vez se debe a la disminución en su catabolismo renal (Golper, 

T. A. y Schwart, S.H. 1982). 

En los niños, la frecuencia y distribución de la lesión es diferente a la de los 

adultos (Ponticelli, C. y Passerine, P., 1991). En ellos se presentan mas comúnmente 

el SN de cambios mínimos ISNCM), que es la segunda causa más frecuente de 

enfermedad del parénquima renal en niños menores de 15 años (Tabla 1). 
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INCIDENCIA RELATIVA I%) 

NIÑOS 	ADULTOS 

Síndrome noIrddco primario 	 79 	24 
Síndrome nefrótico de cambios 
mínimos (SNCMI 
SNCM con depósitos de IgM 
Hipercelularidad mesangial 
Glomerulonefritis segmental focal 
(GSF) 

Síndrome notreetko 
asociado con 
Glomerulopatía idiopática 	 13 	52 
Glomerulonefritis membranosa 
Glomerulonefritis membrana- 
proliferativa 
Glomerulonefritis proliferativa 
Otras 

Glontorulopodo secundario 	 7 	 24 
Lupus eritomatoso sistémico 
Diabetes Mellitus 
Amiloidosis 
Otros 

Otros onforsnodados 
	 <1 	<1 

Síndrome nefrótico congénito 
Esclerosis mesangial difusa 

Otros 

TABLA 1. 	ALGUNAS CAUSAS DE SINDROME NEFROTICO Y SU FRECUENCIA EN POBLACIONES 
PEDIATRICA Y ADULTA (Schnaper, H. y Robson, A.M., 19931. 
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1.5 	SN EXPERIMENTAL. 	E.1 SN se indujo experimentalmente con la potente 

droga nefrotóxica aminonucleósido de puromicina (ANP) (Pedraza-Chaverri, J. et al., 

1990; Sierra Amor, R.I. 1992; Cruz, C. et al., 1994; Pedraza-Chaverri, J. et el., 

19961, cuyo nombre genérico es la 6-dimetil-aminopurine, 3-amino-d-ribosa. La 

puromicina es un antibiótico que se obtiene a partir del "Actinomyces albonigers", 

compuesto del cual se deriva el aminonucleósido (Fiegelson, E.B. et al., 1957). 

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 metabólicas y óseas que se presentan en este síndrome. 

Se sabe también que el ANP puede producir daño renal crónico (Frenk. S. et al., 

1955; Borowsky, B.A. et al., 1961; Diamond, J.R. y Karknovsky, M.J. 1986). El daño 

renal ocurre una vez que el ANP es administrado por inyección intravenosa, o 

recidivar una vez que se administra nuevamente la dosis. 

Otros investigadores, utilizaron dos series de inyecciones del ANP demostrando 

que la lesión glomerular es progresiva e irreversible (Feldman, J.D. y Fisher, E.R. 

19611. 
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2 	 ANTECEDENTES 

Hasta hace algunos años, las alteraciones del metabolismo mineral en el SN se 

atribuían principalmente a la deficiencia de vitamina D como consecuencia de la 

hipoalbuminemia (Goldstein, D.A. et al., 1977; Barragry, J.M. et al., 1977; Schmidt-

Gayk, H. et al., 1977; Malluche, H.H. et al., 1979 y Goldstein, D.A. et al., 19811. 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 Sierra-Amor, R.I. 19921. 

Se ha postulado también que la absorción intestinal de calcio se encuentra 

disminuida (Lim, P. et al., 1977 y Goldstein, D.A. et al., 1981) y esto conduce al 

aumento brusco de la hormona paratiroidea (PTH) en sangre, a hiperf unción de las 

glándulas paratiroides y por consiguiente a hiperparatiroidismo secundario y 

osteomalacia (Malluche, H.H. et al., 19791. Sin embargo, estudios más recientes han 

demostrado que la absorción intestinal de calcio en el SN no disminuye, lo que se 

encuentra disminuida es la concentración de la proteína 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., 19911. 

La vitamina D y sus metabolitos circulan en el plasma unidos a una proteína 

conocida como "proteína transportadora de vitamina D IPT-D1" con un peso molecular 

de 65 kdaltones. En el SN, esta proteína se excreta por la orina, y por consiguiente, 

los metabolitos de la vitamina D (Haddad, J.C. y Walgate, J. 1976; Barragry, J.M. et 

al., 1977; Schmidt-Gayk, H. et al., 1977 y Koening, K.G. et al., 19621. 
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La pérdida de 25-hidroxivitamina D (25-0HD) por la orina, ejerce un efecto 

directo sobre la disminución del metabolito biológicamente activo de la vitamina D, la 

1,25-dihidroxivitamina D 11,2510H1201. Esta deficiencia puede deberse a la falta de 

sustrato o a un defecto en la hidroxilación de 1,2510H12D en el túbulo renal, a pesar 

del aumento de PTH en sangre, la cual, en condiciones normales, estimula la 

producción de la 1-alfa-25-hidroxilasa renal. En estudios recientes se ha demostrado 

que la velocidad máxima (Vmax) de esta enzima disminuye en ratas con SN inducido 

con ANP (Mizokuchi, M. et al., 19921, lo que sugiere que las alteraciones del 

metabolismo del calcio y la vitamina D en el SN se pueden atribuir principalmente a 

dos mecanismos: la pérdida por orina de los metabolitos de la vitamina D y a un 

defecto en la hidroxilación de 25-0HD a nivel del túbulo renal. Por esta razón, la 

concentración de 1,25 dihidroxivitamina D 11 ,2510H12D1, también se encuentra 

disminuida, a pesar de que se especula que la fracción libre (no unida a la PT-D) es la 

que represente mejor la acción biológica de esta hormona (Auwerx, J. et al., 1986). 

Aunque la mayoría de los estudios han demostrado que los niveles circulantes de 25-

OHD están bajos en el SN, no es así con respecto a 1,25(0H120; ésto se ha atribuido 

en parte, a que los métodos para medir este metabolito, detectan tanto la fracción 

libre como la unida a albúmina y, es por ello que resulta difícil llegar a una conclusión 

definitiva, sobre todo si son los niveles de 1,2510HIP libre los que tienen importancia 

fisiológica y se han encontrado en concentraciones normales (Auwerx, J. et al., 1986; 

Koening, K.G. et al., 1992), ó aumentados en pacientes con SN (Koening, K.G. et al., 

1992), a pesar del aumento en la excreción de PT-D por la orina. 
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Por otro lado, la administración de sustrato (25-OHD) a ratas nefróticas, 

aumenta la concentración de 1,2510H)2D, lo que sugiere que la disminución en sangre 

de este metabolito se debe en parte, a la baja concentración de sustrato (Mizokuchi, 

A. et al., 1991). Lo anterior está de acuerdo con el trabajo de otros investigadores, 

en donde los pacientes recibieron tratamiento con 25-0HD, y observaron un aumento 

en la concentración sérica de 1,2510H)20 en los pacientes con filtración 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 niños con SN (Malluche, H.H. et al., 1979; Tessitore, N. et al., 1984; Freundlinch, 

M. et al., 1985 y Alon, U. y Chan, J.C.M. 1983). En 1945, mediante la técnica de 

rayos X, se observó descalcificación 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 niños con SN después de un mes de evolución, se han descrito 

la presencia de fracturas óseas, y en algunos otros raquitismo, durante el primer año 

de vida (Stickler, G.B. et al., 19601. En este estudio, una de cada 7 biopsias de hueso 

de pacientes con SN revelaron osteoporosis ligera (Lim, P. et al., 1977). Otros 

investigadores encontraron evidencias de osteomalacia y de mineralización defectuosa 

del osteoide en 6 pacientes estudiados con SN IMalluche, H.H. et al., 1979), y en 

otros casos, no se mostró ninguna alteración histológica (Korkor, A. et al., 1983). 
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En ratas con SN inducido con suero nefrotóxico no se encontró diferencia en 

la densidad ósea, en el contenido de calcio y fósforo del fémur, en la histomorfometría 

ósea de la metáfisis de la tibia, ni tampoco se observó osteomalacia después de 8 

semanas de evolución de la enfermedad (Chan, Y-K. et al., 1983). 

La proteinuria masiva, característica del SN, así como la disminución en sangre 

de los metabolitos de la vitamina D, ejercen un efecto importante sobre la 

concentración de calcio ionizado o libre, sobre el aumento de los niveles de PTH y 

sobre la reabsorción de calcio por el túbulo renal. Por consiguiente, la disminución de 

los metabolitos de la vitamina O y el aumento de PTH originan cambios en la 

estructura ósea. Una vez que la fase aguda ha pasado, las alteraciones del 

metabolismo del calcio se normalizan casi en su totalidad (Sierra-Amor, R.I. 1992). 

Se ha visto que, en humanos con SN, el tratamiento con una sola dosis de 25-

OHD, metabolito precursor de 1,2510HI2D, restablece los niveles de éste en la 

circulación sanguínea en un lapso de 48 horas IHaldimann, 13 y Trechael, U. 19831. 

En otros casos, se ha encontrado que le concentración de calcio ionizado o libre afecta 

la concentración 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 la edad, la duración del padecimiento, el tratamiento con 

corticosteroides, el deterioro de la función renal y la concentración de albúmina en la 

orine (Aloa, U. y Chan, J.C.M. 19831. 
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En el modelo experimental de SN agudo en la rata, posterior a la inyección de 

una dosis única de ANP (Sierra Amor, R.I. 1992), se presentó el cuadro clásico de las 

alteraciones metabólicas características de este síndrome: proteinuria, 

hipoproteinemia, hipocalcemia e hipercolesterolemia. Lo anterior desencadenó un 

desequilibrio en la homeostasis mineral y, del sistema endocrino que regula este 

mecanismo. El aumento de PTH en sangre, dio origen a hiperparatiroidismo 

secundario. Por consiguiente, el efecto resortivo de esta hormona desmineralizó el 

osteoide, como se mostró a través de la disminución del CMO (Sierra Amor, R. I., 

1992). Por otro lado, el aumento de PTH no estimuló la producción de 1,25(OH)2D. 

En este caso, la deficiencia de substrato (25-OHD) pudo ser la causa principal, aunque 

se especula también que pueda deberse a una alteración enzimática, esto es, a que 

la 1,25 hidroxilasa renal se encuentre disminuida (Mizokuchi, M. et al., 1992). La 

excreción urinaria de OHpr aumentó al degradarse la colégena ósea. La actividad 

osteoblástica (0C) también aumentó el día 7 del estudio; este aumento se debió tanto 

e la disminución de la filtración de esta proteína por el riñón, como a un aumento de 

la actividad osteoblástica (Sierra Amor, R.I., 1992). En base a estas observaciones, 

el desarrollo de un modelo experimental de SN crónico resulta ser ad hoc para estudiar 

las alteraciones del metabolismo mineral y su efecto en hueso. 

Actualmente no se conoce si las alteraciones que se presentan en el SN 

posterior a una segunda y tercera dosis de ANP, ejercen también efecto resortivo 

sobre el hueso, y si la magnitud del cambio es reversible una vez que se restablecen 

las condiciones basales. 
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Este modelo podría ser utilizado para estudiar el posible efecto benéfico de 

estimuladores del remodelamiento Óseo. 
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3 	 HIPOTESIS 

La serie de alteraciones metabólicas que se presenten durante el SN crónico tienen 

como consecuencia un cambio en el remodelamiento bioquímico del esqueleto, y por 

lo tanto dan lugar e una disminución del contenido mineral y al deterioro de la masa 

ósea. 
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4 	 OBJETIVO 

Estudiar las posibles alteraciones del metabolismo óseo en ratas con SN experimental 

crónico y con depuración de creatinina normal y evaluar si las alteraciones 

encontradas son reversibles. 

El metabolismo óseo se estudiará determinando: 

1) Los marcadores bioquímicos de formación ósea (osteocalcina y fosf atase alcalina). 

2) Los marcadores bioquímicos de resorción ósea (hidroxiprolina y los enlaces de 

piridinolina). 

3) El contenido mineral óseo mediante densitometrfa de doble fotón de energía de 

rayos X. 

4) La densidad de la masa ósea mediante densitometrfa de doble fotón de energía de 

rayos X. 
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5 	 MATERIAL Y METODOS 

5.1 	ANIMALES Y DISEÑO EXPERIMENTAL. 

En este protocolo se usaron ratas Wistar macho de 200 a 250 gramos de peso, 

las cuales se alimentaron con una dieta estándar (Purina chow) y agua ed libitum. 

Se utilizaron 96 ratas, 48 controles y 48 con SN. El SN crónico se indujo con 

tres inyecciones subcutáneas de ANP al 2% disuelto en solución salina al 0.9%. El día 

O la dosis fue de 10 mg/100 g y los días 21 y 35 fue de 5 mg/100 g (Borowsky, 8. 

et al., 1961). Los grupos de ratas pareadas por peso, se colocaron en jaulas 

metabólicas cada semana del estudio para recolectar la orina de 24 horas. El día del 

sacrificio, una vez recolectada la orina en frasco de poliestireno, las ratas se 

anestesiaron con éter y su sangre se obtuvo por punción cardíaca. Las ratas se 

sacrificaron los días 0,7,14,28,42,56,84 y 112 del estudio. El suero se obtuvo por 

centrifugación a 4°C y se congeló a - 70°C hasta la realización de las determinaciones. 

La muestra de orina se centrifugó a temperatura ambiente por 15 minutos a 2500 

rpm. Una vez centrifugada, la muestra de orina se decantó en un tubo cónico 

graduado en mL pera medir el volumen. Una alícuota de la orina se congeló a -20°C 

para realizar las determinaciones analíticas. Los fémures se disecaron y se colocaron 

en frascos con agua bidestilada, manteniéndose a temperatura ambiente hasta la 

determinación del contenido mineral óseo ICM0) y densidad mineral ósea (DM0). 
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En suero y orina, se determinaron proteínas totales (PT), fósforo (PI, creatinina 

(Cr) y calcio ICa). En suero, se determinaron el calcio ionizado (libre) (Cal), la fosfatasa 

alcalina (FA), la osteocalcina (OCI, la molécula intacta de hormona paratiroides (PTH) 

y los metabolitos de la vitamina D 125-0HD y 1,2510H1201. En orina se determinó la 

hidroxiprolina total (OHpr), y los enlaces de piridinolina libre. 

El contenido mineral óseo (CM0) y la densidad de la masa ósea (DM0) se 

determinaron en los fémures de las ratas control y con SN mediante densitometria 

ósea (DO) de doble fotón utilizando un densitómetro Hologic QDR-1000 y empleando 

un programa de alta resolución para medir estos parámetros en animales de 

experimentación. 

5.2 PROCEDIMIENTOS ANALÍTICOS. 

5.2.1 Absorción Atómica. 

5.2.1.1 	Calcio: (Manual del espectrofotómetro de absorción atómica Perkin-Elmer, 

Modelo 3030). La determinación de calcio (Cal total en suero y en orina se llevó a 

cabo en un espectrofotómetro de absorción atómica Perkin-Elmer, Modelo 3030. El 

suero y la orina se diluyeron 1:100 con cloruro de lantano al 1%, para evitar 

interferencias por la presencia de proteínas o aniones en la muestra. Se empleó una 

lámpara catódica a una longitud de onda de 422.7 nm. La curva estándar se preparó 

con las siguientes concentraciones de carbonato de calcio: 5, 10, 15 mg/dL. 
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5.2.2 Análisis colorimétricos. 

5.2.2.1 	Creatinina: (Jaffé, J. 1966). La determinación de creatinina (Cr) en suero 

y en orina se realizó en un autoanalizador Abbott, V.P Super System. La Cr presente 

en la muestra se combina con el ácido pícrico en presencia de iones hidroxilo, 

formando un complejo rojizo. Las muestras de suero u orina (0.1 mi) se colocan en 

una celdilla de plástico de 0.5 mL de capacidad en la unidad de transporte. Las 

muestres de orina se diluyen 1:20 con agua bidestilada. El autoanalizador está 

programado para determinar Cr utilizando la reacción de punto final. Automaticamente 

se agregan a las correspondientes celdillas de reacción, un blanco de agua, tres 

concentraciones del estándar de Cr (2, 6 y 8 mg/dL), dos controles externos (alto y 

bajo) y las muestras; inmediatamente después el reactivo de Cr. Las lecturas de las 

absorbencias correspondientes e las muestras analizadas en suero u orina se reportan 

en mg/dL o mg/vol, respectivamente. 

La filtración glomerular (FG) se calculó en base a la depuración de Cr usando 

la siguiente fórmula: 

Depuración de Cr: Creatinina urinaria ImWdLI  X Flujo urinario (mL/min) 

Creatinina sérico, (mg/dL) 

Flujo urinario: 	Volumen urinario de 24 fi trni) 

1440 min 
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5.2.2.2 	Fósforo: (Chen, P.S. Jr. y Toribara, H.W. 1956). La determinación de 

fósforo (P) en suero y en orina se llevó a cabo en un autoanalizador Abbott V.P. Super 

System. El P inorgánico presente en los líquidos corporales, forma fosfomolibdato con 

el molibdato de sodio. Por reducción del ácido ascórbico, el fosfomolibdato se 

transforma en azul de molibdeno coloidal, que se mide espectrofotomátricamente. Las 

muestras de suero u orina (0.1 mL) se colocan en celdillas de plástico de 0.5 mL de 

capacidad en la unidad de transporte. Las muestras de orina se diluyen 1:20 con agua 

bidestilada. El autoanalizador está programado para determinar P por la reacción de 

punto final. Se pipetean un blanco de agua, tres concentraciones del estándar de P (4, 

6 y 10 mg/dL), cuatro controles externos (dos altos, un normal y un bajo) en la celdilla 

de reacción. El reactivo de P se agrega a continuación automáticamente. 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: (Nrdenphan, J. et al., 1984). La determinación de 

hidroxiprolina (OHpr) se llevó a cabo en orina de 24 horas. La muestra se somete a 

hidrólisis con hidróxido de bario; el complejo formado es oxidado a pirro) por acción 

de la cloramina T, y posteriormente se une al p-dimetilaminobenzaldeh(do. La 

interferencia por cromóforos se elimina mediante una reacción ácido-base con 

subsecuente precipitación del complejo insoluble. La OHpr se extrae con tolueno y 

ácido clorhídrico. La muestra se centrifuga inmediatamente para obtener la correcta 

separación de las fases orgánica y acuosa. 
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Las absorbencias de las muestras se calculan contra una curva estándar con 

concentraciones de OHpr de 6, 12.5, 25, 50 y 100 mg/L. 

5.2.2.4 	Proteínas totales: (Lowry, 0.A. et al., 1951). Los enlaces peptfdicos de 

las proteínas reaccionan con los iones de Cu (II) en solución alcalina y, en un segundo 

paso, el reactivo fosfomolíbdato fosfotúngstico es reducido. La absorbencia del color 

desarrollado se mide espectro( otométricamente a 540 nm. La curva estándard se 

prepara con las siguientes concentraciones de albúmina «rica bovina: 5, 10, 15, 25, 

35 y 50 pg/0.2 mL 

5.2.3 Análisis crometográficos. 

5.2.3.1 	Vitamina D (25-0HD): (Horst, R.L. et al., 1990). La 25-0HO se determinó 

en suero por cromatograffa líquida de alta resolución (HPLC). La muestra (0.5 mL) se 

extrae con acetonitrilo (0.5 mi) y se centrífuga a 2500 rpm por 10 minutos a 

temperatura ambiente. El sobrenadante se equilibre con 0.5 ml de amortiguador de 

fosfatos (pH 10.5) durante 10 minutos. La muestra se agrega inmediatamente a 

cartuchos de silice C-18 (Millipore/Waters de E.U.) previamente activados (metano' y 

agua al 70%) Y se extrae con 3 mL de acetonitrilo. La muestra se evapora en un baño 

de agua a 50'C y bajo atmósfera de nitrógeno (N3); posteriormente se reconstituye 

con 1.5 mL de diclorometano y se agrega a cartuchos de silice (Si) previamente 

activados (metano' y agua al 70%) donde se separa de acuerdo a su polaridad por 

elución mediante solventes orgánicos (hexano:isopropanol:diclorometano). Para ello, 

se utiliza un sistema de separación al vacío (Vac-Elut-System de Varian) a 20 psi. 
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La muestra recolectada se lleva a sequedad nuevamente y se reconstituye en 

0.155 mL de hexano:diclorometano:isopropanol (50:50:1.5); se inyecta en el 

cromatógrafo y se separa de acuerdo a su polaridad en una columna de silice (0.5 nm, 

15 x 25 mml. La concentración de 25-0HD, se calcula contra un estándar de vitamina 

D (25-0HD,) (BIOMOL Laboratories, E.U.) con una concentración de 16 ng y con un 

tiempo de retención (RT) de 0.65/área. Una vez inyectada la muestra se colecta 

automáticamente en un colector de fracciones (Isco Latoratories, E.U.), se lleva a 

sequedad bajo atmósfera de N3 y se le agregan 5 mL de líquido de centelleo (Fisher, 

Co. E.U.) para contarse en un contador de radiaciones beta (Packard Co. E.U.) por 10 

minutos. La concentración final de 25-0HD se calcula con respecto al estándar (área) 

y se corrige por la recuperación porcentual de la misma. 

5.2.4 Análisis enzimáticos e inmunoenzimáticos. 

5.2.4.1 	Fosfatasa alcalina (Tietz, N.W. 1994). La determinación de fosfatasa 

alcalina (FA) en suero se llevó a cabo en un autoanalizador Abbott, V.P. Super 

System. Las fosfatasas catalizan la hidrólisis de los ésteres del ácido fosfórico. Para 

determinar la FA se utiliza como sustrato el p-nitrofenilfosf ato. La variación observada 

en el valor de extinción por unidad de tiempo es proporcional a la velocidad de 

transformación del substrato y por lo tanto, a la actividad enzimática. La muestra de 

suero (0.1 mL) se coloca en celdillas de plástico de 0.5 mL de capacidad en la unidad 

de transporte. El autoanalizador está programado para determinar la concentración de 

FA por la reacción de punto final. 
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Automáticamente se agregan a las celdillas de plástico de 0.5 mL de capacidad 

en la unidad de transporte, un blanco de agua, dos concentraciones del estándar de 

FA (100 y 500 UI/LI, 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 determinación de los enlaces de piridinolina libre se efectua por 

análisis inmunoenzimático (ELISA). La reacción se lee en un lector de placa para ELISA 

(INCSTAR Co. Stillwater, MN, E.U.). La placa de ELISA está cubierta con anticuerpo 

monoclonal anti-piridinolina donde se agregan 0.050 mL de la muestra de orina diluida 

1:10 con agua. La piridinolina presente en la muestra compite con el complejo de 

piridinolina-fosfatasa alcalina por el anticuerpo adherido a la placa; la reacción se 

detecta con el sustrato de para-nitrofenolfosfato que reacciona con la fosfatasa 

alcalina que está unida al anticuerpo. La reacción se detiene con NaOH. La curva 

estándar se construye con concentraciones de piridinolina de O a 300 nM. Los 

resultados se expresan como nM de piridinolina por mM de creatinina InMP/mMCrl. 

5.2.5 Ion selectivo. 

5.2.5.1 	Calcio ionizado o libre: (Manual del Radiometer ICA, Radiometer 

Laboratorios, Copenague, Dinamarca). El calcio ionizado o libre (Cai) se determinó en 

suero (0.25 mi) utilizando un electrodo ion selectivo para Ca ionizado o libre. La 

muestra se debe mantener en atmósfera de CO2  para evitar cambios en el pH de la 

muestra. El analizador de ión selectivo se calibra con un estándar de Cai comercial a 

una concentración de 5 mg/dL (1.25 mmol/L). La concentración de la muestra se 

corrige a pH 7.4, y se expresa como mg/dL. 
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5.2.6 Radioinmunoanálisis. 

5.2.6.1 	Osteocalcina: (Gundberg, C.M. et al., 1985). La osteocalcina (0C), 

también conocida como proteína GLA, se determinó en suero por radioinmunoanálisis 

(Biomedical Technologists Inc. E.U.). La muestra de suero se diluye (1:50) con 

amortiguador de fosfatos (pH 7.4) Y se incuba con el antisuero (0.1 mL) a 4°C durante 

18 horas en agitación constante. El antígeno radiactivo ('211) se agrega y se incuba 

nuevamente e 4°C durante 18 horas en agitación constante. La separación del 

complejo formado se lleva a cabo utilizando un segundo antiguara diluido en 

amortiguador de fosfatos y en polietilenglicol (3%), posteriormente al cual se incuba 

el ensayo por 2 horas a 4°C en agitación constante y se centrífuga por 15 minutos a 

2500 rpm y en frío. El precipitado se cuenta en un contador para radiaciones gamma 

(Multi-Prias 4, Packard Co. E.U.I• 

5.2.6.2 	Hormona paratiroides: (Calvo, M.S. et al., 1991). La determinación de 

hormona paratiroidea (PTH) en suero se realizó mediante el análisis 

inmunoradiométrico de doble anticuerpo (técnica del sandwich). Los antisueros, 

producidos en la cabra son específicos para la región N-terminal de la molécula (1-34) 

del suero de la rata. Uno de los antisueros se fija a esferas de poliestireno y el otro se 

marca con "9. La muestra problema se incuba simultáneamente con los dos 

antisueros. Los fragmentos amino y carboxilo terminal de la muestra son "fijados" por 

ambos antisueros y el exceso se elimina por medio de lavados con amortiguador de 

fosfatos. El complejo radiactivo unido a la esfera de poliestireno se cuenta en un 

contador para radiación gamma (Multi-Prias 4, Packard Co. E.U.I. 
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5.2.6.3 	Vitamina D (1,2510H)201: (Horst, R.L. et al., 1990). La 1,25(OH) 2D se 

determinó en suero por análisis de unión al receptor. La muestra (0.5 mL) se extrae 

con acetonitrilo (0.5 mL) y se centrifuga a 2500 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 sílice C-18 

(Millipore/Waters, E.U.) previamente activados (metanol y agua al 70%) y se extrae 

con 3 mL de acetonitrilo. La muestra se lleva a sequedad en un baño de agua a 50°C 

y bajo atmósfera de nitrógeno (N2); posteriormente se reconstituye con 1.5 mL de 

diclorometano y se agrega a cartuchos de sílice (Si) previamente activados (metanol 

y agua al 70%) donde se separa por elusión de acuerdo a su polaridad mediante 

solventes orgánicos (hexanos:isopropanol:diclorometano). Para ello se utiliza un 

sistema de evaporación al vacío (Vac-Elut System, Varian E.U.) a 20 psi. La muestra 

recolectada se lleva e sequedad nuevamente y se reconstituye con 0.130 mL de 

etanol. A continuación, se pipetean 50 pL de la muestra y de los controles en tubos 

de ensayo, conjuntamente con un blanco de etanol y concentraciones seriadas del 

estándar (60, 15, 7.5, 4.0, 2.0 y 1.0 pg/50 pL); y por último, se adicionan 0.5 mL del 

receptor (timo de la cabra) para 1,2510H)2D. Los tubos se incuban en baño 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 solución de carbón-dextrán. Al cabo de 20 minutos de 

incubación en hielo, los tubos se centrifugan a 2500 rpm durante 15 minutos y a 4°C. 

El sobrenadante se decanta en frascos de poliestireno de 20 mL, con 5 mL de líquido 

de centelleo y se cuentan en un contador de radiación beta (Packard Co. E.U.). 
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5.2.7 Determinación del contenido mineral y de la densidad de la masa ósea: (Manual 

del densitómetro óseo Hologic QDR-1000) (Griffin, M.G. et al, 1993). El contenido 

mineral óseo (CM0) y la densidad de la masa ósea (DM0) se midieron en los fémures 

derechos de las ratas control y con SN crónico. Estas determinaciones se llevaron a 

cabo utilizando un densitómetro Hologic QDR-1000, que emplea un colimador 

integrado a un programa de alta resolución para animales de experimentación, el cual 

calcula el CM0 en gramos y la DM0 en gramos/cm'. 

Los fémures se disecaron y se colocaron en frascos de poliestireno con agua 

bidestilada hasta su determinación. La medición del CM0 y de la DM0 se realizó 

colocando el fémur en una ceja Petri con agua, previa calibración del densitómetro 

contra un estándar sintético de tejido óseo. Cada medición se realizó 3 veces y el 

resultado final se expresó como el promedio de las lecturas para cada uno de los 

fémures analizados. 

5.3 	Análisis estadístico (Wallenstein, S. et al., 1980). 

Todos los resultados se expresaron como promedio t la desviación estándar 

del número de animales. Los datos se analizaron empleando el método de análisis de 

varianza de dos factores (ANOVA). Las diferencias entre los grupos control y nefrótico 

se compararon entre sí y con sus respectivos basales. 
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6 	 RESULTADOS 

Síndrome nefrótico: Las ratas correspondientes al grupo con SN desarrollaron 

proteinuria masiva (p < 0.001) (Figura 51, la cual se presentó a partir del día 7, con 

un pico máximo el día 28, disminuyó al día 84, pero al día 112 alcanzó valores 

comparables e loa del día 28. 
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FIGURA 5 Proteínas totales en orine da las ratas control (Si y nefróticas (E) 
durante los días 0, 7, 14, 28, 42, 56, 84 y 112 del estudio (p <0.001). 
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La concentración de las proteínas del plasma disminuyó significativamente el 

día 7 del estudio; regresó a valores controles el día 14 y disminuyó nuevamente el día 

28 después de la segunda inyección de ANP; disminuyendo el día 42 al inducirse el 

SN nuevamente IP < 0.0011. Las concentraciones de prote(as adrices regresan a 

concentraciones basales a partir del día 84 del estudio (Figura 61. 
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0 7 14 	28 	42 	58 	84 	112 
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FIGURA 8 Proteínas en suero de las retes control (11) y nefriltices (•) durante los 
dlu 0, 7, 14, 28, 42, 58, 84 y 112 del estudio (p <0.001). 
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La hipercolesterolemia, característica de este síndrome, se presentó a partir del 

día 7 y hasta el día 56 lp < 0.0011 (Figura 71. 
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FIGURA 7 Colesterol en suero de las ratas control (*) y nefróticas (a) durante los 
días 0, 7, 14, 28, 42, 58, 84 y 112 del utudio Ip < 0.001). 

Hubo disminución significativa del peso corporal los días 56 y 84 del estudio 

en el grupo con SN lp < 0.0011 (Figura 81. Sin embargo, no hubo diferencia 

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

crónico (Figura 91. 
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FIGURA 8 Peso corporal de las ratas control (•) y nefrOtices (U) durante los días 

0, 7, 14, 28, 42, 56, 84 y 112 del estudio (p<0.001). 
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FIGURA 1 Consumo de alimento de las retas control (8►I y ~ticas (■) durante 
los días 0, 7, 14, 28, 42, 56, 84 y 112 del estudio fp Pa). 
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El volumen de orina aumentó significativamente en el grupo con SN crónico los 

días 14, 28, 42, 56 y 84 del estudio (p<0.001) (Figura 10). La concentración de 

nitrógeno de urea (BUN) en sangre aumentó soto significativamente al día 7 del 

estudio lp < 0.001) (Figure 11). 
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FISURA 10 Volumen de orina de les retu control (SI y nefrdtIcee MI durante los 
des 0, 7, 14, 28, 42, 56, 84 y 112 del estudio (p <0.001). 
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FIGURA 11 NIUdgeno de oree en suero de les retes control (1) Y niflenicu 
durante los dee 0, 7, 14, 28, 42, 55, 84 y 112 del estudio (p <0.001). 

Función mal: La función renal del grupo nefrótico vs el grupo control se calculó en 

base a la depuración de creatinina, la cual permitió conocer si la filtración glomerular 

era normal. 

No se observó diferencia significativa en la concentración de creatinina adrice 

en los grupos control y con SN (Figura 12). Así mismo, la concentración de 

creatinina en orina tampoco fue diferente entre los grupos control y nefrótico (Figure 

131. 
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FIGURA 12 Creadnina en suero de las retes control (8) y nefr6tices MI durante los 

dios 0, 7, 14, 28, 42, 58, 84 y 112 del estudio (9 ■BN8). 
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ROMA 13 Creatinine en orino de las retes control II) y nefreticas Oil durante los 

des 0, 7, 14, 20, 42, 56, 84 y 112 del estudio lp=NSI. 



la depuración de creatinina, ésta no fue significativamente diferente a la del 

control (Figura 141. 
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Por lo tanto, al calcularse la filtración glomerular del grupo con SN a través de 
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FIGURA 14 Dependan de creed/dna en lee retes control (• I Y mayólica* (111) durante 
los dlee 0, 7, 14, 28, 42, 66, 84 y 112 del estudio (p•I65). 

Metabolismo mineral: Las alteraciones del metabolismo mineral ocasionadas a partir 

de la excreción masiva de proteínas en la orina (principalmente albúmina), favorecieron 

la disminución de la concentración de calcio en sangre (calcio total) a partir del día 7 

del estudio, sin llegar a alcanzar diferencias significativas entre los grupos control y 

con SN; sin embargo, después de la 2a y 3a inyección de ANP los días 21 y 35 del 

estudio, esta diferencia fue significativa los días 28 y 42 (p < 0.001) (Figura 151. 
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FIGURA 15 Calcio total en suero de las ratas control(*) y nefróticas (E) durante los 
días 0, 7, 14, 28, 42, 58, 84 y 112 del estudio lp < 0.001 I. 

A pesar de no haber cambios en la excreción de calcio en orina durante los 

primeros 42 días del estudio, las ratas con SN presentaron un aumento significativo 

en su excreción al día 56 del estudio (p < 0.001) (Figura 16). La disminución de 

calcio total favoreció la disminución de la concentración de calcio ionizado (libre) los 

días 7, 28 y 42 (p < 0.05) del estudio en el grupo con SN (Figura 17). 
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FIGURA 16 Caldo en orina de lu ratas control (0) y nefróticu (a) durante loe días 

0, 7, 14, 26, 42, 56, 84 y 112 del estudio (p <0.001). 
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FIGURA 17 Caldo ionizado de les ratas control (e) y nefrdticu (U) durante los días 
0, 7, 14, 26, 42, 56, 84 y 112 del estudio (p<0.05). 
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La disminución de calcio (total y libre) estimuló el aumento de la concentración 

de hormona paratiroidea (PTH) en la circulación sanguínea, encontrandose éste 

aumento a partir del día 14 del estudio, y presentando un pico máximo en su 

concentración al día 42 del estudio, diferente del grupo control (p < 0.05). Al día 84 

del padecimiento, los valores de PTH en sangre regresaron a sus valores basales 

(Figura 18). 
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DL 

FIGURA 18 PTH en suero de las ratas control (II) y ~raticos (M) durante los días 
0, 7, 14, 28, 42, 58, 84 y 112 del estudio Ip<0.05). 
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En condiciones normales, un aumento en la concentración de PTH favorece la 

excreción de fósforo por el túbulo renal. Sin embargo, en nuestro modelo de SN 

crónico, esta diferencia solo fue significativa entre los grupos control y con SN el día 

42 del estudio (Figura 191. 
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FIGURA 19 Fósforo en orine de lea ratas control (II) y nefditicaa (S) durante los 
días 0, 7, 14, 28, 42, 58, 84 y 112 del estudio (p N8). 
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La concentración de fósforo en sangre fue diferente significativamente entre 

los grupos control y SN al día 56 del estudio (p < 0.051 (Figura 201. Así mismo, la 

concentración de 25-0HD disminuyó a partir del día 7 y hasta el día 84 del estudio 

(p < 0.001) (Figura 21). Por consiguiente, la concentración de 1,2510H)2D, 

metabolito biológicamente activo de la vitamina D, dependiente de la concentración 

de 25-OHD en sangre, disminuyó significativamente en el grupo con SN los días 28, 

42 y 56 del estudio lp < 0.05) (Figura 22). 

DIA 

FIGURA 20 Fósforo en suero de las ratas control (II y ~éticas (■ ) durante los 
dlas 0, 7, 14, 28, 42, 56, 84 y 112 del estudio (p <0.051. 
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FIGURA 21 2114ddroithrltandne D de las ratas control (D) y nefrddcas (U) durante los 

días 0, 7, 14, 25, 42, 58, 84 y 112 del estudio (1) <0.001). 
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FIGURA 22 1,25-dlIddroxlvItandna D en suero de las retas control (II Y Ildr6Ilem 
11111 durante los días 0, 7, 14, 28, 42, 58, 84 Y 112 del estudio 

<0.05). 
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Bioquímica del remodelemiento Óseo: En cuanto a los marcadores bioquímicos 

del remodelarniento óseo, la concentración de hidroxiprolina en la orina aumentó a 

partir del día 7 del padecimiento. Su concentración se mantuvo por arriba de los 

valores basales y fue significativamente diferente entre los dos grupos los días 28, 42 

y 56 del estudio lp < 0.05) (Figura 23). Por otra parte, la concentración de 

piridinolina libre no fue diferente entre los grupos control y con SN (p = NS) (Figura 

241. 
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FIGURA 23 Hldroalprollne en orina de las ratas control (II) y nefrdtIces Oil durante 
los días 0, 7, 14, 28, 42, 56, 84 y 112 del sstudlo (p<0.05). 
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FIGURA 24 Enlaces de Plrldlnollne en orina de lee ratas control lel y narrada* lin 
durante los días 0, 7, 14, 28, 42, 56, 84 y 112 del estudio lp la N81. 

La concentración de fosf atase alcalina disminuyó progresivamente con el 

crecimiento óseo en ambos grupos de ratas, sin embargo en el grupo con SN crónico 

esta disminución se hizo más aparente los días 7, 28 y 42 del estudio (p < 0.05) 

(Figura 25).  La concentración de osteocalcina, marcador específico de la formación 

ósea, aumentó en sangre los días 7, 28 y 42 del estudio, y fue diferente 

significativamente del grupo control (p < 0.05)(Figure 26). 
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FIGURA 26 Fosfatese alcalina de las retes control 191 y netr6tices (II) durante loe 
días 0, 7, 14, 28, 42, 56, 84 y 112 del estudio (p<0.05). 
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MIURA 28 Osteoceldne en suero de las ratas control III) y nefrOticas (18) durante 
los días 0, 7, 14, 28, 42, 66, 84 y 112 del estudio (p <0.05). 
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El crecimiento longitudinal del fémur solo presentó diferencia significativa al día 

56 del estudio entre el grupo control y con SN lp < 0.05) (Figura 27). De la misma 

manera su peso (g) solo fue diferente del grupo control al día 56 del padecimiento (p 

< 0.05) (Figura 28). 
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FIGURA 27 Longitud del fémur de las ratas control (*) y nefróticas (•) durante loa 
días 0, 7, 14, 28, 42, 58, 84 y 112 del estudio Ip<0.051. 
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FIGURA 28 Peso del !Ame de las ratas control (G) y nefr6tIces (M) durante los das 
0, 7, 14, 28, 42, 58, 84 y 112 del estudio (p<0.051. 

El CM0 fue significativamente diferente del grupo control al día 56 del estudio 

fp < 0.05) (Figura 29). La DM0 solo fue significativamente diferente al día 56 del 

padecimiento entre el grupo control y el grupo con SN (p < 0.05) (Figura 30). 
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FIGURA 29 Contenido mineral 6~101101 de las retes control (lb y nefraticas 
durante los días 0, 7, 14, 28, 42, 56, 84 y 112 del estudio lp <0.051. 

0.30 

  

1 	 
ANP 

   

0.25 - 

   

    

0.20 - 

  

   

Yr  

 

0.15 - 

  

• 

 

0.10 
	

I I I 	I —1- 	 T-- 
DIA 0 7 14 	28 	42 	58 	 84 	112 

FIGURA 30 Densidad mineral Óseo (DLIO) de las retes control(*) y nefraticas (El 
durante los dial 0, 7, 14, 28, 42, 56, 84 y 112 del estudio (p <0.05). 
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7 	 DISCUSIÓN 

En este trabajo desarrollamos un modelo que presentó las alteraciones típicas 

del SN y filtración glomerular (FG) normal, estimada a través de la depuración de 

creatinina, para estudiar las alteraciones oseas que se presentan en este padecimiento. 

Esté bien establecido que al disminuir la concentración de las proteínas del plasma y 

aumentar la pérdida masiva de las mismas por la orina, los cambios metabólicos y 

clínicos presentes en este padecimiento as agudizan (Bernard, 0.8, 1988; Mallick, 

N.P. 1991). Sin embargo, éste es un fenómeno reversible, por lo tanto, era 

indispensable reforzar estos cambios, y llevar el modelo a su estado crónico a lo largo 

de los 112 días del estudio; para ello se Inyectó al grupo de ratas con SN una segunda 

y tercera dosis de ANP de 5 mg/100 g de peso corporal cada una, al día 21 y 35 del 

estudio. 

El contar con un modelo de SN crónico que nos permitiera estudiar más a fondo 

las alteraciones relacionadas con el metabolismo del calcio, la vitamina D y el 

remodelamiento óseo, era primordial. El antecedente inmediato a este estudio fue un 

modelo de síndrome nefrótico agudo reversible, inducido con una dosis única de ANP 

de 15 mg/100 g de peso corporal, y valorado a partir del día 2 al día 28 del 

padecimiento (Sierra Amor, R.I. 1992). En este estudio, las ratas presentaron 

proteinuria persistente, hipercolesterolemia, aumento transitorio de la concentración 

de nitrógeno de urea en sangre, así como alteraciones del metabolismo mineral como 

hipocalcemia, hiperfosfaturia y disminución de la concentración de vitamina D. 
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En este modelo crónico, se observó que las ratas correspondientes al grupo con 

SN disminuyeron de peso corporal a partir del día 14 del estudio, sin lograr alcanzar 

el peso correspondiente al de las ratas del grupo control al día 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 retas 

(control y con SN). 

Se conoce que durante el progreso de la enfermedad, la disminución de la 

concentración de albúmina en sangre altera el metabolismo de los lípidos (Bernard, 

D.B. 1988), lo que conduce a un aumento en sus niveles circulantes. En nuestro 

modelo experimental hubo aumento de le concentración de colesterol en sangre a 

partir del día 7 del estudio; este aumento se presentó nuevamente el día 42, pos-

inyección de la tercera dosis de ANP el día 35 del estudio. Al día 84 del padecimiento, 

los niveles de colesterol disminuyeron, sin llegar a alcanzar la concentración de 

colesterol del grupo control al día 112 del estudio. 

Como se observa en nuestro modelo experimental, el grupo con SN presentó 

proteinuria e hipoproteinemia a partir del día 7 del estudio. Así mismo, una segunda 

y tercera dosis de ANP, reforzan nuevamente el síndrome, y por consiguiente la 

excreción masiva de proteínas en la orina, favoreciendo la hipoproteinemia durante los 

días 112 días del estudio. En el grupo con SN, la excreción de proteínas en la orina 

del día 28 y el día 42 del estudio fue diferente del grupo control. 
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Así mismo, la concentración de las proteínas en el plasma fue diferente con 

respecto al grupo control. Estos dos parámetros inician las alteraciones metabólicas 

y óseas que se describen a continuación. 

En el grupo de ratas con SN, la concentración de creatinina en suero aumentó 

el día 42 del estudio solamente. Este aumento no fue significativamente diferente con 

respecto al grupo control a lo largo de los 112 días del estudio, no encontrandose 

variación alguna entre los grupos. Así mismo, la excreción de creatinina en la orina, 

expresada en función del volumen urinario, y la filtración glomerular, no fueron 

diferentes entre el grupo control y el grupo de ratas con SN. 

Las alteraciones del metabolismo mineral ocasionadas a partir del aumento de 

la excreción de proteínas en la orina, y, por lo tanto, de la disminución de albúmina 

en el plasma, favoreció que la concentración del calcio disminuyera al día 7 y al día 

42 del estudio en el grupo con SN. La excreción de calcio en la orina no fuá diferente 

del grupo control durante los primeros 42 días del estudio. Sin embargo, el día 56, se 

presentó un aumento significativo en la excreción de este ion por la orina, este 

aumento pudo deberse al efecto resortivo de PTH el día 42 del padecimiento. En 

condicionas normales, al disminuir la concentración de calcio en sangre, hay un 

aumento en la concentración de fósforo sérico. Por otro lado, el aumento en sangre 

de PTH ejerce efecto fosfatúrico a nivel del túbulo renal, dando por resultado un 

aumento en la excreción de fósforo en la orina el día 42 como se observa en este 

caso. 
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Es interesante observar que la concentración de fósforo en sangre aumenta el 

día 56, al normalizarse la excreción de fósforo por la orina. La hiperactividad de las 

glándulas paratiroides, y por consiguiente el aumento de le concentración de hormona 

paratiroidea (PTH) en sangre desencadenan el hiperparatiroidismo secundario que se 

manifiesta en el SN (agudo o crónico), mecanismo que favorece la desmineralización 

del osteoide, y por lo tanto, el aumento la resorción ósea que se estimula al aumentar 

la actividad osteoclástica mediada por PTH. Por consiguiente, disminuye el contenido 

mineral y la densidad ósea, alteraciones que se presentan muy claramente en este 

modelo experimental de SN. Por otra parte, el hiperparatiroidismo que se presentó en 

este padecimiento pudo ser la causa del aumento de la excreción de calcio en orina 

el día 56 del padecimiento, el cual, en parte, está en función del recambio esquelético, 

asi como de la reabsorción de calcio a nivel del túbulo distal, la cual es estimulada por 

PTH (Bouhtiauy, I. et al., 1991). A su vez, la reabsorción de calcio está influenciada 

también por el aumento en la reabsorción de sodio y agua por el túbulo renal. 

Debido a que existen otros padecimientos renales con filtración glomerular 

disminuida, teles como le osteodistrofia renal y la insuficiencia renal, y por lo tanto 

cursan con disminución del contenido mineral y de la densidad ósea (Tessitore, N., et 

al, 1984), era necesario desarrollar un modelo donde la función renal cursara con 

filtración glomerular normal calculada a través de la depuración de creatinina, como 

se mencionó el principio de esta discusión. Otra consecuencia importante de la 

hiperfiltración de las proteínas del plasma, es el efecto sobre la concentración de las 

proteínas transportadoras de hormonas, como es el caso de la PT-D. 
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La 25-hidroxivitamina D (25-OHD), que está unida a su proteína transportadora, 

al filtrarse por el riñón, ocasiona disminución de su concentración en la sangre. Por 

otro lado, la 25-OHD, es el precursor del metabolito biológicamente activo de la 

vitamina D, la 1,25-dihidfoxivitamina D 	2510H1201. La hipocalcemia que se presentó 

en el SN crónico, estimuló el aumento de la 1,2510H)2D, sin embargo, su efecto se 

vió disminuido en gran parte por la falta de sustrato (25-0HD). Este proceso está 

influenciado por PTH, la cual favorece el aumento de la actividad de la 1-alf a-25-

hidroxilasa renal, al liberar calcio del hueso e indirectamente aumentar su absorción 

intestinal. En condiciones normales, el aumento de la 1,2510H)2D ejerce efecto directo 

sobre la actividad osteoclástica al favorecer la liberación de calcio del hueso, e 

indirectamente aumenta la actividad osteoblástica, al favorecer la formación ósea, 

ejerciendo ambas acciones sobre el remodelamiento óseo. El efecto resortivo de PTH 

y el remodelamiento mediado por 1,2510H)2D favorecen la desmineralización ósea y, 

por consiguiente, la degradación de la colágena. El producto final de este proceso es 

la liberación a la circulación de hidroxiprolina, aminoácido que se excreta por la orina 

y que se ha utilizado como indicador de la actividad resortiva. La excreción de 

hidroxiprolina se inicia a partir del día 7, la cual presenta un pico máximo el día 28 y 

disminuye gradualmente, pero sigue siendo significativamente diferente entre los 

grupos a lo largo del estudio. 

Como se mencionó previamente, el remodelamiento óseo es un proceso 

continuo, donde la actividad osteoclástica estimula a su vez la actividad osteoblástica, 

depositándose osteoblastos sobre las cavidades que formaron los osteoclastos. 
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Este proceso libera fosfatasa alcalina a la circulación sanguínea, la cual esta 

mediada por la concentración de su isoenzima ósea. Sin embargo, la concentración de 

fosfatasa alcalina total (FA) no fue un marcador confiable para medir el aumento de 

la actividad osteoblástica; su concentración en suero en el SN se mantuvo disminuido 

desde el día 7 al día 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 indicó un aumento de la actividad 

osteoblástica. La OC es una proteína de tipo no colágeno presente en el osteoblasto, 

lo que es un indicador de la mineralización ósea. En situaciones tales como el modelo 

estudiado, en donde los animales de experimentación no desarrollaron insuficiencia 

renal, el aumento de OC refleja un aumento en la actividad osteoblástica (Delmas, P. 

D. et al., 1983). Interesantemente, el día 7 del estudio, la concentración de 

osteocalcina aumentó significativamente en el grupo con SN con respecto al grupo 

control; este aumento coincidió con la caída transitoria pero no significativa de la 

función renal en ese día exclusivamente. Así mismo, la concentración de OC 

disminuye al día 14 en el grupo de ratas con SN. Por otra parte, hay que considerar 

que la concentración de esta proteína es directamente proporcional a la velocidad de 

crecimiento del hueso. Se sabe que sus niveles se encuentran altos en la niñez y 

disminuyen conforme el individuo se acerca a la edad adulta (Azria, M. 1989). El 

patrón de comportamiento de esta proteína en el grupo de ratas control refleja 

exactamente este cambio. Asf mismo, el peso del fémur, expresado en gramos, fue 

significativamente 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 

óseo. Los estudios que se reportan en la literatura (Chesney, R.W. et al, 1977; 

Johnston, C.C. et al, 1991) se han basado principalmente en utilizar la densitometría 

de un sólo fotón para conocer los cambios en el CMO. A diferencia, en nuestro se 

utilizó la densitometría de doble fotón de rayos X, que tiene un alto grado de 

resolución en animales de experimentación. Esta tecnología altamente específica sirvió 

para medir los cambios óseos a nivel del contenido mineral y de la densidad de la 

masa ósea en este estudio. De ahí la importancia de nuestros hallazgos, los cuales 

resultan ser los primeros reportados en la literatura en donde se desarrolla un modelo 

de SN crónico inducido con ANP y se estudia el recambio esquelético mediante 

marcadores bioquímicos de alta especificidad, como son la osteocalcina en sangre, 

y los enlaces de piridinolina en la orina, así como herramientas tales como la 

densitometría de doble fotón de rayos x (Masses, R.B., et al., 1990) que resultan ser 

una herramienta muy útil en el diagnóstico de las enfermedades óseas ocasionadas por 

defectos metabólicos, nutricionales ó fisiológicos de gran alcance. 

Por primera vez en este modelo de SN crónico experimental inducido con ANP, 

se midieron los enlaces de piridinolina. Su excreción en orina es un indicador de la 

degradación de la colágena Tipo 1, y por consiguiente del aumento de la resorción ósea 

(Gerrits, M.I., et al., 1995). Como se pudo observar, la excreción máxima de estos 

enlaces se presentó al día 42 del estudio, que fue cuando hubo un aumento 

significativo de PTH. 
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Si consideramos que este es un mecanismo refleja del aumento de la actividad 

osteoclástica mediada por esta hormona, queda claro entonces que en el SN crónico 

el hiperparatiroidismo secundario que se presenta es la causa más importante de 

desmineralización ósea. 

Es interesante mencionar que el día 56 del estudio, hubo aumento significativo 

de la concentración de calcio en la orina y también disminución del CMO y de la DMO. 

En nuestro modelo experimental, el CMO y, la DMO disminuyeron en el SN 

experimental durante los días de máxima secreción de PTH (42 y 56), regresando a 

valores control a partir del día 84 del estudio. El CMO aumentó ligeramente en el 

grupo con SN los días 84 y 112 del estudio, casi igualandose al grupo control; a pesar 

de ello, el cambio fué estadísticamente diferente entre el grupo con SN y el grupo 

control. Al calcular el CMO en función del área cuantificada, la densitometría ósea fue 

significativamente diferente entre los dos grupos estudiados. Es muy probable que de 

estos dos mecanismos que se presentaron durante el día 56 del estudio (aumento de 

la concentración de calcio y disminución del CMO y de la DMO), los cuales están 

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 observó, la 

resorción predominó sobre la formación del hueso, la cual mantuvo la homeostasis 

mineral en equilibrio a expensas del deterioro del esqueleto en este padecimiento. En 

la figura 31 se muestra la posible recurrencia de alteraciones que conducen a la 

disminución del contenido mineral y de la masa ósea transitoria en las ratas con SN. 
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Se requieren de estudios más extensos para valorar la eficacia de dar 

tratamiento con agentes antiresortivos en padecimientos que cursan con deterioro de 

la masa ósea, alteraciones del metabolismo mineral y de la bioquímica del 

remodelamiento esquelético, como es por ejemplo, el síndrome nefrótico crónico que 

hemos desarrollado en este trabajo. 

AUMENTO DE LA PERMEABILIDAD GLOMERULAR 
4 

Aumento de la filtración de las proteínas del plasma 

Pérdida urinaria del complejo proteína-transportadora de vitamina D 

Niveles bajos de 25-hidroxivitamina 
y de 1,25-dihidroidvitamina D 

• 
Disminución de los niveles de calcio total y libre en sangre 

Aumento de la concentración de PTH en sangre 

Desmineralización del osteoide 4 y liberación de calcio a la circulación 

Posible aumento de la act 
4 

ividad osteoblistica 

DISMINUCION DEL CONTENIDO MINERAL 
Y DE LA MASA OSEA 

FIGURA 31 ALTERACION DEL METASOUSMO MINERAL Y OSE0 EN EL SINDROME NEFROTICO 
EXPERIMENTAL ISferra Amor, R.I. 19961. 
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8 	 CONCLUSIONES 

1. Los marcadores bioquímicos del remodelamiento esquelético determinados en retas 

con síndrome nefrótico crónico indican que hay un aumento en el recambio 

esquelético, esto es, aumento en la formación y degradación del hueso, en este 

modelo experimental. 

2. Durante le proteinuria intensa, la degradación del hueso predomina y conduce a una 

disminución transitoria del contenido mineral y densidad del hueso. 

3. Hacia el final del estudio, a pesar de la proteinuria persistente, la concentración de 

proteines totales y el contenido mineral y densidad del hueso regresan e valores 

normales. 
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AESTRACT 

fu Miman nephrotic ipsdronse (NS) tr accompanied by important alter-
aba' I of mineral and bone nietabolism The purpose of the present study mal 10 
examine bone metabolúm in rail with experimental NS and normal CP1Willi111 
cisorooce, and so evaluare tht reversibility of din aiteration. NS mas induced 
by dente injections of piiromycin aminomicleoside ("Mon days 0, 21, and 35 
(10. 3, and 5 ing/100 body weisho, respectivtly). The biochemical ',garbea of 
bone fonnation (osteocalcin and alialint phospharase) and bone nrsorption 
(Itpdroxypnsline and pyridtnoline), bone mineral cometo (IIMC), and bone 
mineral density (I1MD). determined by dual-enerty z-ray absorptiornetry 
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(DEKA) trent statdied are /ayo 0, 7,14, 28. 42, 36, 84, and 112. Prineinuria was 
pretera duoughote die raid> Hypoproseinemia nos ates me days 7, 28, 42, and 
36, 'eternas: lo control ralees un days 84 and 112. In serrar, osteocalcin (0C) 
concentrada; increased (p < 0.001), and alkaline plsosplicuase (411) de. 
envasad (p 	0.002). In erina, hydroxyproline inctrased (p < 0.001), but 
tsririary pyridinoline wat Poi Mimar Pum the control group throughoui the 
study. Increased unan parathyroid hormona concentration and decreated 
lerels oí 23.hydraty and 1,23.dihydroxyvitamin D Ivens pared from /ay 7. 
During the AM 'Uf preffilligria, bone resorprion predominares and decreased 
• and SUD munes in PAN.rrephrotic raíl. PAN.nephrotic ralo showed lora 

/MC ami SUD competed to control gro.* (p < 	Al the rad of the nudy, 

when protelnuria persiste() bu: total serian protein returned ro control velan, 
the blocheinical bone inanters 8A4C. and BMD relamed to normal. In conch, 
• PAN-nephrotic vais had reversible bone alrerations that ocre related ro 
the magnitud( of proteinuria and the concenrration of total serian protein .  

Key Nksrds: Dual-energy a-ray absorptiometry; Neplvotic syndrome; 

Oneocalcin; Puromycin aminonucleoside; Pyridinoline. 

INTRODUCTION 

Controverly taus ore the frequency of bone lesions, which have been round in none 

(1,2), in a few (3), or in all (4) of the reponed paneras with nephrotic syndrome (NS)• and 

normal renal function. Demineralization of the dkeleton and pathological fractures have 

been reponed in nephrotic children (3), and abnonnalities of bone histology (1), as well as 

disturbances of calcium metabolism have been shown in adulta with NS and normal renal 

function (6). Dual-energy 	absorptiometry (DEBA) (7-9) is now an established 

method for measuring bone mineral sinsity (BMD) in humana, and it can be used lo 

mensure BMD accurately and precisely in rata (10). Different experimental modela of NS 

resemble the human counterpart and can aid in the study of the hiochemistry and physiol-

ogy of NS. The most common model used is the ose induced by the injection of puromyc in 

aminonucleaside (PAN) (11-14). The renal lesions ase very similar to those described in 

humana with minimal-damage NS (13). We malle the hypothesis that persisten protc murta 

fa 112 days may induce irreversible bone damage in rata with NS induced by three 

injections of PAN. There fore, the present study was undertaken in an effon to evaluate the 

biochemical bone markert —osteacalcin, alkaline phosphatase, urinary hydroxyproline, 

and urinary pyridinoline —and the relationship with BMC and ENID in rail with NS in a 

112-day study. 

MATERIAL AND METHODS 

Eqberimental Malan 

Ninety-sis nulo Withint rata weighing 200-2301 *ere studied. NS was induced by duce 

subcutaneous injection of a 2% PAN (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) sclution in 

'NeasimiNd alioNNitiom. NI, ~ANA sandrone. OC, osseocalon (bone Gla prouu, DGI), PON. p«.. 
"ocie Imane, PAN. engomad. NENAINAleoude, ¡Me boas mineral ameno. ENID. boa* TIMM, &muy 
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0.9% NaCI (10, 5, and 3 mg/I00 g of body weight) at das 0, 21, and 33 of the study, 
respectively. Control raza received the unte volume of vehicle (0.9% NaC1) (14). The 
animan viere maimained in metabolic cases from day Oto day 112, and orine was collected 
and meaured al the indicated times. PAN or vehicle was injected on day O. RAU were pair-
fed and Ud free amas lo water. Animada riere maintained in compliance with the guiding 
principia' for the cace and use of aaimals (15). 

Blood simples of 6 rata per group per day were obtained by decapitation from days 0, 7, 
14, 21, 42, 56, $4, and 112, and collected at room temperatura without anticoagulant to 
Main serum; and the right femur wu excised and weighted. Urine simples mere cenui-
fuged, aliquoted, and atorad at - 20'C prior lo the analysis. Glomerular filtration rete (GFR) 
waa 'rehilad es 24-h creatinine destrence. Total proteja in mine u senun waa measured 
according to Lowry et al. (16) minga bovina serum album in u standard. Cholesterol in 
serum wu estimated enzymatically eccording to the insuuctions of the manufactures 
(Farmacéuticos Lakeside, México, DF). Serum and urinary calcium were measured by 
aromic abiorption spectromopy (Perkin-Ehaer, Modal 303015, Norwalk, CT). Serum and 
turnan creatinine and phosphorus. and serian alkaline pbosphatase were measured by ■ 
V.P.S autoanalyzer (Alabo«, Irviag, TX) Sanan ionired calcium wu naced in CO, 
subes, and ita coacentration was meuured by calcium electrode (pH - 7.4) (Radiometer, 
Modal ICA 1, Copenhagen, Denenark). Sesum datad pm wat measured by radioim-
munousay tesina a commercial kit specific for rat PTH de veloped by Immunotopics Inc. 
(San Clemente, CA) and dittributed by Nichols Insoluta Diagnostica (San Juan Capistrano, 
CA) with u infra- and interusay vuianon of 4% and 1%, respectively. Rat osteocalcin 
(bone GLA proteja, BGP) was measured by redioimmunoassay with a goal antiaat *ateo-
calda antibody apecific for the carbosyl termilal rearma of rat BOP (Biomedical Technolo-
giste Inc., Stougtiton, MA) inda in Mira- Ind intereuay variarme of 4.5% and 1%, 
respectively. Serum vibran D membolims 125.0HD and 1,25(OH)131 Mere determinad 
'coordina to Hont et al. (17). The letra- and intereasay variadas for 25-0HD vitamin D was 
10% and 13%, respectively. 1.7.3(OH)3D intra- and interassay canicies« of variation wat 
9% ad 12%, respectively. Urinary Kydroxyproline wat measured accoedisg to Podenphant 
et al. (II). Urinery pyridiaoline ad crutinine were measured by &A immunoenzimatic 
commercial Garay (Metro Biosystems, Manten View, CA) (19) with son hura- and inter-
muy veriatiom of 3.1% and 1.7%, respectively. Concentrations are exprimid per creatinine 
excretion in emaomoles per rnillimole. 

Dual-swergy a-ray absorptiornetry (DEXA) measurements were mide with a Hologic 
QDR-1000 a-ray bone densitometer (Hologk, Inc., Waltham. MA) ie which Kens were 
acquired with a 1 mm diameter x-ray collimator insertad over lita original colliniator. In 
addition, as ultrahigh-reiolutiOn software program available from Hologic wat utilizad, 
*Mich increased the number of lisos acanned by fourfold and alomad the speed of the 
acanalas erm to produce en oversamplina that lid lo a pote: resobada Marease ovar 
aerenfold competed with a typical human scan. Each fuma toas acunad fu 1 mis .  

Reproducibility of the measurementa was dmennined by making three measurements on 
uch femur o« the same day, with repositioning bel ween mana. DEXA scan mas performed 
os the right ((mur of the 96 rata, after it wu excised, end it mas then submerged in 2.5 cm 
water for BMC and BMD determinations. 

Stallitical Asabais 

Asabais of variarme (tivo-iivay ANOVA) was usad to compare groups (control and NS) 
and so determine whether differences over time mere similar between the tviio treatment 
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gneis eawd as die intenten tren of group end time) (20). Chi:desune. G141. winsey 
pote. meg caldo. PTN. 23-hydiexyvkantin D, 1,25-dihydroaysitainin D, and mi-
4a7 Reidiaollae reqWted a lea Imadetwatios to satisty the entapen of normatity. 
Unte serme seri ad p vahees gima are tos the significence id the tüneWy-iinsup 
ineetecdaa eine. Sada piar mi the asume enema do meas SD de daterutinetions. A 
peobebilky lea ot aval w 0.03 vis comide:ad eigniacent. 

US1.11.TS 

Aa tau lagemed u PAN ehowed edema, emites (2 to 10 tris[.). ~sive proteinuria, 
bypopotekieh res hypocaleawle. Reinen. bagan 4 daya alta PAN Walkie. resa-
bed e tualwaw vale 211 daye Ieer (dey 211) and temidas high value unta day 112 (Fig. 
1(s)). Wad gene pronta deerealed. maces the tosed volee ea day 7, and bu vise lo 
madi cera vahee by day 112 (Mg. 1(b)). Sem choleeterol oetweatruion haced from 
day 7 "'doy $4, ase show. la Tee 1. end tody welght vras derseesed competed lo contad 
ate otear PAN bdectlea (p < 0.001) (1bble 1). Urittery volurec Menne the doy ah« 
emites cid «km ware ~a (day 7), eed rionsincd high unid day 112 (Tibie 1). 
nomine eme ves ose different hilasen gniups (p = NS) (Tabk 

aas tale NS had leer load ad leed mea cakium coacentretion over the study 
petiod (Tabla 2). Ven cakiam «crecida es becremcd witt sigeilkwely &truena oa day 
16 (p < 01102) ~e 21 

No ddieneaces eme Sed in eran phowhonn ova the lady period; bowevm, Maury 
pbeephome leciamed elgoldcadly ea day 42 (p < 0.001) (tabla 2). Senifil P11i svas  
~1101 lo the NS igen, compeffed to catad group fino day 7 threugh day $4 (p < 
01103) (Table 3). Mea' cara 23.43« vitmain O conomiamion wat lower is rata with NS 
nene coatrol eses ea deye 7-44. aldea/gis the ateas unten 'meted to reno to minad by 
da a0 si die mady. Seno 1.25(011),D aleo deetwied in eephrotic reta (p < 0.001). 
reeirelag so emerel Wats by day 114 al the etudy (Tidik 1). 

Sieebewdeal Sea Multen 

Sanan oetecicaleio eanceestiona inoreeeed initiilly ea day 7 sed temed to mon' 
vais by dm, 36 Mg. 3(4. ]tren damos ova time dilimed aigniliceetly depending esa 
dee gongs (p < 0.001). The necee ovar time in alkaline igmplisten conGetwatiou siso 
dI&eed by pes,. ivith the NS rala having levet coaceinsetioe dna the control gro, (p - 
O.002) 0.002) IN& 	Oe the meatery. Mere was a peak aras2r.tianot hydroxyptollne le erice 
el Ni rae ea dey 7 and dightly bigber eaeretion from doy 14 to day 112 (Fig. 1(e)). Pyri-
debes samba le Mas tase dightly lege in the tophrinic tan; however, that va,. no 
elpittewa ~os bslwsea groera (Mg. 3(b)). DIFXA amas in the (ce ose atiesad Ismer 
SMC la NS vende cesada When PAN tiente (p < 0.0W), ~mies to control 
veas en dm 112 UY 4(01. net  thowod sial« multa, with the amen 13IND bromeo pulan 
verrlag ovar vise (p < 0000 and seestebliddng at cetro] Valgo» day-14 (Fig. 4(b)). 

DISCUSWON 

PAN e boas *ideey tosed b padece aephrode lit reta (11-14,21-34). PAN le e pingoet 
hydiolok dinivep (Sdea &paladee) of the andbiede memela (33). LOW 
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Figure 1.  Unnary mortal 'cuenco (o) and strum proteln con:entration lb) in control (6) and 
naplarotic (0)ras from day O lo day 112 of the study. Interaciton terrn of group o time p < 0.001 for 
bodt parameters. 

puromycin, PAN is not a specific inhibitot of protein synthesis (36,37). The similarities 
betunen metabolic alterations and the glomerular lesiona of the PANAreated rata and 
humus nephrotic syndrome have made PAN.treated ras a useful experimental model for 
ibis humo condition (11,13,21,38-40). Human and experimental nephrosis are charac• 
ttrited by pro(ound alterations in Me metabolism of plasma proteins (14,21-25,27,21,30-
34,41-44). In order to investigate he bone and mineral metabolism in PAN-nephrotic ralo. 
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Figure 2. Serum ostcocakin conrentration (a) and acuno total alkaline phosphatase concentration 
lb/ in control (I1) and ntphrotic (U) rata from day O to day 112 of thc uudy, Inirraction terro of group ■ 

lime p < 0.001 for oaieocalcin and p • 0.002 for alkaline phosphatate 

we atudied the biochemical bone multen, bone mineral content, and bone mineral &n'Uy 
in rata wilh NS induced with PAN, which was characterized by persisten( proteinuria along 
the 112 days of study. Proteinuria was more evident os days 28-36. Hypoproteinemia and 
~Ud hypercholesterolemia were sun already en these days. By the cid of the study the 
concenuation of total atrum protejo returned to control valuta in ¡pite of the proteinuria. 
These data indicate that nephrotic rata have developed in adaptive response in nuch a way 
that protejo synthetis compensated the urinary loases of plasma protejo. 

1 
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figure 3. Unnaiy hydroayproline aluenga (a) and winary pyridinoline (Pyd) cacretion (6) in 
como( (0) and nephrotic (R) rata from doy O ro Jay 112 of the study. Iniciad ion ter m of group r lime 
► <0001 fa( Aydroayproline and p • NS roe pyridineline. 
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figure 4. Bone mineral contera (a) and bone mineral density (6) In the temor of control Pi) and 
nephrotic 	(111 froto day O to day 112 of the study. Interaction term of 5roup time p < 0.001 for 
botó parameters 

Clinical and experimental nephrosis is associated with marked abnorrnalities of calcium 
and vitamin Dmetabolism that cannot be accounted for by the associated hypoalbuminemia 
done (45). Our rato showed transitory alterations in calcium metabolism. They had low 
levels of total and ionizad serum calcium, and low circulating values throughoui the 
study (46-48)_ h has been shown that serum ionited calcium. urinary calcium eacretion, 

114 
	

112 
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and intestinal absorption of calcium un frequently reduced in the nephrotic syndrome 
(4,49-32). 

Severa) studies have documentó the occurrence of osteomalacia and hyperpuathyroid-
ism in Ibis population (4,6). Pluma concenvations of various vitamin D metabolites, 
including 25-0HD)  and 1,25(OH)1D), are rcduced in the nephrotic syndrome (4,6,45-57), 
indicating ami altered vitamin D metabolitm as a possible cause of Mese abnonnalities. 
Reduced pluma concentration of 25-0HD is associated with, and lugely due to, massive 
unnary/renal tostes of tisis prohoemone along with ola binding protein (vitamin D binding 
protein) (45.34-57). While the mechanism of rcduced pluma 25-0HD, concentration is 
rusonably citar. the reason for demonstrated reduction in 1,23(OH)1D, (calciuiol), the 
active hormonal form of vitamin D, is lea evident. Mattive urinuy loas may limit the 
availability of 25.0HD, for conversion to calcitriol (6,49). Normal intestinal absorption of 
vitamin D, demonsrrated by in vivo perfusion experimenta in nephrotic rata, has excluded 
the possible role of vitamin D malabsorption as the main cause (37). In addition, impaired 
calcitriol biosynthesis due to diminiahed 23-0HDr  1 hydrosy tase activity has been demon-
suated in kidneys from tau with PAN-induced nephrosit (58). 

The impact of diese abnormalitiea on the skeleton in humana with NS has beca studied in 
severa! ways (59.60) bus not experimental), in rato with PAN-induced NS and not using 
DEXA as a bol m detect bone loas. Biochemical evidence of secondary hyperparathyroid-
ism in NS la suggesied by the Andina of elevated levels of FTH in many of these patients 
(4,6,61), ahowjng generalized decalcificuion of the skeleton (62) and notad osteoporosis in 
ateroid-ueated nephrosis (5). Rickets were sean in nephrotic children with choice! bone 
disease (39,60). No radiological evidente of hyperparathyroidism or osteomalacia toas 
found in adula patients with NS; however, bone listology performed in nephrotic patients 
revealed mild osteoporosis (62) and oueomaácia (4). In addition, flotares of active 
aecondary hyperparathyroidism and bone resormion were prestos. Clvesney es al. (64) 
indicated that the steroid therapy rather than the dimane itself is responsible for rcduced 
BMD. Our rata with PAN-induced NS did not receive steroid veatment; however, elevated 
PTH and rcduced BMC and BMD ware obtened in the nephrotic group. 

Cunently, bone GLA protein (BGP), or osteocalcjn (65,66), is the mott abundant of the 

noncollagenous proteins found in bone, accounting for aboca 25% of the total in adula. It is 
Multo u represent a apeciAc jadeo of bone turnover, NUM( Man of formation abone (67). 
Level' are abnormal in patients with metabolic bone distase characterized by increased 
bone turnover such u renal osteodystrophy (68) and Pajees disease (65). BGP is alto 
elevated by PTH and lowered by calcitonin (63,69,70). In addition, pluma elevations of 
BGP rente' increased bone turnover rather than decreased renal filuation in patienu with 
GFR grtater than 30 mL/min/1.73m2  (71). High concentrations of setum osttocalcin are 
maitu in primuy and secondary hyperparathyroidism (66). Other studies indicate that 
osteocalcin concentration in the circulation may be acutely regulated by calcium and/or 
PTH (73). In our study, serum osteocalcin concentration in rata with PAN-induced NS 
increased from day 1 lo day 56, returning to control levels by the end of the study, when 
salan pronta concentration wu in the normal ruge. This Andina strongly indicates en 
incitase in bone turnover and bone fonnation activity. However. 'num alkaline phospha-
tase enzymatic activity wu not useful in desennining skeletal assestment (74). It been 
shown by Pedrea-Chaverrf et al. that the activity of ALP in PAN-induced nephrotic 
syndrome is decreased (75). Others found that ALP la alto eliminated in urine of PAN 
nephrotic rata (76). T'Use faca may preclude that ALP can be used as a marker for bone 
forman** in NS. 
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Nephrotic patients escreted higher atnounts of hydroxyproline in rine compartid lo 
isonnals (77). In addition, urinary levels of hydroxyproline reflect the turnover of cara-
skeletal u well u skeletal proteins (71), and it is the noncollagenous proteins of bone 
which conatitute only 5-104 of iu organic plum. 

Deterrnination of urinary eacretion of collagen pyridinium crowlinks (pyridinoline and 
deoxypyridinoline), petent in the matute ken acollasen, is becoming the state-of-the-art 
methodology to manare bone resoiption (79). In this work, although pyridinoline {acre-
tioa followed the atase general penen.' u hydroxyproline esmeras asid la thought to 

accurately rento the breakdown of type 1 collagen of bone, we round no group difference 
la das urinary encretion of pyridinoline in tau with PAN-inducid NS. On the orle, hand, 
BMC and BMD by DEXA scans were useful bola to study the effect of PAN-inducid NS in 
bone. PAN•nephrotic rata showed lower BMC and lower BMD by DEXA atan than 
control rata, confirrning humo data showing generaliud oreopenia. 

The wcondary hyperparathyroidism present in this direue mema to have a short effect, 
or 1101 effect at all, la demineralizing the °mem« On the ot/ser huid, out data ckarly 
indica» that PAN-nepivotic rata developed increase bone turnover, which wu evideni by 
high levels of OC, and tareas* encretion of OH prolinc. During the intente proteinuria, 
bone reaorption predominara, which causes bone mineral conuco and denaity ato darme. 
As die vid of the 'Indy, when serum protejo wu within the normal rings, the biochemical 
bone marbete and BMC and BMD relamed to control valuta. Tlie detelmiaation of bone 
~ñus aerved ato armar the bone turnover procesa that took place during the chronic atase 
of rúa disease. Our results showed that in the PAN-nephrotic rata, with normal creatinine 
durare, (hese two mechanisms—bone forrnation and bone resorption—are related to the 
magnitucle of proteinuria. This alteraron do, not acero lo cause a permanent donase in bone. 

ACKNOWLEDGMENTS 

We re grateful to Kay Ellis, Émily Hall, Gemma Uetrech, and Mario Medvedovic for 
their excellent technical usistance Thanks ase given lo Mona Ho, MS, for liatitlinCe in 
analyring the data. 

BEFERENCES 

I. 	Keit« A, Sclarani 1, lbegfeld M. l'embutí« 5. Artoli L. Klatt, 3. Slmopolaky Ahume of AglabobC 
Wat dm*. tn alátili piano Oh* dr AtpAnAbC ayndrome and normal 'anal runcho« !Ch. Emlerrtnol 
‘1111. 36.496-300, 1913 

3. IN 9 /arab G ano LE Pim HS 34rwe ¡m'ad calcio'« u napbrotic avildroma. Q l MII lNer Ser; 
45421-426, 1976 

3 

	

	Mandas O. D' Anglo A. llo«accio E. Pagano 9, Ou. E, Lapo A, Vaho I TAUAOM N. Mena 9 M'acta« 
céalada MelatAdam la obbinKlive aspbropaithy a **aboba and how biopsy invetaigalia« NgAron11132 - 
43. »77. 

4. Maude H. Gol*** DA. Nlahhwy SC Osheomalacia 	byperparathhood bone distase u pelnia *011 
~Ir .yndronw Jan bu III 63 491-300, 1979 

3 lacta 14. Pelen DK. Margar DE, Cok, CA, Pdallick N9 Obsenaliona o« cabal« **abobar« * eh« 
aspbnair eradroant. Q / Msal 36 301-520. 1967 

11. Ociiincia DA. Hablimana B. Sbermaa D. Norma* AW. Masa* SG. Votarme D malabolihea and Clicitern 
AIIIIIMIKAB u patenta «Mi !m'Ara:c urndroine and nasal renal rumbo* 1 C101 ERAK II1101 orna 
31116-131.1941 



34 1717 JOB /1/1103-001005 PAGE-0420 SIERRA 
REV1SED 28.1.11:97 AT O1.26 BY TD DEPTH 63 PICAS WIDTH 45 PICAS 
COLOR LEVEL I 

420 	 Siena el al 

7 	KH, Tnaa A, Rn ID. Boro amen and cOnIpOlJon. I014 lava Sadryry (4.0 41 140-146.1966 
e 	Peco... HM boa PrmoNlimo of41 ln Rolosiooritip oo ~bolo Iloos Dimos. 	 IL, CC Thome, 

1973, p 92. 
9. 

	

	Wroaski TI, Ctmaw Id, Dolieny A4 Den Ud Lumen mamen, miman oateopeniamd depreama bone 
mamen in oreases. ..ad roan Eadarrindlom 123141-416, 1964. 

10 Grilan MG, Risilla R. Monea W. Penad 	Dual emegy e-rey nesomnometry oI die CM. accuracy, 
peseinoo, mil meameeneoi of broa lose 1 loe Aloe, Rn 3.795-101, 1993 

1 

	

	Peri S, Aomenve. U. Crin' 1M. MetcolT 1. Elven/renal molino nademos iliduced in ma by ami.,. 
eielomide, man Inane and body ekcirolyta caminito. Pro< Set Eap Ital Med 99.424-427, 1935. 

12 	Peo Ni. %mon 3N. Nielderbeme U. Kim 1K, Moler 11W: ArMaim vaso/mane pime nepe.,. ie rata 
with ponensioiadieed rebrote ayndrome 	/Uno Dio 21 31-62, 1995 

11 	Melina RL Pmennmeer 1W, Oood RAU Antinonekoeide uparon. 1 Menem ...ronca.. audy of lhe 
maal lenge 1. 	AMI 109:115-116. 1159 

14. 

	

	PedemoChaveni 1, Crin C, lbarrielnatio ML nave: MT, Calleja L Tapia E. Unbe MC, Romero 4 Pe.. 
1C Padmplimielogy oleapennemal inplirmie madrom ianned by minemcM anaimamleoside a mee. 1  
The rolo of proseimarialtypoionmoinewhio. mal l'oil,- »gima. io - aidosetrone sySlIMon pd1cm rHennon 
Ilev Mima al 42.39-31, 1990 

11. 

	

	Camine. a. Can mil Uso of Laboreory Ammale Godo for du Com and U« of Laborotory Andotal, 
Waibiamoa. DC. I1Miaae of Laboreen Anibal Remoces, Naaimal Reuma Comen 1915. 

16 

	

	Loor> OH. Romiabectialt Ni. Pon AL 1.6.11 111 Pepe.. demnaineio. Mik Me Folia panal impera 1 
bol nom 193165-271 1951. 

17. 

	

	Nona R4 Relben TA. Hollas BW: lemoved miikodology loe rea analyse of polea vimmia 0 motean 
Kidmy bM 395211-835. 19110. 

II. Podeapline 1, Lama NB, Clinammes. C: Aa easy asid mande notad for ta ~Marica of neaary 
hydrompeoliao COM Cha Mi. 142145-141, PIN. 

19. 	Seyedift SM, Lag VT, Denlo« YN. Halley 119 Coma 1.9.6.. LA. Rmo. HN.Zok IF Immunommy 
loa im.an pyridiaolim 	enr mantel of boro momeo. / Ivo< Moler Pes 1 631-642, 1993 

20 	Walkman. 1 loan C4 10.n. 14 Sone amainen nankodi imfal la annum. releesch 	Ree 47.1- 
9. HNO. 

21. Remad DI. Mombode abeicanalwes ia m'Arme al.drom. paloplimaology aad complicanom I. 
Imum RM, Sale 1H (eh). TU NopArooc 3)»dlIMMI Cwrnyorary 111«1 ie Nophrology. vol 9 Nota 
York. 0~041 Liviapsame, 1152, pp 113-111. 

21 

	

	Pedía...Chaman 1,Cma Canee MT. Lame A. lbanallmbio ML Tapia E, Peaa 1C: Palopbyaiolopy of 
inmenmemal espannee .,aleen. ilide041/by pomencia aninionekoside ia rau. II k viva Mem col 
una. asiemaileope. 'ad .Hoolomme. Roo Mere Cho 42:120-126, 1990. 

23 

	

	PedemaCkawni 1, Co.. C. Cladem MT. Rana-Raleo ML Tya L Peal 1C. Pekopkynology oí upen. 
~in relame ayMrooro idead by paammycia aminomelemid. ie rae. III. lilao, o/ cgoopel. ea 
wipioisasoconseeei mame salita. oa prommerie ad sodio. i111.111. Per /Aun CM, 42.210-216, 
1910 

24 

	

	Lninadooski AL Liar WSW, Sinum-Fialin CA, Kem /Antena. L !neo of emennemally induced 
endeosis ea momia symbeeie ie m lima A.,1 Pleno, 234£634-C642, 1991 

21. 	Reuma 14, 01•111.1d 3, Marinara 1CM, Minara 1, Ade Hypogamraglobiliesamia ia neplvolic rol. ie 
~ kin* a bypeemmbolima of 4G.  CM E., fimmool 74.425-430. 1911. 

36. Laido 30, 	Re.. G11: Reactive Gaysm mecida a plmmaaycta amintimide0S4 uparon. M 
vino Midas. Kinegy Mi 45.1037-10111, 1994. 

27 	Itimilldaio Ml Coa C. Tapia L Pda 1C. Pedram.Chavene 2. Si,... Inetatelbia cominos memo 
enivdY bid plasma en.o &Mem ...copen ..mal .rodela olear 	top Ploomocol Plhhol11.391-399, 
1990 

29 *Avalo AL Mea-Roleo ML Croa C, INm 1C. PedruoClovem 1. Aspa...., tome: tos luye, 
Minn ia paimayina maimmelemidemplimete emekone. CW Cato Ana 191:175-114, 1990 

19. Lime EL Chnei P. Ven ND: Com 'apremia of hipan didemerol 7.1eilmaylaie M dee combe 04 
pwoolyeioimbeed ambrosis. KIéwy 1.. 41.135-140. 1914. 

30. lovy L riv L Ilu-0. H, Peine  E. Chylomicros mnibesia ie emennomal nephrolIC »ndrome. Rucho., 
Ilgbya Area 1003:20-24. 1999. 

31 

	

	Chane* L Calaadra S. Mema Mal ataary linde 'id limpios.» Netas ate dorslgmom of molo. 
Ye grima idead le lea ni by momeo amioomeleoside Riacho. /iophy3 Ana 710 III-196. 
I9111. 



S5,) 1711 201I 101193-007-005 PAGE43411 SIERRA 
LEVISED 11.1AN97 AT 03.24 BY TD DEPTH: 63 PICAS WIDTH 45 PICAS 
CDLEHI LEVEL I 

Bar Mitardism in Nephrotá Syadrome 	 421 

31. Podreeraroene 1, Ceo C. liens-Rerie ME. Herardee C, beta 1., Pea. 1C Omar erren ei Ara 
«id iiielim01~1111~ rol. ropero 17 106-101, 1991 

33 	Pedne~ni 1, eme lrde.l AA. Tapie E. Per K Mea of erroon1 o. yrytaly exenten tof o...  
V eicierearegn u roirertelearde repartáis 14.1 Polen 14.133-151, 1992. 

34. ItáMr I. Lao E. Dedil/6~ 8: Uñar) merecer el yolieoprerir board se HDE4ite partir ie ras 
medrar trecrom ead deir vario. te Mear HDL. NepRoow 31124-19. 1990. 

35. Mur BOL Mapa 1P. Maur 11411. Parootyci. rebele redes. VII. Parad ~se of oree asid 
eerieda. / 44. Cr. Lc 76:11131. 1954 

34 	Cure W, Horra S. or das Nana MLC, Weeras 11. Pareerci. uniremoderide old idelierria Werti 
rooskeletel *ad surrelleler rema peore orpoároe bol ea peerle »erre el oread glemonget 
~el cell. Lo; Neerker 1.40-30. 1994. 

37 	Ore SC. Pesen I. arree L Remará. of de tole of das mono orare rodete 1. re iltyrocyle 
impar. Lep Ceil Reo 211149-139. 1993. 

11. 	UÑAN, Rabie R, Slue1 IV. Role of "rialytic" iroa le ce rata redel of error croe. wohrtic 
~ JI.. Oder Me 4170-373. I991. 

39 Reculo %D. Mear TE Roe. GR Procree elvitilttlell e plIronycia roworeleeedeeneeed rasa 
d ereisered traer. a dlopanreol Er Nopleo4 1270-279, 1993. 

da 	Podiewatererti 1, Arreo Al. Herardee-Peodo R. Lerire-Sart 1: Effact of Mary afflioludams o. 
pererycie offrooteleorde error rebroera MI l Breo Cell Lel 17.113-491, 1993. 

41. 	Oleirek 111. Celes Al Aér SO. Perry »lame das dinar 1. 1111~1.1814 (al Thr lbeimy. rol 2., 
Pleleddler. WI Sumé" 19We p. 13112-1497  

41. %yr K. Uribe K. Ora A. letra 14, Otear R. boa N, Okurr Blenda of piare ameos 
Meses a ras *ir sardo ntály Melad robor. Prpree 13.19-93, 1993. 

43. Verá ND. Geeadee L MIMOS CH. ara NT, Nitlyel Q. Anyeilla M. NO. XIII IM W wielétaim, 
111.4orre.elieroger oroleediplemer, id Fiare .1 .11/18 of Mine *IR ~1.. /ab gin Mol 
111:132-136.1910. 

44 	Voir ND, Ihrsoft HL Ner 91 Cardes of coagulará factor IX, VIII, VII, X. rá V et oeorotic 
ewdreree. ite Afed Sol 250.147-171, 1910 

43 Veril ND: Ledocriadeekal comererKes oye otorga, rodare 444 1 Népkol 13.340-344, 
11193. 

44. Oeldeser. DA. Ode Y, Kmernee K. Mear, Se Load árele o( 23.1hydeervitari. D a orderetic 
✓obar MI bu PIM 17464-447, 1977. 

47. 	%reo N. Iketorsi L D'Amelo A, Lord U, Ceepri A. Leed B. Vaho E. Lep A, L'erro. C. Ferié A, 
Morro a Bar bieterely eo4 arpe, ~trolero in paneras with reholir redoma rd sonr1 r 
arad red berra Ardor 37133-159, 1914 

41 	PreedlieltIM, lorpiere II, Leerle G. Ababol C, Correr 1M. km« I Cakitim rd asease. D 
worlelism a claree bar errolk rodear Podado 101 151-317, 1114. 

46 	Are U. Ole KM-  Cabro re raer eaD mercase m rohroac merece. Mas Mem. Peoptreel 
4:115-111, 1183. 

30 	Arree f. De Key.« L Bodlla R, De Moor ►  Dernresed free 1.25.41/Aydroaydrokcaleihrol lada e 
Mere Irá re erepreet erran "reo. 42.231-233, 1916. 

31 	1Wdeeer e. Toread U. Vra.. D represen. irá., á peros oil. re raparan arreen Mur 
Cho Werh 9.114-134, 1953 

32. 1.01111M 	D. Ore PR. PelY. Karel DM. ro. Ah. K. Rolas 11W, Raso BA. Urlary iod peed 
ViII~ Dy ~rolen a Ik arree retarme Mo bou di Rol Res 4 7-13, 1912. 

33 	Keret, Nardo A, Yorrim. H. Sede T Serio COKVIMI1011, of 23.1rden >oreará D i. parro *á 
mies Ore. of sial dilema CII. PO4pArel 14 174-279, 1140. 	 o 	• 

34 	Caseras' T, Ilekied T. S.ao Y. Urea, K, lar 7, 1414 M, Molada S, lechera C.Wanábodu 11 A • f* 
✓eale errabas» pasa lesdirie mur Id 11115011 24.23.411».drOnyVitilllia I) IR sonad delder sed 
erre with morar set ranas CMe Caso. Acido 106 143-154, 1980 

35. 	Me ny 114, Cree MIS«. AL Frasee MW. Arco /A. Roedor 111. Cree RO VitunieDrortabolitmi. 
apreté redro. LOMO 2 629-632. 1977 

36. Sra KA. Grey RW, LsmaRn I Ir Orinan tembo. of 23.h>drot) eran D i. Aula and Ir arparotic 
soodreer. Led Clon 14e4 99 123-332, 1911 
lUderee.41 O. Vait1 ND, Orem F, Ahmadni. MR. ~rae L Vit"01 D erario., piará creerá. 
Mear mur, encreit000f 23 h, d'ea). arme D i. reparotie eyadrome Pror San Elp liol Alnd 19$ 210-
:13, 1991 



spil 1789100 1DI193-007-003 PAGE-0422 SIERRA 
REVISED 281AN97 AT 03:26 BY TI) DERTH: 63 PICAS WIDTH 43 PICAS 
cae* LEVEL I 

422 	 Sierra et al 

31 	Minolnichi A. Rubia 11, Tanino Y, Koide H. Pouible mechanism of impaired calcium and sitamin D 
matabalrins in aploma ras. KOMey Mi 42.335-340. 1992 

99 	Saber OS, Haya* AB, Power 1414, Ulrich JA. Renal tubular dysfunction complicoing the nephroric 
wirimme readmita 36.75-1S, 1960. 

110 	Hidria OS. Rama 1W, Ulrich 1A: Renal tubular dysfunction complicating the nephrotic syndrome the 
dialettance in cachee and phoaphorus metabolism Proc. Mayo Chn 37:376-388, 1962 

61 	Schwidt-Gayk H. Gramma, C, Tshope W. Schmitt W, Rita E. Putsch V, Andrauy K .  25-Hydrony-vitanun 
D r aseihrotic sywdeowie. Lomo 2:105-101, 1977. 

62 	Faenas K 1r, Secknan WW. Cakium metabolion in nephrosis I A descnption of an abnormality son 

calcinen metabolian ta caldees with aploma J Clin 110.451 24.564-572, 1943. 
63 	Ligar /acote E, Torii EPC, Pita 14S Calctum and phosphorus met abol um in aphrotic s n &orne Q J Ared 

lleno Ser) 46:327-339, 1977. 
64 	Qu'ay RW. Maese RB, Rose P, fu DK. Effect of pudnisont on growth and bone mineral content in 

dmildbood glownies dimane Ano J 111 Chslrl 132.761-772, 1971 
63 	Ince PA, Habana SE. Radiammunoassay fa the vitamin K dependent prole in of bone and lis discovery 

pluma Peor Mal Arad Sci USA 77 . 2254-2259, 1980. 
46 	Soviet DM. Gradan CM, Neer RM, flan B1. Clinical evaltaion of bone tuno ver by scrum osteocalcin 

asan aneen 	la a hospital sobas. J Cho. Endocrino! Mesab 59.2211-230. 1984. 
67. 	Arria 	Valse a bimotora la docenas aberasions in bone mriabolum Cale-1/71mm Int 45.7-11, 1999 
61 	Maluca 1414, Fati I', Farseen MC, Price PA .  Pluma levels of bone Gla-protein rellact bone formanon in 

pana a cenar asraleware dialyris. Kulney Mi 26.869-174. 1984 
69 	Della U. Pardetmxt 1G, Price PA. Changa in plasma bone Glatprotein dunng treatmeni of bone distase. 

Cok* Iluso Mi 341121-124. 1992 
70. Rico H. Espinos D. Del Rus A, Hernandee ER Traiment of postmenopausal and calcium—long-term 

~ab Peso lid lar CoM ow Oseeoporosis, Athens, 1985, pp 576-390 
71 	Delors PD, Wilson DM, Mara KG. Riggs Blt .  Eflect of renal funciton on pluma koala of bone Gla. 

prosea. 1 Clin EIWOCIiI101 Meiab 51.1021-1030, 1983 
/2 	Galanas 1, Galiana« S. Pluma osteocalcin tn pairnay and secondary hyperparaihyroidom with regad 

deily Reawarioes. floras Metal Res 21.220-221, 1991. 
73 	Onalberg CM. Criare FD, Cimba PR, Chen Cl. Brown DA. Johnson P1.1-elloff MS. Acote chantes in unan 

aiocakie dariug induced hypacaloemia in humana J Clin Endocrino) Metob 72.451-443, 1991 
74. 	Debut U Boa pirata and lapide asta u Me diagnosis and management of atleta' difame Che Chem 

57.1145-1148 1991. 
73 	Perinua-Charari 1. Cata C, Tapa E, PeAa 1C. Activity of serum enzymes in puromycin aminonucleoside• 

idead wephrotic apianas Renal Fallaré 14.323-531, 1992. 
76 	hin RG. Ente BO: Uriary aszyme tamales in aminonucleoside nepluosis in tau Chern-Biol barrare 

13.333-3* 1976. 
77 	Mati UV, Mapti 2 Aliará »Mary encantan nl hydroxyproline in nephrotic syndrome panenis 	Clin 

Modem Neer 1155-1* 1999. 
1$ 	Krug S. Mida Al. Manis [Dls. Unnary polypeptides relatad to collagen synthesis J Chn Invest 49.716 - 

729. 1970. 
79 	Debas PD: Biachanicai caten of haat tumores for the clinical assessment of metabolic bone distase 

fardo« Mareé ala No A. 19.1-17, 1990. 


	Portada
	Índice
	Summary
	Resumen
	1.  Introducción
	2. Antecedentes
	3. Hipótesis
	4. Objetivo
	5. Material y Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	9. Referencias Bibliográficas

