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1. RESUMEN

La sintesis de hormonas esteroides en el testiculo esta regulada por el eje hipotalamo—
hipdfisis—testiculo. El funcionamiento correcto de este eje permite secretar hormonas
como progesterona, testosterona y estradiol, las cuales regulan la reproduccién, ademas
de otras funciones. La infertilidad puede presentarse en enfermedades renales como la
insuficiencia renal crénica y el sindrome nefrético. El sindrome nefrético se caracteriza
por diversas manifestaciones como proteinuria, hipoalbuminemia, edema, hiperlipidemia
e hipercoagulabilidad, ademas se presentan alteraciones en la sintesis de hormonas
esteroides, dando como resultado bajos niveles de progesterona, testosterona y niveles
indetectables de estradiol, lo cual sefiala una falla en la ruta esteroidogénica. Las
hormonas esteroides tienen como precursor al colesterol, el cual es un compuesto
hidrofébico, por lo que no puede atravesar el espacio acuoso intermembranal de la
mitocondria. A este respecto se ha reportado que el paso limitante en la esteroidogénesis
es el transporte del colesterol de la membrana mitocondrial externa a la interna, funcién
que realiza la proteina StAR (Steroidogenic Acute Regulatory). De esta manera, con el fin
de investigar si la falla en la esteroidogénesis durante el sindrome nefrético se encuentra
en el paso limitante de la misma, en el presente trabajo se evalué la expresién del ARNm
de la proteina StAR en el testiculo de rata nefrética en fase aguda y posterior al estimulo
con hCG. El sindrome nefrético se indujo mediante una inyeccion de aminonucledsido de
puromicina a una dosis de 15 mg/100 g de peso. En el dia 10 se colectaron muestras de
sangre, tejido y orina, cuantificandose proteinas y colesterol en suero y proteinas en
orina. Las hormonas progesterona, testosterona y estradiol se midieron mediante radio
inmunoanalisis. La expresion del ARNm de la proteina StAR se evalu6 por Northern Blot
en los tejidos esteroidogénicos testiculo y glandula adrenal. Las hormonas esteroides
evaluadas se encontraron por debajo de los niveles normales durante el sindrome
nefrético. Después de la administraciéon de hCG (hormona gonadotropina coribnica) la
respuesta hormonal de las ratas nefréticas fue similar a la de los controles, excepto en el
estradiol, que permanecié indetectable. En cuanto a la expresiéon del ARNm de la
proteina StAR en testiculo, se observé que al dia 10 se pierde totalmente, todos los
grupos de animales estimulados con hCG presentaron un incremento en la expresion del



ARNm de la proteina StAR, particularmente el grupo que recibid 1 dosis de hCG. En
conjunto estos resultados demuestran claramente la existencia de una falla en la
esteroidogénesis testicular, especificamente en la expresiéon del ARNm de la proteina
StAR durante la etapa aguda del sindrome nefrético. Adicionalmente nos permiten
conocer mas sobre las alteraciones endocrinas asociadas al sindrome nefrético, lo cual
puede contribuir al planteamiento de nuevas alternativas en el manejo terapéutico del
paciente nefrético.

[



2. INTRODUCCION

2.1 TESTICULO

En el hombre los testiculos estan alojados en la cavidad escrotal (Figura 1A), estan
compuestos por hasta 900 tubulos seminiferos, estos tubulos a su vez estan formados
por diversos tipos celulares: células de Leydig, células epiteliales y células de Sertoli
(Figura 1B). Los testiculos se encargan de la produccién de hormonas esteroides y de la
espermatogénesis. Las hormonas hipdfisiarias regulan dichas funciones, por medio de un
eje hormonal (1) (Figura 2).

2.1.1 Espermatogénesis

La espermatogénesis se lleva a cabo en todos los tibulos seminiferos durante la etapa
fértil. Los espermatozoides producidos en dichos tubulos viajan hacia el epididimo, el cual
desemboca en el conducto deferente, que se ensancha para formar la ampolla del
conducto deferente inmediatamente antes de que el conducto penetre en el cuerpo de la
glandula prostatica. El contenido de la ampolla prostatica junto con el de la vesicula
seminal pasa al conducto eyaculador que desemboca en la uretra interna. Finalmente, la
uretra es el Gltimo eslabon de la comunicacién del testiculo con el exterior (2) (Figura 1A).

Los tdbulos seminiferos contienen gran cantidad de células germinales llamadas
espermatogonias, las cuales proliferan continuamente para reponer su nimero y una
porcion de ellas se diferencia siguiendo etapas definidas de desarrollo para formar
espermatozoides. En la primera etapa de la espermatogénesis las espermatogonias
primordiales denominadas espermatogonias tipo A se dividen cuatro veces para formar
16 células llamadas espermatogonias tipo B, estas células migran hacia el centro entre
las células de Sertoli. Las células de Sertoli poseen extensas cubiertas de citoplasma que
se extienden desde las capas de las espermatogonias hasta la luz central del tubulo.
Después de un periodo que dura en promedio 24 dias, cada espermatogonia que penetra
entre las células de Sertoli se modifica y aumenta de tamario para formar un



espermatocito primario, dividiéndose para formar dos espermatocitos secundarios. Esta
division se denomina primera divisibn meidtica, ya que cada espermatocito recibe 23
cromosomas de los 46 que tenia originalmente el espermatocito primario. Después de 2 6
3 dias tiene lugar la segunda division meidtica que da lugar a las espermatides, durante
las siguientes semanas cada espermatide cambia su forma fisica por accion de la célula
de Sertoli que la rodea, convirtiéndose en un espermatozoide, cada espermatozoide
aporta soélo la mitad de los genes al huevo fecundado y el évulo la otra mitad. Todo el
proceso de la espermatogénesis dura aproximadamente 64 dias (1).

Vesiculas
seminales

Figura 1. A. esquema del aparato reproductor masculino. B Corte transversal del tubulo seminifero.



2.2 EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-TESTICULO

El funcionamiento del eje hipotalamo-hipéfisis—testiculo inicia con la liberacién pulsatil de
la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) por el hipotdlamo, la GnRH es
conducida hasta la hipéfisis a través de los vasos portales hipotalamico-hipofisiarios. En
la hipéfisis regula la secrecién de la hormona luteinizante (LH) y de la hormona foliculo
estimulante (FSH) (Figura 2). Estas hormonas son glucoproteinas que poseen una
subunidad a idéntica y una subunidad B que les confiere especificidad biolégica (1).
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Figura 2. Eje Hipotalamo—Hipdfisis—Testiculo



Desde el punto de vista fisiologico la hipéfisis se puede dividir en dos, la hipéfisis anterior
o adenohipdfisis y la hipdfisis posterior o neurohipéfisis. La primera secreta hormonas
que regulan funciones metabdlicas en todo el organismo, entre las que se encuentran las
hormonas gonadotrépicas: la FSH y la LH que controlan el crecimiento gonadal, la

actividad hormonal y reproductora (2).

La LH llega a las células de Leydig y se une a receptores de membrana acoplados a
proteina G, activando a la adenilatociclasa y como consecuencia generando AMPc, el
cual al unirse a la proteina cinasa A provoca la disociacion de la subunidades reguladoras
y la activacion de las subunidades cataliticas. Finalmente, mediante diversos pasos se
desencadena la sintesis de hormonas esteroides sexuales (3) (figura 3). La secrecion de
LH y FSH es inhibida por retroalimentaciéon negativa, ya que la elevacion de los
esteroides sexuales tiene un efecto inhibidor en la hipdfisis y el hipotalamo. Por otra
parte, la FSH se une a su receptor especifico en las células de Sertoli regulando la
maduracioén de los tubos seminiferos y de las células de Leydig, las cuales se encargan
de la espermatogénesis y la aromatizacion de la testosterona para producir estradiol
(4,5).

Vesicula de
colesterol
cAMP
PKA

Pregnenolona
3B-HSD

Progesterona
P450c17

Androstendiona
J 17p-HDS
Testosterona

Figura 3. Accién de la LH en las células de Leydig. PKA: Proteina cinasa A; 3p-HSD: 3p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa; P450c17: P450 17a-hidroxilasa; 17B-HDS: 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Citoplasma




2.3 SINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES

Existen en general 5 grupos de hormonas esteroides: a) mineralocorticoides, los cuales
regulan la retencion renal de sodio, b) glucocorticoides, implicados en el metabolismo de
carbohidratos, c) estrégenos, responsables de las caracteristicas sexuales secundarias
femeninas, d) progestagenos, esenciales para la reproduccién y d) andrégenos, que

inducen las caracteristicas sexuales secundarias masculinas (6).

Los tejidos esteroidogénicos pueden sintetizar colesterol de novo desde acetato, pero
generalmente las células de estos érganos toman la mayor parte del colesterol de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) (7)

Los principales esteroides sexuales son: progesterona, testosterona y estradiol, la fuente
mas importante de estas hormonas son las génadas. El paso inicial de la
esteroidogénesis es la ruptura de la cadena lateral del colesterol para dar como resultado

pregnenolona, esta reaccién es catalizada por la enzima P450scc.

2.3.1 P450scc

Esta enzima se encuentra en la membrana interna mitocondrial de todas las células
esteroidogénicas y es producto del gen CYP11A1. Su funcién es la conversién de
colesterol a pregnenolona e involucra tres reacciones quimicas distintas, la 20a-
hidroxilacién, 22—hidroxilacion y el corte de la cadena lateral del colesterol en la unién

entre los carbonos 20 y 22 dando pregnenolona y acido isocaproico (8) (Figura 4).

Una vez producida la pregnenolona sale de la mitocondria y puede seguir una de dos
vias denominadas A5 y A4. La pregnenolona y otros esteroides se denominan A5 porque
poseen un doble enlace entre los carbonos 5 y 6, mientras que la progesterona, los
glucocorticoides, los mineralocorticoides y los andrdégenos se denominan A4 porque
tienen un doble enlace entre los carbonos 4 y 5. De esta manera la pregnenolona puede
sufrir una 17a-hidroxilacién catalizada por la enzima P450c17 dando como resultado la

17 a-OH-pregnenolona o ser transformada en progesterona, por la enzima 3p-



hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD) que se encarga de convertir la pregnenolona
en progesterona catalizando la isomerizacién del doble enlace del anillo B al anillo Ay la
3B-hidroxiesteroide deshidrogenacién (6).

La progesterona es transformada a androstendiona por accién de la 17a-hidroxilasa
(P450c17). La androstendiona pasa a testosterona por accién de la enzima 178-
hidroxiesteroide deshidrogenasa mediante una reacciéon reversible. La testosterona
puede ser convertida a estradiol por medio de la enzima P450 aromatasa (3).

Colesterol
HO Dehidrospiandrosterona
cvmw 1 Via A4 Androstendiol
CH, cH, : H
Pregnenoiona =0 2 C=0 0
: OH 17Red
CYP17, —
17BHSD
HO HO HO HO
3HSD 3pHBD 3pHSD
Via A5 ¢ 3 i J’ l
Progesterona  CH, oH, Androstendiona Tm nmmm
I-o = )
) %verr S
CYP17
0 o o ‘
1. P450sce l

2. P450 17« hidroxilasa

3. 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa féﬁ ,Cﬁ:b
i HO

A5- Ad-isomerasa
4. 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa
5. P450 aromatasa

Figura 4. Sintesis de esteroides sexuales.



2.4 EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS- ADRENAL

El hipotalamo secreta la hormona liberadora de corticotropina (CRH), la cual llega a la
hipdfisis anterior y estimula la produccién de hormona adrenocorticotropica (ACTH). Esta
hormona llega a la glandula adrenal y regula la secrecién de glucocorticoides y esteroides
androgénicos (1) (Figura 5).

Las glandulas adrenales se encuentran por encima y detras de los polos superiores de
los rifiones. Histolégicamente se componen de tres zonas: una glomerulosa externa, en la
cual se produce principalmente aldosterona, una fasciculada y una reticular, ambas
productoras de cortisol y andrégenos (5).

21 ICH&OH
Cc=0
——OH

Figura 5. Estructura de la aldosterona y cortisol.



2.5 PROTEINA StAR (Steroidogenic Acute Regulatory)

El precursor de las hormonas esteroides es el colesterol, un compuesto hidrofébico que
no puede atravesar el espacio acuoso intermembranal de la mitocondria. Recientemente
se ha encontrado que el verdadero paso limitante en la esteroidogénesis es el transporte
del colesterol de la membrana mitocondrial externa a la interna, en donde esta localizada
la enzima P450scc (7). Esta funcién es realizada por la proteina StAR (Steroidogenic
Acute Regulatory), esta proteina es sintetizada como un precursor de 37 KDa que es
fosforilado por la proteina cinasa A y posteriormente seccionado para generar la forma
activa de 30 KDa (9, 10).

Existen otras proteinas que se encargan de la transferencia de lipidos en diversas
células, entre ellas se encuentra la proteina MNL64, que posee una secuencia homéloga
a la proteina StAR, esta secuencia fue nombrada dominio START. Este dominio consiste
de aproximadamente 200-210 aminoacidos y su importancia radica en que es capaz de
unirse a los lipidos (11). Debido a la dificuitad de purificar y cristalizar el dominio START
de la proteina StAR se ha estudiado el dominio START de la proteina MNL64 ya que ha
sido demostrado in vitro que el colesterol se une a ambas proteinas manera idéntica. La
estructura cristalina de MNL64-START muestra que contiene nueve laminas B
antiparalelas, cuatro a-hélices y dos asas Q que forman un barril B incompleto (figura 6).
La estructura terciaria revela que se trata de un tinel hidrofébico que posee el tamario

suficiente para unirse a una molécula de colesterol (11,12).

La proteina StAR se localiza en corteza adrenal, ovarios, testiculos y cerebro. Los
activadores son LH, hCG, ACTH, FSH, angiotensina Il, analogos de AMPc, agentes
inductores de AMPc intracelular y estradiol. En general los agentes que incrementan la
sintesis de esteroides también aumentan la expresion de la proteina StAR (13, 14).

10



Figura 6. Dominio START, posee 4 a-hélices (A-D) y 9 laminas B antiparalelas.

2.5.1 Regulacién transcripcional del gen StAR

Un factor de transcripcion importante en la regulacion del gen StAR es SF-1
(Steroidogenic factor-1), se ha encontrado que ratones SF-1 Knockout no expresan el
ARNm de la proteina StAR, indicando que SF-1 se requiere para la expresion del gen
(15). La transcripcion del gen StAR también puede ser reprimida por un miembro de la
superfamilia de receptores nucleares DAX-1, el cual se encuentra unido a una estructura
de horquilla en el promotor del gen StAR cercano al sitio de unién de SF-1, esto sugiere
que DAX-1 actua evitando la unién de SF-1 y por lo tanto inhibiendo la transcripcion de la
proteina StAR (16).
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2.5.2 Mecanismo de accion

El mecanismo de accién de la proteina StAR aln no se conoce con exactitud pero se han
propuesto diversos modelos. El primer modelo indica que la proteina StAR es sintetizada
en el citosol y posteriormente se dirige hacia la mitocondria, gracias a la secuencia de
sefalizacion que posee en el extremo N-terminal, funcionando como un puente
hidrofébico entre la membrana mitocondrial externa e interna (17). Este mecanismo ha
sido muy discutido ya que ha sido probado que la proteina StAR producida en bacterias
y carente de los primeros 62 aminoacidos de la regiéon N-terminal, al ser adicionada a
mitocondrias aisladas realiza su funcién transportando colesterol de manera equivalente
a la proteina que si posee dicha secuencia, a pesar de que en esta region se localiza la
secuencia de sefalizacion mitocondrial. Esto indica que no es necesario que la proteina
StAR se introduzca en la mitocondria para que ejerza su funcién y por lo tanto actie en
la membrana mitocondrial externa (18). De esta manera se propuso un mecanismo
alterno el cual indica que la proteina StAR, utilizando la secuencia C-terminal, produce
alteraciones en la membrana mitocondrial externa, funcionando como una proteina
lanzadera de colesterol (19).

Después de determinar las caracteristicas de la proteina StAR bajo diferentes
condiciones fisicoquimicas, se demostré que la proteina a pH de 3.54 sufre cambios
conformacionales de manera que la proteina pasa a un estado desplegado (20), pierde
parcialmente su estructura terciaria, pero retiene su estructura secundaria integra. En
base a esta informacién y suponiendo que el pH del medio que rodea a la mitocondria es
acido debido a la expulsién de protones de la matriz mitocondrial, se ha propuesto otro
mecanismo, el cual indica que el cambio conformacional sufrido por la proteina StAR por
el pH acido alrededor de la mitocondria, provoca que la proteina se “abra” exponiendo la
regién hidrofébica (el dominio StAR-START), y de esta manera se forme un tunel
hidrofébico lo suficientemente grande para que una molécula de colesterol se una y
atraviese el espacio intermembranal (12) (Figura 7).



Figura7. Posible mecanismo de accion de la proteina StAR.
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2.6 EL RINON

Los rifiones se encuentran ubicados en la pared posterior del abdomen. La cara interna
tiene una region llamada hilio, por la cual pasan la arteria y la vena renales, los vasos
linfaticos, los nervios y los uréteres, que llevan la orina hacia la vejiga (Figura 8) (2).

Figura 8. Ubicacién de los rifiones

En el rifndn se pueden distinguir dos regiones, una externa la corteza y otra interna, la
médula (Figura 9 A). La unidad funcional del riién es la nefrona, el ser humano posee
aproximadamente 1 milléon de nefronas en cada rifion. Cada nefrona consta de dos partes
principales: El glomérulo, a través del que se filtra la sangre, y un tibulo donde el liquido
filtrado se convierte en orina. El tdbulo renal se divide en: tdbulo contorneado proximal,

asa de Henle, tubulo contorneado distal y tibulo colector (Figura 9 B).
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Figura 9. A) Corte longitudinal del rifion. B) Diagrama de la nefrona.

El glomérulo esta formado por una red de capilares, revestidos por Ila capsula de
Bowman. Las células del epitelio glomerular se llaman podocitos, poseen una forma
estrellada y presentan prolongaciones primarias radiales que rodean a los capilares
subyacentes y dan lugar a ramificaciones secundarias denominadas prolongaciones
podocitarias. Estas prolongaciones estan separadas entre si por las ranuras de filtracion
(Figura 10) (21).

La membrana basal glomerular esta situada entre el epitelio y el endotelio, tiene un
espesor de 0.1 a 0.15 pm y posee tres capas, una adyacente a los podocitos, l&mina rara
externa (LRE), una central denominada lamina rara densa (LRD) y la lamina rara interna
(LRI) adyacente al endotelio (Figura 10) (22). Entre los componentes que la forman esta
la fibronectina, la cual fija a las células endoteliales y epiteliales a la lamina densa (23). La

lamina densa esta formada por colagena tipo IV y laminina que forman una red en la cual

15



se unen moléculas de proteoglicanos heparan sulfato proporcionando una carga negativa
(24).

En condiciones normales la filtracién de proteinas anidnicas de bajo peso molecular a
través de la membrana basal glomerular y los podocitos es prevenida por la barrera de
filtracién glomerular, la cual es selectiva a la carga, tamafio y estructura de las moléculas
(25).

Figura 10. Barrera de filtracién glomerular. LRE lamina rara externa, LRD lamina rara densa y LRI lamina
rara interna.
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2.7 SINDROME NEFROTICO

El sindrome nefrético es un complejo clinico caracterizado por diversas manifestaciones
renales y extrarrenales como proteinuria, hipoalbuminemia, edema, hiperlipidemia e
hipercoagulabilidad (26).

Debido al aumento de la pemmeabilidad glomerular se presenta proteinuria masiva
(>3.5 g/ 24 horas) y en consecuencia hipoalbuminemia. La hipoalbuminemia provoca una
disminucién de la presion oncoética intravascular y el liquido extracelular sale de la sangre
al intersticio produciendo edema. La hiperlipidemia es consecuencia del aumento en la
sintesis de lipoproteinas por el higado, como consecuencia de la disminucién en la
presion oncética. La mayoria de los enfermos presentan niveles altos de colesterol y
lipoproteinas de baja densidad. La hipercoagulabilidad se debe a la pérdida de
antitrombina Il en la orina, niveles alterados de proteina C y S, hiperfibrinogenemia por
aumento de la sintesis hepatica de fibrinogéno, la fibrinélisis anémala y aumento de la
capacidad de agregacidn plaquetaria. Otros transtornos ocasionados por la pérdida
urinaria de proteinas son la malnutricion proteica, anemia microcitica hipocrémica
secundaria a la pérdida de transferrina, mayor susceptibilidad a infecciones por niveles
reducidos de IgG. También se presenta hipocalcemia e hiperparatiroidismo por
deficiencia de vitamina D, debido a la excrecion urinaria aumentada de la proteina
fijadora del colecalciferol (27).
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2.7.1 Causas de SN

El SN puede dividirse en:

Primario

Secundario

Derivado de enfermedades glomerulares

primarias como:

- Enfermedad de cambios minimos.
- Glomerulonefritis membranoproliferativa.

- Glomerulopatia membranosa.

Provocado por enfermedades infecciosas:
- Bacterias: sifilis, lepra, glomerulonefritis
postestreptococcica, tuberculosis.

- Virus: hepatitis B o C, citomegalovirus,
Epstein-Bar, VIH.

- Protozoarios: malaria, toxoplasmosis.

Enfermedades metabdlicas:
- Diabetes Mellitus.

Enfermedades heredofamiliares:
- Sindrome nefrético congénito, sindrome
de Alport.

Farmacos, toxinas y alergenos:
- Mercurio, heroina, pdlenes, venenos,
vacunas, farmacos antinflamatorios no

esteroideos, tolbutamida, entre otros.

Tomado de (28).

2.7.2 Enfermedad de cambios minimos

Esta glomerulopatia se presenta en un 80% de los casos de SN en nifios menores de 16

anos y en un 20% en adultos. Recibe el nombre de enfermedad de cambios minimos

porque el tamano y arquitectura de los glomérulos parecen normales al ser observados

en el microscopio 6ptico. Con el microscopio electronico se observa la fusion de los



podocitos (Figura 11). La etiologia de la enfermedad se desconoce y la mayoria de los

casos son idiopaticos (26).

Figura 11. Micrografia electrénica de la barrera de filtracion glomerular. A. En condiciones normales.
B. Con enfermedad de cambios minimos, se observa la fusién de los podocitos (P).

2.7.3 Induccion experimental del SN

El sindrome nefrético puede inducirse experimentaimente, inyectando aminonucleésido
de puromicina (ANP) 6-dimetilamino-9-(3’-amino-3'-desoxi-p-D-ribofurasonil)purina
(Figura12), es un derivado de la puromicina (29). La administracion de ANP a ratas
produce proteinuria severa y cambios glomerulares ultraestructurales semejantes a la
enfermedad de cambios minimos en el humano (30).

Posterior a la inyecciéon de ANP los cambio ultraestructurales observados son la fusiéon de

los podocitos, lo cual se ha asociado a la reduccion de la carga aniénica. Ademas otro
estudio muestra que el ANP dafia directamente el citoesqueleto de los podocitos (31).
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Figura 12. Estructura del ANP.

No se conoce el mecanismo exacto por el cual el ANP produce el dafo, pero ha sido
detectada una sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno como H;O,, OH', Oy,
durante las enfermedades glomerulares severas, incluyendo la nefrosis inducida por
ANP (30). Estos hallazgos sugieren que parte del dafio causado por el ANP es producido
por estas especies reactivas de oxigeno. Adicionalmente, otros estudios demuestran que
los antioxidantes protegen del dafio causado por el ANP, reduciendo la proteinuria y
evitando la fusiéon de los podocitos, pero no impiden el dafo que ocurre en los cuerpos

celulares de los podocitos (32, 33).
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2.7.4 Sindrome Nefrético y alteraciones endocrino-reproductivas

La insuficiencia renal cronica y el sindrome nefrético, han sido asociados con infertilidad y
disfuncion endocrina (34,35), lo cual indica que existe una estrecha relacién entre el
adecuado funcionamiento renal y la regulacién de la funcién reproductiva, por esto resulta

interesante el estudio las alteraciones endocrinas durante el SN.

En el modelo experimental de SN agudo inducido por ANP ha sido reportado que las
ratas macho desarrollan hipogonadismo—hipogonadotrépico, condicion que en dicho
trabajo fue evidenciada por las bajas concentraciones de gonadotropinas (LH y FSH) y
hormonas esteroides sexuales (35). Estos cambios hormonales tuvieron como efecto un
deterioro en la funcién reproductiva de los animales nefréticos, ya que también se evalué
la capacidad reproductiva de los animales en base a la fertilidad, los machos nefréticos
se mantuvieron en cajas individuales con dos hembras normales por un periodo de cuatro
dias, se encontr6 que solamente el 37% fueron fértiles durante la fase aguda de la
enfermedad. Por otro lado se observd una remisién espontanea de este estado al dia 30
(35).

En estudios posteriores se reportd que al recibir un estimulo con GnRH la secrecion de
LH y FSH aumento sin alcanzar los niveles normales, lo que indica una pérdida parcial de
la respuesta hipofisiaria al estimulo de GnRH, asimismo, se demostr6 mediante
experimentos in vitro que la FSH de las ratas nefréticas no poseia actividad biolégica
(36). Adicionalmente se comprobé que la cantidad de receptores de andrégenos en
prostata, vesiculas seminales e hipdfisis aumento en los animales nefréticos.

En un estudio realizado utilizando como modelo experimental el SN crénico inducido con
ANP, se evalué la funcién reproductiva en base a la concentracion de hormonas
gonadotropicas y esteroides sexuales, peso de los érganos sexuales accesorios y la
fertilidad por un periodo de 84 dias. Los resultados mostraron que la concentracién de LH
y FSH es menor en los animales nefréticos, al igual que la testosterona, lo que indica un
mal funcionamiento del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo, ademas de una falla en la
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secrecion de GnRH. La fertilidad disminuye en el dia 7 y 14 siendo de 0% y 16%
respectivamente, después del dia 14 las ratas nefréticas recuperan su capacidad
reproductiva. Los 6rganos sexuales presentaron una reduccién de tamario del 50-55% al
dia 7 y 14, pero posteriormente alcanzaron el tamafio normal (37). Estos resultados son

muy semejantes a los encontrados durante el SN agudo experimental.



3. JUSTIFICACION

El sindrome nefrético ha sido asociado con alteraciones en la esteroidogénesis gonadal.
En ratas macho existe una disminucion de los niveles circulantes de progesterona,
testosterona y estradiol, condicion relacionada con alteraciones en la expresiéon de la
enzima P450scc, la cual es nula tanto durante la fase aguda del SN como posterior a la
administracion de hCG a ratas nefréticas. Sin embargo, dado que después de la prueba
dinamica con hCG se presenta un incremento en la concentracion de progesterona y
testosterona, es posible que otro elemento esté involucrado en la activacion de la
esteroidogénesis. Por tal motivo la expresion del ARNm de la proteina StAR, la cual se
considera actualmente como el verdadero paso limitante de la esteroidogénesis, debe ser

evaluada en testiculos de animales nefréticos.

4. HIPOTESIS
En el sindrome nefrético agudo la expresion del ARNm de la proteina StAR, considerada

actualmente como el verdadero paso limitante de la esteroidogénesis gonadal, se
encuentra disminuida.
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5. OBJETIVO

Evaluar la expresion del ARNm de la proteina StAR testicular durante el sindrome

nefrético experimental en la fase aguda y posterior a una prueba dinamica con hCG.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Evaluar la expresion del ARNm de la proteina StAR en testiculo y glandula
adrenal, durante el sindrome nefrético agudo experimental.

o Evaluar la expresion del ARNm de la proteina StAR en las condiciones
mencionadas posteriores a la administracioén de 1y 4 dosis de hCG.



7. MATERIALES Y METODOS

Reactivos:

Aminonucléosido de puromicina (ANP), Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO. USA).
Gonadotropina coriénica humana (hCG) 5000 U/mL (gonadotropyl-c, Hoechst Marion
Roussel, México). Trizo™ LS Reagent (GIBCO BRL. Manufacturado para LIFE
TECHNOLOGIES, Grand Island, N.Y.). Se utilizé6 una solucién de hibridacién Quikhyb
Stratagene (La Jolla, CA, USA) y la membrana de nylon Z-probe (Bio Rad, Hercules, CA,
USA). Todos lo demas reactivos quimicos utilizados fueron grado reactivo y estan

comercialmente disponibles.

Animales:

Ratas Wistar macho adultas de 2 meses de edad, de 220 a 250 g de peso al inicio del

experimento. Los animales fueron mantenidos bajo ciclos de 14:10 h luz:obscuridad y

alimentados ad libitum.

Disefio experimental:

Se utilizaron 6 grupos de animales:

Grupo 2 Grupo 3
Grupo 1 ] )
Control + 1 dosis hCG Control + 4 dosis hCG
Control
(C+1hCG) (C+4hCG)
Grupo 5 Grupo 6
Grupo 4 ‘ . . .
. Nefrética + 1 dosis hCG Nefrética + 4 dosis de hCG
Nefrotica
(N+1hCG) (N+4hCG)
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El sindrome nefrético fue inducido por una sola inyeccion subcutanea de solucién ANP al
2%, a una dosis de 15 mg por cada 100 g de peso. Las ratas control recibieron una
inyeccién de solucién salina. Las ratas control y nefréticas fueron estimuladas con 1y 4
dosis de hCG (8 U.l.). La dosis tnica de hCG se administré al dia 10, 4 horas antes del
sacrificio, las 4 dosis se administraron del dia 7 al dia 10. Al dia 9 todas las ratas fueron
colocadas en cajas metabdlicas por 24 horas para colectar muestras de orina. Al dia 10
las ratas fueron decapitadas y se colectaron muestras de sangre, testiculo, glandula
adrenal, rifién e higado. Se cuantificaron las concentraciones de proteinas y colesterol en
suero, proteinas en orina, proteinas oxidadas en testiculo y rifién, las hormonas
progesterona, testosterona, estradiol y corticosterona en suero. El analisis de la expresion
del ARNm de la proteina StAR en testiculo, adrenal e higado se realizé por la técnica de
Northern Blot.

Determinaciones bioquimicas

- Colesterol sérico

Para determinar el colesterol se utilizé el estuche CHOD — PAP Spinreact de la marca
SPINREACT (Girona, Espana), el fundamento es el siguiente:

La enzima colesterol esterasa hidroliza los ésteres de colesterol presentes en la muestra
dando colesterol libre y acidos grasos, en una posterior oxidacion enzimatica mediante la
colesterol oxidasa se forma H,0O, y colesterona. El H.O; se valora por la reaccion de
Trinder mediante un cromogeno, fenol y 4-aminoantipirina en presencia de peroxidasa
formando quinonimina cuya coloracion es proporcional a la concentracion de colesterol
presente en la muestra. La técnica empleada fue la siguiente:

26



Blanco Estandar Muestra
(200 mg/dL)
Estandar _ 10 uL —_—
Muestra _ _ 10 pL
Reactivo al uso 1.0mL 1.0mL 1.0mL

Se mezclo6 e incubd 10 min a temperatura ambiente.

El espectrofotdmetro se ajusté a 0 con el blanco de reactivos.

La D.O. del estandar y de la muestra se ley6 a 505 nm.

- Proteinas totales en suero

Fueron medidas por el método de Lowry (38), el cual se basa en la reactividad del

nitrégeno de los aminoacidos con los iones Cu®* en condiciones alcalinas y en la
reduccién del reactivo de Folin-Ciocalteau (fosfomolibdato y fosfotungsteno) a

heteropolimolibdeno por la oxidacién catalizada por el cobre de los aminoacidos

aromaticos tirosina y triptofano (39). El reactivo Folin reducido es de color azul y

detectable en un espectrofotémetro en el rango de 500 a 750 nm.

Se prepar6 una curva estandar con albumina sérica bovina al (ABS) 0.05%, de acuerdo a

la siguiente tabla:

ASB ASB 0.05% H,0
(1g/0.2mL) (L) (uL)
Blanco 0 200

5 10 190

10 20 180

15 30 170

25 50 150

35 70 130

50 100 100
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Se realiz6 una dilucién 1:300 de las muestras de suero.

Se colocaron 200 pL de la dilucion en un tubo.

A todos los tubos se les agregé 1 mL de CuSO4 al 0.5% Solucion C (Apéndice). Se
agitaron y se esperé 10 min.

A todos los tubos se les agreg6 100 pl de solucién Folin Solucién D (Apéndice), se agito y
se dejo transcurrir 30 min.

La D.O se leyo a 660 nm contra la curva estandar.

- Proteinas en orina (método turbidimétrico).

Las proteinas presentes en las muestras se precipitan con acido tricloroacético. La
cantidad de proteinas es directamente proporcional a la turbidez producida (40, 41).
Se centrifugé la orina recolectada de la jaula metabdlica a 2500 rpm/10 min a

temperatura ambiente.

Se preparé una curva estandar con albimina sérica bovina 0.1% de acuerdo a la

siguiente tabla:

ASB |ASB 0.1%| H0O
(mg/mL)|  (ub) | (pb)

Blanco 0 1000
0.04 40 960
0.1 100 900
0.2 200 800
04 400 600
0.6 600 400
0.8 800 200

La orina de las ratas control se diluyd con agua 1:6 y la de las ratas nefréticas 1:80.

En tubos de vidrio de 12X75 mm se colocé 1 mL de cada muestra.
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Se adicion6 0.25 mL de acido tricloroacético al 12.5% a una de las réplicas (y a todos los
tubos de la curva estandar, incluido el blanco).

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

La D.O. se ley6 a 420 nm contra la curva estandar.

- Proteinas Oxidadas

Como se menciond anteriormente, no se conoce el mecanismo exacto por el cual el ANP
produce el dafio, pero ha sido detectada una sobreproduccién de especies reactivas de
oxigeno como H;0,, OH', O, durante la nefrosis inducida por ANP (42). Para determinar
si la produccion de estas especies es especifica del rifidén y no se ven afectados los
testiculos se midieron las proteinas oxidadas en ratas que recibieron una inyecci6n de
ANP. Las ratas se sacrificaron 1 hora después de la administracién de ANP y se

colectaron rifiones y testiculos.

Las especies reactivas de oxigeno tienen una vida muy corta y son dificiles de detectar
por un método directo. Una alternativa para evidenciar la presencia de estrés oxidativo es
medir los productos estables finales de las reacciones oxidativas, ejemplo de ello son los
grupos carbonilo (C=0) que se originan por la accién de las especies reactivas de
oxigeno sobre las proteinas convirtiendo algunos aminoacidos a derivados carbonilo (43).
Debido a que los derivados carbonilo son formados por diferentes procesos, se han
desarrollado algunos métodos sencillos y altamente especificos para medir los carbonilos

en las proteinas.

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

para formar un complejo proteina-hidrazona (44).

0N NO: A 0N N,
vo s :
NHNH, R -HO N—N=C

DNPH H

Proteina-hidrazona 29



Método

1.

Se pesaron 100 mg de tejido y se homogenizaron en 900 pL de amortiguador de
fosfatos 50 mM con EDTA 1mM y tritén 0.1%.

Las muestras se centrifugaron 20 min a 15300 rpm a 4°C.

Se trataron con sulfato de estreptomicina al 10% durante 24 horas a 4°C,
colocando 200 plL de sulfato de estreptomicina mas 600 uL de homogenado.

4. Transcurrido el tiempo se centrifugaron 10min a 5000 rpm a 4°C.

Se hicieron dos tubos por muestra:
Blanco: 150 uL de homogenado mas 600 uL de HCI 2.5 M.
Problema: 150 pL de homogenado mas 600 uL de DNPH 10 mM.

6. Los tubos se agitaron e incubaron 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad.

7. Se adicionaron 750 plL de &cido tricloroacético al 20%. Los tubos se agitaron en el

8.
9.

vortex e incubaron a 4°C por 10min.
Se centrifugaron por 10min a 5000 rpm a 4°C.
Se decanté el sobrenadante.

10.El botén se resuspendié con 600 pulL de &cido tricloroacético al 10% a temperatura

ambiente.

11.Los tubos se centrifugaron por 10 min a 5000 rpm a 4°C.

12.El sobrenadante se decanté.

13. Se realizaron 3 lavados con etanol-acetato de etilo (600 pL).

14. Los tubos se centrifugaron 10 min a 5000 rpm a 4°C.

15. Se dej6 evaporar el etanol en el dltimo lavado.

16. El boton se resuspendié en 1 mL de guanidina 6 M.
17.Se leyé la D.O. a 370 nm.



Para cuantificar la cantidad de proteinas en las muestras se preparé una curva de

albumina al 0.4% en guanidina como se indica a continuacién:

ABS ASB 0.4% Guanidina 6 M
(mg/mL) (uL) (W)
0.26 65 935
0.5 125 875
1 250 750
2 500 500

La D.O. de los tubos blanco se leyd para obtener el contenido de proteinas en el
ensayo a 280 nm.
En ambos casos se calibré con guanidina 6 M.

Cuantificaciones hormonales

Las hormonas fueron cuantificadas por el método de radioinmunoanalisis (RIA), utilizando
estuches disponibles comercialmente.

Fundamento:
Se tiene una cantidad fija de anticuerpo inmovilizado en un soporte sélido. La hormona

1'%, compite con la hormona presente en la muestra a analizar.

marcada radiactivamente
Después de la incubacion, el antigeno unido se separa del antigeno libre por
decantacion. Posteriormente se mide la radiactividad en un contador gama. La cantidad
de cuentas por minuto es inversamente proporcional a la cantidad de la hormona

presente en la muestra (45).
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Progesterona
Se utilizé el estuche DSL-3900 ACTIVE® (Webster, Texas, USA).

Los reactivos y muestras se mantuvieron a temperatura ambiente durante el ensayo. El

analisis se realizo por duplicado. Se agregaron los reactivos de acuerdo a la siguiente

tabla:
Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar
Control | Control
A B Cc D E F : 5 Muestras
Nivel | | Nivel Il
(Ong/ml) | (0.3ng/mL) | (1.0ng/mL) | (5.0ng/mL) | (20.0ng/mL) | (60.0 ng/mL)
25uL 25 uL 25 pL 25 L 25 L 25uL 25uL | 25uL | 25 L
Se adicionaron 500 plL de progesterona I'*° en cada tubo.
Todos los tubos se agitaron e incubaron a 37°C durante 60 minutos.
Se decantaron todos los tubos, excepto los de cuentas totales, invirtiéndolos

simultaneamente en un recipiente para desechos radiactivos. Se eliminaron las gotas
residuales, se midié la radiactividad en un contador gama (1282 COMPUGAMMA CS,
LKB Wallac) durante un minuto y se calculé la concentracion expresada como ng/mL.

Testosterona
Se utilizé el estuche DSL4000ACTIVE® (Webster, Texas, USA).
Los reactivos y muestras se mantuvieron a temperatura ambiente durante el ensayo. El

anadlisis se realizd por duplicado. Se agregaron los reactivos de acuerdo a la siguiente

tabla:
Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar
Control | Control
A B c D E F Muestras
Nivel | Nivel Il
(Ong/mbL) | (0.3ng/mL) | (1.0ng/mL) | (5.0ng/mL) | (20.0ng/mL) | (60.0 ng/mL)
50uL 50 uL 50 uL 50 pL 50 pL 50 uL 50pL [ 50 pL | 50 pL
Se adicionaron 500 pL de testosterona I'*® en cada tubo.

Todos los tubos se agitaron e incubaron a 37°C durante 60 minutos.
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Se decantaron todos los tubos, excepto los de cuentas totales, invirtiéndolos
simultdneamente en un recipiente para desechos radiactivos. Se eliminaron las gotas
residuales, se midio la radiactividad en un contador gama (1282 COMPUGAMMA CS,

LKB Wallac) durante un minuto y se calculé la concentracién expresada como ng/mL.

- Estradiol
Se utiliz6 el estuche COAT-A-COUNT ® Estradiol de DPC (Los Angeles, CA, USA).
Los reactivos y muestras se mantuvieron a temperatura ambiente durante el ensayo. El
andlisis se realiz6 por duplicado. Se agregaron los reactivos de acuerdo a la siguiente
tabla:

Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar
Controles
A B c D E F Muestras
(0Opg/mL) | (50 pg/mL) | (150 pg/mL) | (500 pg/mL) | (1800 pg/mL) | (3600 pg/mL)
100uL | 100pL 100 pL 100 pL 100uL 100 pL 100 L | 100 pL
Se adicioné 1 mL de Estradiol 1'? en cada tubo

Los tubos se agitaron e incubaron a temperatura ambiente durante tres horas

Se decantaron todos excepto los de cuentas totales, invirtiéndolos simultaneamente en
un recipiente para desechos radiactivos. Se eliminaron las gotas residuales. Se midio6 la
radiactividad en un contador gama (1282 COMPUGAMMA CS, LKB Wallac) durante un
minuto y se calculé la concentracidén expresada como pg/mL.

- Corticosterona
Se utilizd el estuche COAT-A-COUNT ® Corticosterona de rata, DPC. (Los Angeles, CA,
USA).
Los reactivos y muestras durante el analisis se mantuvieron a temperatura ambiente. El

analisis se realiza por duplicado.

Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar

A B Cc D E F G
(0Ong/mL) | (20 ng/mL) | (100 ng/mL) | (200 ng/mL) | (500 ng/mL) | (1000 ng/mL) (2000 ng/mL)
100pL | 100pL 100 pL 100 pL 100uL 100 pL 100 pL
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Se adicion6 1mL de Corticosterona 1'* en cada tubo

Todos los tubos se agitaron e incubaron a 37°C durante 60 minutos.

Se decantaron todos los tubos, excepto los de cuentas totales, invirtiéndolos

simultaneamente en un recipiente para desechos radiactivos. Se eliminaron las gotas
residuales, se midi6 la radiactividad en un contador gama (1282 COMPUGAMMA CS,
LKB Wallac) durante un minuto y se calculé la concentracion expresada como ng/mL.

Evaluacion de la expresion del ARNm de la proteina StAR

Se hizo la extraccion de ARN total, utilizando el método de Chomczynski y Sacchi
modificado (46).

. El tejido (20 a 100 mg) se homogenizé con un politrén (Brinkmann Instruments) en

2 mL de Trizol™.

2. El homogenado se incubé durante 5 minutos en hielo

3. A las muestras se les adicionaron 0.2 mL de cloroformo por cada mililitro de

solucion.

4. Las muestras se agitaron vigorosamente.

5. Se centrifugé a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C en la centrifuga RC-5B

© ® N

Refrigerated Superspeed Centrifuge (DuPont Instruments, Sorvall® SN9001003).
La fase acuosa se obtuvo y se colocé en otro tubo estéril.

Se adicionaron 0.5 mL de isopropanol por cada mililitro de la solucién inicial.

Las muestras se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifugé a 12000 rpm durante 10 min a 4°C.

10. El sobrenadante se decanto.

11.El pellet se lavo con etanol al 75%.

12. Se repitieron los pasos 9 y 10 centrifugando 10 min.

13. El pellet se disolvié con agua tratada con DEPC (Apéndice).
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14.El RNA se cuantificd en un espectrofotometro Perkin Elmer UVvisible lambda 20,
para determinar la densidad éptica a 260/280nm. La relacién 260/280 debera ser
entre 1.7 y 2.0 ya que esto indica una preparacion libre de contaminantes. Una

unidad de absorbancia a 260nm equivale a una concentracion de 40 pg de RNA

por cada mL.

Para la técnica de Northern Blot, se realizé6 una electroforesis en gel de agarosa

utilizando el siguiente método:

1) Preparacion del gel.
a) Se disolvieron 0.5 g de agarosa (Easy-Bag™ Agarose. Quantium

b)
c)
d)

BioprobeR) en 37.5 mL de agua destilada estéril mediante calentamiento.
Se dejo enfriar a una temperatura aproximada de 50°C.

Se agregd MOPS 12X (Apéndice) 4.15 mL.

Se agrego6 formaldehido al 37% 8.13 mL.

Se agreg6 bromuro de etidio 0.5 pL.

2) Preparacién de la muestra

a)

b)
c)

d)

e)

9)

Una mezcla de RNA equivalente a 10 plL y 23 plL de solucién
desnaturalizante (Apéndice), se colocd en bafio Maria a 60°C durante 10
min

Pasado el tiempo se sac6 y coloco en hielo inmediatamente.

A cada muestra se le agreg6 3 ulL de solucion de carga (Apéndice).

La cdmara de electroforesis se monté y se agregé la mitad del amortiguador
de corrida.

Las muestras se colocaron en los pozos del gel y se agregé el resto del
amortiguador de corrida. Se corrié a 45 volts por 4 hr.

Se observoé el gel con luz UV para confirmar que el ARN ribosomal 28 y 18
S no se ha degradado. Se utilizé el control de peso molecular 0.24-9.5 Kb
ARN ladder (Invitrogen life technologies, Cat. No. 15620-016, U.S.A.).

Se tomé una fotografia del gel.
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3) Transferencia del ARN del gel de agarosa a la membrana de nylon.

a)

b)

c)
d)

e)

El exceso de formaldehido se removio enjuagando el gel varias veces en
agua destilada. '

El gel se equilibré incubandolo con SCC 10X (Apéndice) durante 20min a
temperatura ambiente.

La membrana (Z-probe Bio Rad) se recortd a la medida exacta del gel

La membrana se humedeci6é en el SCC 10 X (Apéndice) durante 15 min
antes de colocar el gel.

1 pieza de papel filtro No. 2 se humedecié con SSC 10X y se coloco en el
soporte de vidrio elevado, de manera que los extremos del papel quedaron
inmersos en el amortiguador.

El gel se colocé sobre el papel filtro.

Se colocaron 4 piezas de papel filtro sobre la membrana.

Se colocaron toallas absorbentes sobre el papel filtro.

Se dejé que continuara la transferencia por 12 hrs.

El gel y la membrana se retiraron como unidad.

Las lineas de aplicacion de las muestras en la membrana se marcaron con
lapiz del No.2 y se comprobé con luz U.V. la transferencia.

La membrana se lavé con agua estéril desionizada para eliminar los
residuos de agarosa.

m) La membrana se seco con papel filtro a temperatura ambiente.

n)

La membrana se colocdé envuelta en papel filtro en un homo “UV

Crosslinker Hoefer” para fijar el ARN a la membrana.

4) Preparacion de la sonda cADN marcada con P*.

La sonda de la proteina StAR (631 pb) se preparé y probé en base a un juego de

oligonucleétidos (sentido/antisentido) disefiados tomando la secuencia del cDNA de rata
publicado en el Genbank NM0315581 (StAR ARNm de rata).

StAR F1
StAR R2

5-GGGCATACTCAACAACCAGGAAGGC-3'
5-CCAATGGCGTGCAGGTAGATGTGG-3'
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La sonda se amplificé mediante la reaccién en cadena de la polimerasa y se purificé por

columna. Se midi6 la D.O. a 260-280 nm para conocer la concentracion de la sonda.

Prehibridacion
1. La solucién Quikhyb calenté a 68°C durante 15 minutos, se agito.
2. La membrana se coloco dentro de una bolsa plastica y se agregaron 150 pL de la
solucién por cada cm? de la membrana.
3. Las burbujas se eliminaron y la bolsa se sell6 perfectamente.

4. Se incubd a bario Maria a 68°C durante 15 minutos.

El marcaje se efectud utilizando el método de random primer utilizando el estuche de
Invitrogen life Technologies (RadPrime DNA Labeling System, Cat. No. 184228-011,
Invitrogen Co. New Zeland).
1. En un tubo eppendorf se colocaron 1.2 pL (aproximadamente 200ng) de la sonda de la
proteina StAR y 20.8 pL de agua destilada estéril.
2. Se desnaturalizé durante 5 minutos en agua hirviendo.
3. Al término se puso en hielo inmediatamente.
4. Se agregaron en orden: 1 uL dATP 500 uM

1L dGTP 500 pM

1pL dTTP 500 pM

20 uL Solucion Random Primers 2.5X

5uL de P
5. Se agitd. Se adicion6 1 pL de la enzima “Klenow Fragment”, se mezcld muy bien y se
incub6 a 37°C durante 10 minutos.
6. Se adicionaron 5 pL de “buffer Stop”.
7. La sonda se purificé haciéndola pasar a través de una columna (en jeringa de insulina)
con Sephadex G50, centrifugando a 200 rpm durante 5 minutos. El eluido se colect6 en
un tubo.

8. Se desnaturalizé durante 5 minutos en agua hirviendo y se pas6 a hielo.
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5) Hibridacién del ARN

1. Se retiraron 1.5 mL de la solucién de prehibridacién de la bolsa y se mezcld con la
sonda marcada preparada anteriormente.

2. La sonda se agreg6 a la bolsa plastica, la cual fue sellada teniendo cuidado de no
dejar burbujas ni fugas de material radioactivo.

3. Se hibridé a 68°C durante 24 hrs en agitacion.

4. La bolsa se abrid y la solucién radioactiva se recolectd en un tubo para desecharla
adecuadamente.

5. La membrana se saco de la bolsa para lavarla 2 veces con buffer SSC 2X
(Apéndice) a temperatura ambiente, con agitacion durante 15 minutos por cada
lavado.

6. Se lavé con buffer SDS 0.1%-SCC 0.01% (Apéndice) a 58°C durante 40 minutos
en agitacion.

7. Después del lavado, la membrana se secd con una pieza de papel filtro y se
colocé en una bolsa plastica, luego se colocé en un cassette Kodak X-Omat.

8. En el cuarto oscuro se colocoé la pelicula sobre la membrana y se cerr6 el cassette.

9. Se expuso durante 24 horas y la pelicula se reveld.

La membrana se hibridé de nuevo, esta vez con la sonda de la ciclofilina, la cual es una
proteina constitutiva de todas las células y se utiliz6 como control de carga. Se realizé un
analisis densitométrico de la placa radiografica para determinar la intensidad de la
mancha. Se utilizd el programa Sigma ScanPro System (Sigma ScanPro, versién 4.0,
San Rafael, CA, USA).

Analisis estadistico

Para comparar los resultados para comparar todos los grupos se utilizé una ANOVA de
dos vias seguida de una prueba de Bonferroni, una p < 0.05 se consider6 significativa. En
la determinacion de proteinas oxidadas, para comparar al grupo control con el grupo ANP
se utilizé una t de Student no pareada. Este andlisis se realiz6 mediante el programa
Graph Pad Prism 3.0 (Graphpad Software Inc. San Diego, CA, USA).

38



7. RESULTADOS
Pruebas bioquimicas
Las siguientes determinaciones bioquimicas se realizaron para comprobar que al dia 10

se logrd inducir el sindrome nefrético en las ratas, el cual esta caracterizado por

proteinuria, hipoproteinemia e hipercolesterolemia.
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Figura 13. Proteinas en orina al dia 10, los resultados se expresan como promedio + EEM. * p < 0.05 vs
Control, # p< 0.05 vs Nefrético.

En la figura 13 se observa el aumento de las proteinas en orina de los animales
nefréticos sin estimulo, al administrarles 1 y 4 dosis de hCG hay una disminucion
significativa de las proteinas en orina con respecto al grupo Nefrético, por lo que el

estimulo con hCG mejora la proteinuria.
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Figura 14. Proteinas en suero los resultados se expresan como promedio + EEM * p < 0.05 vs Control.

La figura 14 nos muestra una disminucion significativa en las proteinas en suero, en las

ratas nefréticas, esta condicién no mejora después del estimulo con hCG, a pesar de que

la proteinuria se reduce en dichos grupos.
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Figura 15. Colesterol en suero, los datos son expresados como promedio + EEM * p < 0.05 vs Control.
# p< 0.05 vs Nefrético.

La figura 15 muestra un aumento significativo en el colesterol sérico en las ratas
nefréticas, sin embargo el grupo de animales nefréticos que recibié 4 dosis de hCG
presenta una disminucion significativa del colesterol con respecto a los animales

nefréticos que no recibieron tratamiento.
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Proteinas oxidadas

Las proteinas oxidadas son indicio de que existe un dafo oxidativo, en la figura 16 se
observa que una hora después de la administracion de ANP, hay una mayor cantidad de
proteinas oxidadas en riién, mientras que en el testiculo no hay diferencia significativa
entre el grupo control y el administrado con ANP, estos resultados indican que el dafio
producido por las especies reactivas de oxigeno es especifico sobre rifién y no afecta el

testiculo.

Proteinas oxidadas
(nmol/mg de proteina)

Proteinas oxidadas
(nmol/mg de proteina)

Control ANP
Testiculo

Figura 16. Proteinas oxidadas en rifién y testiculo de ratas control y ratas 1 hora después de administrarles
ANP. Los datos son expresados como promedio + EEM *p < 0.05 vs Control.
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Perfil hormonal
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Figura 17. Concentraciones de progesterona en suero. Los datos son expresados como promedio £ EEM *p
< 0.05 vs Control.

La figura 17 muestra que la concentracion de progesterona tiene una tendencia a
disminuir en el grupo control administrado con 4 dosis de hCG, situacibn que
probablemente se deba al fenémeno de refractariedad, por una sobre estimulacién
hormonal. Los animales nefréticos que no recibieron estimulo presentan niveles de
progesterona significativamente bajos comparados con el control. En las ratas nefréticas
que recibieron tratamiento se observa una respuesta positiva, ya que los niveles de esta
hormona aumentan y no presentan una diferencia significativa con respecto a los
controles, sin embargo, las glandulas adrenales también son capaces de producir
progesterona, por lo que en este experimento no se puede determinar si las hormonas

cuantificadas son exclusivas de los testiculos.
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Figura 18. Concentraciones de testosterona en suero. Los datos son expresados como promedio + EEM
*p < 0.05 vs Control. #p < 0.05 vs Nefrético.

La figura 18 muestra una disminucion de la testosterona en la rata nefrética al dia 10 sin
tratamiento, también se observa que las ratas tratadas con 1 y 4 dosis de hCG responden
incrementando los niveles de la hormona de manera semejante a los controles,
indicando que la sintesis de hormonas esteroides si responde a dichos estimulos
hormonales, sin embargo no se puede determinar si la testosterona producida proviene

de los testiculos o de la glandula adrenal.
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Figura 19. Concentraciones de estradiol en suero. Los datos son expresados como promedio + EEM *p <
0.05 vs Control.

En la figura 19 se muestra que en los animales nefréticos el estradiol permanece
indetectable incluso después del tratamiento con hCG, indicando que la hCG por si sola
no es capaz de incrementar la sintesis de estradiol ya que se requiere de la FSH para
que esta se lleve a cabo normalmente.
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Figura 20. Concentraciones de corticosterona en suero. Los datos son expresados como promedio £ EEM.

La figura 20 muestra que la concentracion de corticosterona presenta una tendencia a
aumentar en las ratas control con 1 dosis de hCG sin embargo, en las ratas control
estimuladas con 4 dosis de hCG la concentracién tiende a disminuir con respecto a las de
1 dosis, este comportamiento puede ser resultado de una sobre estimulacion de la
glandula adrenal, resultando en la refractariedad. Los animales nefréticos muestran una
tendencia similar, aunque se tiene mucha dispersion, la cual puede deberse al estrés
generado por la condicion nefrotica, lo que provoca que en algunos animales haya una

mayor produccion de corticosterona.
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Expresién génica de la proteina StAR en testiculo

3.4kb

1.6kb

Ciclofilina

% Pixeles 0 100 120 140 0 160 120

Figura 21. Analisis por Northern blot de la expresion del ARNm de la proteina StAR en testiculo: carril 1
Higado (control negativo), 2 rata control basal, 3 rata control +1hCG, 4 rata control +4hCG 5 rata nefrética
basal 6 rata nefrética +1hCG 7 rata nefrotica +4hCG.

Se observa en la figura 21, la expresion de la proteina StAR en testiculo. De acuerdo al
andlisis densitométrico, la expresion en el control estimulado con 1 dosis de hCG
aumenta 1.2 veces respecto al control sin estimulo, después de 4 dosis aumenta 1. 4
veces. En la rata nefrética al dia 10 no hay expresion de la proteina StAR, pero después
del estimulo con una dosis de hCG la expresién aumenta 1.6 veces y después de cuatro
dosis de hCG la expresion aumenta 1.2 veces.
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Expresién génica de la proteina StAR en glandula adrenal
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Figura 22. Analisis por Northern blot de la expresion del ARNm de la proteina StAR en glandula adrenal:
carril 1 Higado (control negativo), 2 rata control basal, 3 rata control +1hCG, 4 rata control +4hCG 5 rata

nefrética basal 6 rata nefrética +1hCG 7 rata nefrética +4hCG.

La figura 22 muestra la expresion de la proteina StAR en la glandula adrenal. La rata
control estimulada con 1 dosis de hCG muestra una disminucion de 0.8 veces con
respecto al control, mientras que la rata estimulada con 4 dosis de hCG presenta una
disminucion de 0.5. La expresion en la rata nefrética se incrementa 1.4 veces, mientras
que en la ratas nefrética, después de 1 dosis de hCG la expresién aumenta 1.6 veces, al

igual que después de 4 dosis de hCG.
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8. DISCUSION

El sindrome nefrético ha sido asociado a hipogonadismo hipogonadotropico (36), pero
son pocos los trabajos que se han realizado a este respecto. En esta investigaciéon se
encontré que no hay expresion del ARNm de la proteina StAR en el testiculo de la rata
con sindrome nefrético agudo, lo cual explica las alteraciones en la esteroidogénesis
testicular, debido a que la proteina StAR es la encargada de transportar el colesterol
hacia la membrana interna mitocondrial, paso limitante de la sintesis de esteroides.

Las pruebas bioquimicas evidenciaron el establecimiento del sindrome nefrético 10 dias
después de la administracion de ANP, ya que las ratas presentaban proteinuria,
hipoproteinemia e hiperlipidemia, signos caracteristicos de la enfermedad. Sin embargo,
posterior al estimulo con hCG la hipercolesterolemia y la proteinuria presentaron una
mejora significativa (Figuras 13 y 15), aunque no alcanzaron los niveles normales. Este
resultado puede ser explicado por el hecho de que la testosterona aumenta como
resultado de la administracion de hCG y se sabe que dicho andrégeno tiene receptores
en el rindn e induce la proliferacién celular y mejorando la condiciéon renal (48). Este
hallazgo pemite plantear la posibilidad de utilizar a la hCG como alternativa terapéutica
durante el sindrome nefrético.

Con el fin de conocer si el dafio oxidativo causado por el ANP es especifico sobre rifién y
no afecta al testiculo se realiz6 la determinacién de las proteinas oxidadas en ambos
6rganos. Los resultados confirmaron que el daiio fue producido sobre el rifién y no en el
testiculo (Figura 16), lo cual indica que las alteraciones endocrino—reproductivas
presentes en el SN son consecuencia de la enfermedad y no del modelo experimental.
Este planteamiento se reafirma con el hecho de que la mayor parte del ANP administrado
es metabolizado y excretado en un lapso aproximado de 8 horas y las alteraciones
hormonales aparecen después de 7 a 10 dias (49).

Se ha reportado que durante el sindrome nefrético los niveles de FSH y LH disminuyen
(35), por lo que se propone que en el modelo experimental la disfuncion endocrina se
inicia en la hipdfisis (36). Con esta referencia y para determinar si el testiculo es capaz de
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responder al estimulo hormonal exégeno, se utilizé hCG, la cual se une a receptores de
LH en las células de Leydig estimulando la sintesis y secrecién de hormonas esteroides
testiculares (2). Nosotros encontramos un aumento en las concentraciones de
testosterona y progesterona indicando que el receptor de LH es funcional y es capaz de
activar la maquinaria esteroidogénica. Sin embargo, el estradiol permanece indetectable
alin después de los estimulos con hCG lo que indica la posibilidad de una falla en el
proceso de aromatizacién de la testosterona para dar estradiol, en la cual esta implicada
la FSH, ya que se conoce que este es un proceso que requiere FSH (5) y como se
mencioné anteriormente esta hormona no tiene actividad biolégica durante el sindrome
nefrético (36). De este modo, la aplicacion de estimulos con hCG y FSH de manera
simultanea podria confirmar que la falla en el proceso de aromatizacién es resultado de la
falta de estimulo debido a FSH.

En el andlisis de Northern Blot que se realizé para evaluar la expresion del RNAm de la
proteina StAR en testiculo (figura 21), se encontré que en el grupo control que recibié 1
dosis de hCG, la expresiéon del RNAm de la proteina StAR permanece practicamente
igual con respecto al grupo que no recibié ningtin estimulo, pero aumenta en el grupo de
animales a los que se les administraron 4 dosis. Este resultado coincide con lo reportado
por Sewer (16), ya que menciona que el estimulo de las hormonas trépicas puede ser de
dos tipos: agudo (1 dosis de hCG), el cual regula la movilizacion del colesterol hacia la
membrana mitocondrial interna, por lo que la actividad de la proteina StAR aumenta pero
no se promueve su sintesis, y el estimulo crénico (4 dosis), que ademas de activar el
transporte de colesterol, regula la transcripcién de los genes que codifican para las
enzimas que participan en la esteroidogénesis (16). Por lo que se refiere a los animales
nefréticos, al dia 10 la expresion del ARNm de la proteina StAR testicular fue nula, lo cual
implica que el paso limitante de la esteroidogénesis se encuentra alterado durante esta
enfermedad. Esto se ve reflejado en el hecho de que las concentraciones de
progesterona, testosterona y estradiol disminuyen de manera significativa en esta etapa
aguda de la enfermedad. Sin embargo, los grupos de animales nefréticos estimulados
con 1 y 4 dosis de hCG presentaron un incremento en la expresion del ARNm de la
proteina StAR, siendo esta mayor después de 1 dosis, sin embargo, de acuerdo a lo
sefialado anteriormente sobre los estimulos crénicos y agudos, se esperaria que las
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concentraciones de progesterona y testosterona aumentaran con ambos estimulos, y que
fueran mayores en la prueba con una cuatro dosis de hCG, sin embargo la concentracién
de dichas hormonas presenta un incremento mayor cuando se administran 4 dosis. Estas
discrepancias pueden ser explicadas en base al complejo desorden metabdlico asociado
a la enfermedad, pero el hecho de que la expresion del ARNm de la proteina StAR
aumente ante el estimulo de hCG y estimule la sintesis de esteroides sugiere que la
magquinaria esteroidogénica esta presente y solo necesita ser activada. Sin embargo, es
dificil aceptar esta posibilidad pues aunque la proteina StAR es considerada el paso
limitante, se ha reportado que la P450scc no responde ante las pruebas dindamicas con
hCG, y ante esta circunstancia es poco probable el incremento en la sintesis de
esteroides gonadales. Otra posible explicacion a los resultados de esta tesis puede
deberse a que el aumento observado en la concentracion de la progesterona y la
testosterona provenga de la glandula adrenal, dado que se ha reportado que mediante
estimulo con hCG es posible encontrar receptores para LH en la glandula adrenal (36).
Por lo que al ser estimulado el testiculo con hCG se pudo haber producido progesterona,
y de esta la testosterona. Esto explicaria el aumento en la concentracion de ambas
hormonas sin la participacion de la P450scc y la proteina StAR. Dicha especulacién
podria ser probada realizando pruebas con animales adrenalectomizados, de manera

que las hormonas esteroides solamente podrian tener su origen en el testiculo.

Por ofro lado, al evaluar la expresion del ARNm de la proteina StAR en la glandula
adrenal (Figura 22) en las ratas control observamos que disminuye en las que recibieron
1y 4 dosis de hCG, lo cual tal vez se deba al fenémeno de refractariedad (50).
Adicionalmente los grupos de animales nefréticos, tanto el que no recibid tratamiento
como los que recibieron 1 y 4 dosis de hCG presentan un aumento en la expresion de
StAR con respecto a los controles. La concentracion de corticosterona también aumenta.
Este hallazgo puede ser explicado por diversos factores como la presencia de receptores
para LH en esta glandula, asi como por el estrés asociado a la condicion de enfermedad
de los animales, ya que se conoce que el estrés tiene una influencia significativa sobre el
eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (51).
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En conjunto los resultados presentados en esta tesis demuestran una alteracion en la
expresion del ARNm de la proteina StAR, lo cual permite explicar el hipogonadismo
asociado al sindrome nefrético.
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9. CONCLUSIONES

Durante la fase aguda del sindrome nefrético no existe expresion del ARNm de la
proteina StAR en el testiculo, lo cual indica que la esteroidogénesis gonadal se
encuentra alterada como consecuencia del deterioro en el paso limitante de la

misma.

El estimulo con hCG fue capaz de incrementar la expresion testicular del ARNm
de la proteina StAR, indicando que los receptores para esta hormona en el

testiculo son funcionales.

En base a los datos bioquimicos obtenidos después de la prueba dinamica con
hCG podemos concluir que la hormona gonadotropina coriénica ejerce un efecto
positivo sobre la funcion renal.

El dafio oxidativo producido por el ANP es especifico contra el rifidn y no afecta a

la génada, por lo que concluimos que las alteraciones endocrinas son
complicaciones especificas del sindrome nefrotico.
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11. APENDICE

Reactivos para Northern blot

— Agua con DEPC al 0.1%

Agua desionizada estéril 100 uL
Dietilpirocarbonato (DEPC) 100 pL
Incubar 24 h a 37°C

Esterilizar dos veces

- MOPS 12X

Acido propanesulfénico 3-N-morfolino 565 g
(MOPS)

Acetato de sodio 0.06 M 6 mL
Etilendinitrilotetracetato disédico (EDTA) 2.4 mL
0.5MpH8

Agua destilada desionizada estéril 100 mL

— Gel de Agarosa al 1%

Agarosa 05¢g
Agua destilada desionizada estéril 37.5mL
MOPS 12X 4.15mL
Formaldehido al 37% 8.13 mL
Bromuro de etidio 0.5 uL
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— Solucién desnaturalizante
Formamida

MOPS 12X

Formaldehido al 37%

— Solucién Buffer de carga
Azul de bromofenol
Cianol-Xileno

Ficoll 400

- MOPS 1X
MOPS 12X

Agua destilada desionizada estéril

- 8SC 10X
NaCl

Citrato de Sodio
Agua estéril

— Buffer SSC 2X
SSC 20X

SDS al 7%
Aforar a 250mL

— Buffer SDS 0.1%
SSC 20X

SDS al 7%

Aforar a 250mL

500 pL
83 uL
162 plL

0.25%
0.25%
15.0%

21 mL
Aforar hasta 250 mL

1753 g
8829
Aforara 1L

25mL
3.57mL

1.25 mL
3.57 mL
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Reactivos para proteinas en suero

Albumina sérica bovina (ASB) al 0.05%.

— Solucién A:

Na,CO; al 2%.

NaOH al 0.4%.

Tartrato de sodio al 0.02%.
Almacenar a temperatura ambiente.

— Solucién B:
CuSO0;al 0.5%.

Almacenar a temperatura ambiente.

— Solucién C Se prepara al momento del ensayo:

50 tubos

Solucion A| 50 mL

Solucion B| 1mL

— Solucién D Se prepara al momento del ensayo:
Folin 1 N. Folin2 N + H,O 1:1

Reactivos para proteinas en orina

Albiimina sérica bovina al 0.1% (p/v) en agua destilada.
Acido tricloroacético al 12.5% (p/v) en agua destilada.
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