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REBUMEN

Se ha propuesto gue los radicales libres de oxigeno son
mediadores de dafio en diversos modelos experimentales de
enfermedades renales como el sindrome nefrético (SN) inducido con
aminonucledsido de puromicina (ANP). En este trabajn se estudié
el papel de los radicales libres de oxigeno mediante dos nueves
enfoques experimentales que permitieron evaluar su participacién:
1) la determinacién secuencial de los niveles de vitamina E (VE),
actividad de glutatién peroxidasa (GPx) y lipoperoxidacién (LPx)
en rifén, higado, corazén, pulmén, cerebro y testiculo de ratas
con SN inducido con ANP los dias 1 a 6, 8, 10, 16 y 22 y 2) el
efecto de diferentes dietas (altas y bajas) en VE y selenio (8e),
sobre estos mismos pardmetros y la funcién renal, los dias 0
{(control), 7 y 22 (nefrético).

Los resultados del estudic secu:ncial mostraron gque las ratas
nefréticas disminuyeron su peso corporal y las proteinas séricas,
Y aunentaron el volumen urinario, la urea, la creatinina y la VE
séricas, la exccreciédn uriparia de proteinas, la LPx en todos los
tejjdos estudiados y la actividad de la GPx. La LPx aumentd en
todos los tejidos desde el dia 1 y/o 2, 1o cual indica que el ANP
tiene un efecto inmediato no solo sobre el rifén, sino sobre
diferentes tejidos. En la segunda partc del trabajo, en donde se
manicularon gGirerentes dietas con VE y Se, se observd que en las
ratas control (dia 0), las tres dietas no tuvieron efecto sobre
la mayoria de las variables estudiadas (peso corporal, consumo de
alimento, urea, creatinina y proteinas totales en suero, y

proteinas totales en orina). Las dietas no indujeron ninguna



alteracién histopatoléglca en los glomérulos renales, cuando se
analizaron por microscop[a‘de luz o electrdnica en este mismo
grupo, a pesar de que hubo diferencias significativas cuando se
analizaron la actividad de la GPx y la LPx tisular: la LPx fué
mayor y la actividad de la GPx fué menor en los tejidos de ratas
con dieta baja, mientras que en las ratas con dieta alta se
observé el efecto opuesto. Después de la induccién del SN con
ANP, las ratas con dieta baja tuvieron alteraclones mis profundas
en la funci6én y ultraestructura renal gue las ratas con dieta
normal, mientras gque en las ratas con dieta alta estas
alteraciones no se presentaron o fueron menos intensas. Las ratas
alimentadas con dieta deficiente y normal excretaron mayor
cantidad de proteinas por orina que las ratas alimentadas con una
dieta en exceso, a pesar da gque no hubo diferencias en el tipo de
proteinas en los tres grupos el dfa 7. Daspuds de la inyeccién
del ANP las ratas alimentadas con dieta deficiente tuvieron un
mayor aumento en la LPX renal que las ratas con dieta normal, por
el contrario, las ratas alimentadas con dicta alta no presentaron
aumento en la LPx renal. Todos estos resultados son compatibles
con la hipétesis de que cen SN inducido con ANP existe un gran
estrés oxidativo ocasionado por radicales libres de oxigeno, sin
embargo otros factores no estudiades en este trabajo pueden estar

involucrados en la fisiopatologfia del SN inducido con ANP.
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I. INTRODUCCION

1. BINDROME NEFROTICO

El sindrome nefré6tico (SN) es una enfermedad que se caracteriza
por el aumento en la filtracién de proteinas plasmidticas por el
rifibn (proteinuria), hipoproteinemia, disminucién de la presién
coloidosmética, edema, ascitis, 1lipiduria, retencién de sodio,
hipercolesterolemia, hiperlipoproteinemia y alteracién en la
concentracién de casi todas las proteinas plasmiticas (1-6).

Se piensa que todas las alteraciones sistémicas en el SN son
consecuencia de la pérdida de proteinas por la orina. El aumento
en la filtracién de proteinas plasmiticas es secundaria a la
alteracién de la barrera de filtracién glomerular gque esté
compuesta de células endoteliales, membrana basal glomerular y
células epiteliales, las cuales forman una barrera de carga y de
tamafio. La barrera de carga estd constituida por sialoprotefnas y
heparan sulfato proteoglicanos (HSPG) que le confieren una carga
neta negativa. El1 sitio preciso de la borrera de tamafe no se
conoce, pero es probable que sea la membrana basal glomerular
(7). Las moléculas de un didmetro molecular menor a 2 nm pasan
libremente mientras que aguellas mayores a 6 nm no pasan (1,2}.

La hipoalbuminemia en el SN es secundaria a un aumento en el
catabolismo y a la pérdida de albuimina por orina, y esto provoca:
a) Hiperlipidemia: Debido a una disminucién en la presién
oncética, lo que a su vez, estimula 1la produccidén de
lipoprotefnas a nivel hepdtico., Este aumento, junto con 1la
disminucién en el catabolismo de las lipoproteinas, produce

hiperlipoproteinemia.



b) Edema: La disminucién en la presién oncética, favorece el
movimiento de flufdos del compartimiento vascular al intersticial
causando edema y ascitis.

Por otru parte, otras consecu:ncias de las alteraciones en el
metabolismo de las proteinas plasmiticas son:
a) Disminuciébn en la inmunidad humoral: Esto es secundario a la
disminucién en el nivel de inmunoglobulinas producida por 1la
pérdida de estas en la orina y a una disminucién en su sintesis,
y a gque el factor B del complemento disminuye. Al alterarse la
inmunidad humoral, se modifica la inmunidad celular debido a la
interacqién de ambos procesos, lo cual lleva a un aumento en la
susceptibilidad a infecciones oportunistas que son causa de
muerte en SN.
b) Deficiencias de elementos traza (Cu, Fe, 24n} que se pierden
por orina.
c¢) Alteracicnes en el metabolismo hormonral, pues se pierden por
orina proteinas acarrcadoras.
d) Deficiencia de calcio y vitamina D.
e) Un estado hipercoagulable, secundario a alteraciones en casi
todos los factores de coagulacién.

Esta enfermedad puede ser inducida experimentalmente para su
estudio por la inyeccién de:
1) suero antirrinén (7,8)
2) aminonucledsido de nuromicina (ANP) (9,10)
3) daunomicina (11}
4) adriamicina (12,13)

Debido a que el SN inducido en ratas con ANP se parece mucho al

sindrome de lesjones minimas encontradoe en humanos, se ha



utilizado como un modelo para estudiarlo (2-6,9,10). Se han
descrito dos variantes de la nefrosis inducida por ANP, el modelo
agudo y el modelo crénice (7). El modelo agudo se induce por una
o por varias inyecciones subcutdneas o intraperitoneales que van
de 50 a 150 mg/kg de peso corporal total, estas inyecciones
desencadenan una proteinuria masiva y SN al término de 7 a 14
dias después de su aplicacién; alrededor de las tres semanas la
proteinuria disminuye y desaparece a las seis semanas; este
modelo es reversible.

El modelo crénico se induce por una o por varias inyecciones
intravenosas a bajas dosis (5 mg/ 100 g) y se encuentra asociado
a proteinuria crénica y dafio irreversible.

El ANP se produce por la hidrélisis del residuo p-metoxitirosil
que se encuentra unido al grugf amino del antibiético puromicina
(Fig. A); el ANP estid relacionado estructuralmente a 1la
adenosina. Hoyer y cols. (14,15) demostraron que es necesaria
solo una exposicién de tres minutos al ANP para producir dafio
renal. La toxicidad del ANP es especie-especifica, las ratas,
humanos y monos son s.sceptibles a la acclén nefrotéxica del ANP,
pero no los perros, conejos, cobayos y ratones (7).

Hasta ahora se desconoce el mecanismo por el cual el ANP causa
dafio renmal, sin embargo, se piensa que los radicales libres del
oxigeno y sus especies reactivas tales como peréxido de hidrégeno
(H,0,), iones superéxido (02') e hidroxile (OH'), producidos
durante el metabolismo del ANP son los responsables del dafio
celular (16-22). Se ha observado que el alopurinol (un inhibidor

de la xantina oxidasa (X0} y por lo tanto de la generacién de



PUROMICINA ANP
(P.M.» 471.51) (P.M.» 294)
M, oH, H.c\n Pl
HO-GH, HO-
H
) NHy, ©
o
HN-CH
Ly

Fig. A ESTRUCTURA DE LA PUROMICINA Y
DEL ANP.



radicales superoxido) y que la superéxido dismutasa (SOD) (que
metaboliza al ién superéxido a peréxido de hidr6geno), disminuyen
el dafio renal en ratas tratadas con ANP (16,18).

Ademds Thakur y cols. (17) observaron un efecto protector de
dos atrapadores de iones hidroxilo (dimetiltiourea y benzoato de
sodio) y de un quelante de hierro (desferroxamina) en este modelo
experimental.

Fishman y Karnovsky (23), describieron los efectos del ANP en
células renales in vitro, y encontraron efectos directos sobre la
membrana celular, presumiblemente, una desorganizacién proteico-
lipidica asociada a desarrreglos metab6licos, tales como el
aumento de HSPG y una disminucién de la glucosamina y sulfato en
la superficie celular. Esto lleva a la hipétesis de que el ANP
produce un desarreglo en la bharrera de carga y de tamafo.

De todos estos datos, se sugiere que el ANP se convierte
primero a hipoxantina en el rifién y que la conversién sucesiva a
dcido drico via el sistema enzimdtico de la XO e¢s la responsable
en la generacién de radicales libres del oxigeno (16} (Fig. B).
Sin embargo, existe un nGmeroc de aspectos sin resolver. Primero
que tedo, la via metabélica de la transformacién del ANP a
hipoxantina en el glomérule renal y su potencial nefrotéxico debe
ser esclarecido, pues se ha observado que un aumento en esta via
metabélica no induce proteinuria (24). En seqgundo lugar, debido a
la ignorancia acerca del netabolismo del ANP en el rifién no se
puede llegar a una conclusidén certera acerca del mecanismo de
nefrotoxicidad de la droga (25).

Se han purificade y caracterizado dos metabolitos del ANP en

e
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la orina de rata: el NO-dimetil-3’amino-3’desoxiadenosina (DA-
Ado) y su forma monometilada llamada Né-metil=3’amino-
3’desoxiadenosina (MA-Ado) (25)}.

Ambos metabolitos son excretados 6 horas después de 1la
inyeccién del ANP. Se comprobs, al menos in vitre, que el
metabolismo del ANP y de sus productos, DA-Ado y MA-Ado, estén
involucrados en la via de las purinas. La baja transformacién del
DA~Ado por glomérulos aislados y la ausencia de su metabolismo en
cultivos de las células epiteliales glomerulares implica 1la
presencia de enzimas desmetilasas en el glomérule. El efecto
citotéxico similar del ANP y de sus metabolitos sobre estas
células, apoya el concepto de que un mecanismo diferente, en el
cual no estd involucrada la transformacién de estos compuestos en
el ciclo de las purinas hacia hipoxantina, que es responsable de
la toxicidad glomerular jn vitro (25).

Los siguientes puntos no apoyan la idea de que la produccién
de radicales libres se deba a la via de degradacién del ANP por
el sistema de la XO:

1) Se ha observado in viv~ gue la inhibicién de la N-desmetilasa
microsomal (citocromo P~450) por alfa-naftilisotiocinato o SKF-
525A no disminuye la proteinuria en las ratas tratadas con ANP
(26).

2) El mecanismo de accién del ANP in vivyn es muy rdpide (14),
mientras que in yitro la conversi6én de ANP a hipoxantina en el
glomérulo requiere de varias horas.

3) La via de la hipoxantina no es directamente citotéxica sobre

cultivos de podocitos in vitro, sino hasta que se aplican grandes



dosis (25).

2. RADICALES LIBREB

Un radical lihre es cualquler &tomo o grupo Atomos que poseen
uno o més electrones desapareados. Los radicales libres pueden
ser especies ibnicas o eléctricamente neutras. La caracteristica
més comin de casi todos ellos es una elevada reactividad quimica,
relacionada con la tendencia de los electrones a encontrarse en
forma de pares. Estas especies se producen normalmente en las
células por diversas vias, por ejemplo durante el transporte
electrénico en la mitocondria, en la oxidacién de catecolaminas,
en neutrsfilos activados, ete. (Fig. C). Otros factores pueden
contribuir a su generacién, como la radiaciones de alta energia,
sustancias quimicas té6xicas o contaminantes atmosféricos (27).
Los radicales libres no solo se han asociado al dafio producido en
el SN y enfermedades glomerulares experimentales (19~
22), sino que estdn relaciocnados con otras enfermedades tales
como efisema pulmonar, atagues cardiacos, apoplejias (28-31), en
la iniciacién y promocidn del cédncer (32,33), y arterioesclerosis
(27) (Tabla I).

El dafio oxidativo a la membrana celular por accién de estos
radicales, se debe a que los fosfolipidos membranales insaturados
son mds susceptibles a la oxidacién, pues poseen ligaduras dobles
de carbono (34-36). Los resultados de la peroxidacién lipidica
son alteraciones en las propiedades de la membrana, tales como

fluidez, transporte iénico y actividades enzimdticas (36,37).
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TABLA |

LISTA DE PRODUCTOS LIBERADOS POR LA PEROXIDACION DE LIPIDOS,
PROTEINAS Y ACIDOS NUCLEICOS Y SU POSIBLE CONTRIBUCION AL

DESARROLLO DE CONDICIONES PATOLOGICAS

PROCESO OXIDATIVO

PRODUCTO

POSIBLE INFLUENCIA SOBRE
LA CONDICION PATOLOGICA

PEROXIDACION DE LIPIDOS

OXIDACION
DE

PROTEINAS

OXIDACiON DE ACIDOS
NUCLEICOS

Aldehldos
Malondlaldehido
4-Hidroxinonenai

INACTIVACION POR
OXIDACION DE ENZIMAS
{glutamina sintetasa)
Oxidacion de LDL
Oxidacion del Inhibldor
de la proteasa
alfa 1

Ruptura de hebras de
ADN
Alteracion de bases
8-Hidroxiguanina
5-Hidroximetilo uracilo

Camblos estructurates en is membrans

Reacclona con proteinas y acidos nucleicos,
puede ser mutagenico.

Reacclionan con LDL, puede contribuir
al dasarrolio de 1a arteriosaciercais.

Puede contribulr a la acumulacion de
glutamato durante {a apoplejia

Pusde contribuir a la artericeaclercsla

Puedan quedar proteasan actlvas causando
efisema putmonar.

Puede causar arrorea en {a reparacion

Pueden contribuir a ta carcinogenasis




Los radlcales libres pueden producir dafioc a las protelnas
generando otros productos (31,33,35-37), algunos de los cuales
son:

1) Productos de reaccién cruzada con otros componentes celulares.
2) Productos fragmentados.

3) Lesiones en los sitios especificos de la estructura proteica
que afectan la funcionalidad.

Ademds, los radicales libres pueden interaccionar con los
4cidos nucleicos produciendo cortes y medificaciones a las bases
(32,33).

Existen diversos métodos para detectar a los radicales libres

oxigénicos, o bien estudiar el dafio oxidativo a un tejido. La
mayoria de estos métodos estdn basados en:
a) Analisis de los productos generados por la reaccién de
radicales libres con biomoléculas, tales como lipidos de
wembrana, 4&cidos nucleicos y proteinas. Por ejemplo,
malondialdehido (MDA) generado durante lz peroxidacién lipidica,
el cual puede ser detectado espectrofotométricamente por reaccién
con &cido tiobarbitdrico (ATB) (Fig. D) (38-40). !

Otro ejemplo es el 4-hidroxinonenal (4 HN), el cual es el
producto de la descomposicién de &acidos grasos poliinsaturados y
posee propiedades citotéxicas, hepatotéxicas y mutagénicas. El 4
HN genera a su vez otros aldehidos (alcanales, 2-alquenales, Yy
aldehidos unidos a fosfolipidos y proteinas) altamente tdxicos.
Los métodos frer;uem:emc:nt‘gQ lsados para detectar aldehidos
utilizan dinitrofenilhidrazina, de esta manera, los aldehidos

libres forman compuestos estables con los derivados de la

1n



4]

N
fo) o) Q S
if li \'/
HC-CH-CH =+ 2 N
P
ATB

MDA

ACIDO

(GALOR) MDA= MALONDIALDEHIDO

ATB= ACIDO TIOBARBITURICO

SYN\/OH HO N SH

N =N +2HO

N JV\/ N i
\OH/ NN “OH

1:2 MDA: PIGMENTO ATB

Fig. D Quimica estructural del MDA y reaccion con ATB.




hidrazona y toman un ceolor amarille, gue puede ser féacilmente
leido en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 360-380
nm (41).

b) Por resonancia paramagnética electrénica, también denominada
resonancia del "spin® electrénico (RSE). El fundamento de este
método es que el "spin" de un electrédn desapareado tiene asociado
un momento magnético. El1 momento magnético puede tomar una o dos
orientaciones en el campo magnético, tal como viene especificado
por los namercs cudnticos magnéticos # %. Esto es conceptualmente
similar a las dos orientaciones de spin de un nGcleo de
hidrégeno. Dado que la constante giromagnética del electrén es
unas mil veces mayor que la del protén; los espectrémetros del
RSE operan a frecuenclas mds elevadas que los instrumentos de

resonancia magnética nuclear (42).

3. MECANISMOS PROTECTORES CONTRA RADICALES LIBRES

Existen diversos mecanismos que protegen a la célula de los
radicales libres, estos mecanismos pueden ser enzimdticos y no
enzimiticos (32). Los mecanismos enzimdticos involucran a las
enzimas antioxidantes primarias y secundarias. Las enzimas
antioxidantes primarias eliminan directamente 1los metabolitos
activos del oxigeno y son las enzimas superbxido dismutasa (S0D),
catalasa {(CAT) y glutatién peroxidasa (GPx); las enzimas
antioxidantes secundarias ayudan a desintoxicar los metabolitos
activos del oxigeno, disminuyendo los niveles de peréxidos y/o
manteniendo un flujo de intermediarios metabdlicos tales como
glutatién y NADPH para las enzimas antioxiduntes primarias.

Pertenecen a este grupo las enzimas glutatién reductasa (GR),

13



glutatién transferasa y glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6FD)
(33) (Fig. E).

Otros autores han demostrado en estudios in vitro (43-46) e in

vivg (47-49) que cierto tipo de células expuestas a sustancias
oxidantes o antioxidantes pueden aumentar la expresién de una, o
mis, de las enzimas antioxidantes primarias.

Los mecanismos no enzim&ticos incluyen los compuestos
sulfhidrilo, bilirrubina, urato, butil-hidroxitolueno, dimetil-
tiourea, vitamina A (37,43), vitamina B-12 (37), vitamina C
(37,47,48), vitamina E (VE) (37,45~56), selenio (Se) (46,56-65),
Yy zinc (27).

4. MECANISMOS DE ACCION DBEL SELENIO, LA EN3ZIMA GLUTATION
PEROXIDASA Y DE LA VITAMINA B EN LA PROTECCION A RADICALES LIBRES

La importancia nutricional del Se se reconocié en 1957, cuando
Schwarz reporté que este mineral era el componente activo del
factor 3 que evitaba la necrosis hep&tica en ratas alimentadas
con una dieta baja en VE (62). Mas tarde, numerosas
investigaciones confirmaron que el Se prevenia algunos de los
sintomas de la deficiencia de VE en una amplia variedad de
animales experimentales (63).

En 1973 John Rotruck y cols. (64) descubrieron que la enzima
GPx (E.C. 1.11.1.9) ~ontenia Se. Este descubrimiento demostraba
el papel bioguimico de este elemento traza. La distribucién
tisular del Se y las selenoproteinas depende del consumo de Se
(65) .

La VE es un compuesto liposoluble que se localiza en la bicapa

lipidica de las membranas intracelulares y plasmiticas, en donde

14



o< electron, SOD = Supersxido ¢ismulssa, CAT
G

r Catalasa
x * Glutation peroxidasa, GR » Giulation reductass,
G6FD - Glucoss 8 fosfalo deahidrogenasa,

GSH = Glutatlén oxidado, GSSG » Glutatién reducido,

NADP - Nicotinzmids adenin dinuciedtido fosfeto oxidado
NADPH » Nicotinamida adenin dinuciedtido fosfato reducido

e SOD CAT

X 0, ~ Hy0, HO + O

GPx: GSH«!\ =~ BNAD
\

GF G6FD

HZO GSSG —~ kNADPH‘j

Fig. E - MECANISMO ENZIMATICO DE ATRAPADORES DE RADICALES
LIBRES DE OXIGENO.




bloquea la transferencia de electrones involucrados en 1la
iniciacién y propagacién dg la peroxidacién de lipidos (66,67}
{Fig. F).

La peroxidacién de lipidos puede ser disparada por peréxidos
de hidrégeno y orgdnicos, metabolitos c¢elulares que son
destoxificados por la enzima GPx (59). La actividad de la GPx
depende fundamentalmente de Se (59-61). Ademds, el Se modifica la
regulacién de la GPx: ratas alimentadas con una dieta deficiente
en Se tienen bajos niveles de ARNm de GPx (68). La deficiencia
de Se limita 1la degradacién de peréxidos de hidrégeno y otros
perdxidos 1lipidicos por GPx y ademds promueve su acumulacién
(69) . Ademds, la deficiencia de Se promueve la deficiencia de VE
por aumento en la degradacién de la VE de reserva (55,69). Por lo
tanto, una dieta deficiente en VE y Se produce un estado
prooxidante en el organismo: ia deficiencia de Se promueve 1la
acumulacién de metabolitos reactivos de oxigeno y la deficiencia
de VE magnifica los efectos celulares t6xicos de estas especies

moleculares (56-58).
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II. ANTECEDENTES DIRECTOS

En ratas con sindromeé nefrético inducido con ANP se ha
observado_que:
1.- La administracién del inhibidor de la enzima xantina oxidasa,
alopurinol y, por lo tanto, la produccién de iones hidroxilo,
disminuye la proteinuria (16,18).
2.~ La administracién de catalasa y superbxido dismutasa
disminuye la proteinuria (18).
3.~ La administracién de atrapadores de iones hidroxilo
(dimeti;yicurea Y benzoato de sodic) y de un quelante de hierro
(desferroxamina) diminuye 1a proteinuria (17).
4.~ El uso de antinefriticos tal como el TJ-8014 disminuye la
nefrosis inducida por el ANP debido a que aumenta a 1los
mecanismos enzimdticos atrapadores de radicales libres de oxigeno
(70) .
5.- Se ha demostrado que el ANP adicionado a células epiteliales
glomerulares in ¥itro, causa la produccidén de Hy0, (20;.
6.~ Ademds, la deficlencia de vitamina E y de Se exacarba el dafio
renal inducido por isquemia y reperfusién, el cual es otro modelo

experimental gque produce dafio por estrés oxidativo (71).
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IXI. BHIPOTESIS

Si los radicales libres estdn involucrados c¢n la génesis del
SN inducido con ANP, entonces:
a) La lipoperoxidacién y la actividad de la GPx se elevarén.
b} Los cambios en la cantidad de antioxidantes (VE y Se} en la

dieta modificar&n la intensidad del SN inducido con ANP.

19



IV. OBJETIVOS

Evaluar la participacién de los radicales libres de oxfgeno

en ratas con SN inducido con ANP mediante:

1. La determinacién secuencial de los niveles de vitamina E en
suero, peroxidacién lipidica y actividad de GPx en rifién, higado,
corazén, pulmén, cerebro y testiculo los dfas 1 a 6, 8, 10, 16 ¥y

22 después de la inyeccién del ANP.

2. El efecto de la ingestién de diferentes cantidades de
antioxidantes (VE y Se) en la dieta, sobre estos mismos

parédmetros los dias 0 (control), 7 y 22 {SN)j.
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V. MATERIALES Y METODOS
1. REACTIVOS

El ANP, el dodecil sulfato de =sodio (DSS), el A&cido
tiobarbitGrico (ATB), el NADPH, la glutatién reductasa y el
glutatién reducido se compraron de Sigma Chemical Co. (St. Louis,
Mo., EUA). La dieta deficiente en VE y Se (nGmero de catdlogo
906449), el acetato de dl-alfa tocoferol y el selenito de sodio
se compraron de ICN Biomedicals Inc (Costa Mesa, CA, EUA). Los
dem&s reactivos fueron de alta pureza y se obtuvieron

comercialmente.

2. DISENO EXPERIMENTAL

Se usaron ratas macho de la cepa,W¥istar (Rattus porvegjcus) de
100 g de peso para el estudio secuencial y se dividieron en 2
grupos: 1) normal (n=60) y 2) nefré6tico (h=60), se colocaron en
jaulas metab&licas y tenfan acceso a alimento y agua ad libjitum
(3-5); el grupo neirético recibié una sola inyeccién de ANP (15
mg/100 g de peso corperal) y el contrﬁl, una inyeccién de
solucién salina al 2%. Estas ratas se colocaron en jaulas
metabélicas y se sacrificaron los dias 1 a 6, 8, 10, 16 y 22 y se
les recolects orina de 24 h y sangre, ademds de los siguientes
tejidos: rifién, higado, corazén, pulmén, cerebro y testiculos. Se
sacrificaron 6 ratas de cada grupc por dia de estudio. Las
determinaciones de LPx y GPx en los tejidos de las ratas de éste
esgudio se realizaron simultineamente para las controles y las
nefréticas.

Para el estudio con diferentes dietas de antioxidantes (VE y
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Se) se utilizaron ratas recién destetadas a las tres semanas de
nacimiento (40 g de peso corporal) que se dividieron en tres
grupos de acuerdo a la cantidad de Se y VE en la dieta: a)} baja,
b) normal y c¢) alta. Las dietas con cantidades normales y altas
de VE y Se se prepararon por la adicién de VE y Se en la dieta
baja. Las dietas contenfan cantidades idénticas de proteinas
(aportada por levadura de torula, 300 g/kg y dl-metionina, 3
g/kg), grasas (aportada por grasa de cerdo, 50 g/kg) e hidratos
de carbono (aportados por sacarosa, 590 g/kg). Las dietas
contenian también una cantidad idéntica de minerales descrita por
Hubbal~-Mendel-Wakeman, 50 g/kg y la mezcla de vitaminas ICN, 10
g/kg.

La dieta baja en VE se obtuvo por la eliminacién del dl-alfa
tocoferol de la grasa de cerdo. La dieta baja se suplementdé con
dl-alfa tocoferol (250 U/g) en una proporcién de 0.2 g/kg (50
U/g) para obtener una dieta normal (72} y con 4 g/kg piara obtener
ura dieta alta (73,74). La deficiencia de Se se logrd usando
levadura de torula come fuente de proteinas (75), ya que aste
ingrediente, a diferencia de otros como la caseina, contiene
cantidades muy bajas de Se. La dieta deficiente se suplementé con
una mezcla de selenito de sodio con sacarosa (0.0445% de Na,Se0y)
en una proporcién de 1.24 g/kg (72) o de 12.4 g/kg (75,76) para
obtener las dietas normal y alta en Se. La adicidén de estas
cantidades de Se da como resultado una concentracién de 0.25 y
2.5 ng/kg. Por lo tanto, estas dietas s6lo difirieron en el
contenido de VE y Se.

Las ratas se mantuvieron en estas dietas durante cuatro

semanas (hasta que alcanzaron los 100 g de peso corporal) y al
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término de estas se sacrificaron 10 animales por grupo y a 1los
animales restantes (n=15 por grupo) se les indujo SH por una
inyeceién subcuténea tinica de ANP (15 mg/100 g de peso corporal}
al 2% en solucidén salina. Las ratas se¢ colecaron en jaulas
metabélicas para recolectar la orina de 24 horas y se
sacrificaron 7 y 22 dias después de la inyeccién del ANP. En
estos dias se obtuvieron sangre y los mismos tejidos del estudio

secuencial.

3. DETERMINACION DE LA LIPOPEROXIDACION POR LA CUANTIFICACION DE
LAS SUSTANCIAS QUE REACCIONAN CON EL ATB

Se empleé el método de Ohkawa et al. (38) para medir las
sustancias que reaccionan con el ATB. Esta cuantificacién
constituye un indice de l. peroxidacién de lipidos. Los tejidos
se lavaron con solucién salina al 0.9% y se homogenizaron en un
politrén (Brinkman, Westbury, N.Y., EUA) durante 40 sequndos en 9
ml de una solucién de KC1 al 1.15%. El homogenade se filtré a
través de una capa de gasas. Posteriormente se incubaron 0.1 ml
del sobrenadante a 95°C durante 60 ninutos con una mezela de
reaccién de la siguiente composicién: 0.2 ml de D$S 8.1%, 1.5 ml
de &cido acético al 20% pH 3.5, 1.5 ml de ATB 0.8% y 0.7 ml de
agua destilada. Después de la incubacién, los tubos se enfriaron
Yy a cada uno se les agregd 1 ml de agua destilada y 5 ml de una
mezcla de n-butancl:piridina (15:1, vol/vol}. La mezcla se agité
vigorosamznte y se centrifugé durante 15 minutos a 2000 x g. La
absorbencia de la capa orgénica (superior) se determind

espectrofotométricamente a 532 nm. El nivel de la
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lipoperoxidacién se expres6 en nmoles de MDA (coef. de absorcidn
molar del complejo formado es de 14.9 x 107) por mg de proteina
(77).
4. DETERMINACJON DE LA ACTIVIDAD DE LA GPx

Se empleé el método descrito por Lawrence y Burk (78). Los
6rganos se extrajeron y se lavaron con cloruro de sodio 1.14 M y
se homogenirzaron con 5 ml de sacarosa 0.25 M. Los homogenados se
centrifugaron a 105,000 x g durante 1 hora a 4°C. El sobrenadante
se diluy6 1:10 y 0.1 m} de esta dilucién se mezclaron con 0.8 ml
de la siguiente solucién: fosfato de potasio 50 mM (pH 7.0), EDTA
1 mM, azida de sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, 1 unidad de glutatién
reductasa/ml y glutatién reducido 1 mM. Se preparé un blanco con
la mezcla de reaccién con agua destilada en el lugar del
sobrenadante. Después de 5 minutos de incubacién de la muestra
con el buffer a temperatura ambiente, se agregaron 0.1 ml de H,0,
0.25 mM a cada muestra, e inmediatamente se leyd la absorbencia a
340 nm cada minuto durante 5 minutes y la actividad de la GPx se
determiné promediando las lecturas obtenidas de cada muestra y
dividiéndo éste promedio con el coeficiente de absorcién
milimolar del NADPH a 340 nm (6.22), posteriormente se dividijeron
entre los mg de proteina. Todas las determinaciones se hicieron
por duplicado. Los rasultados finales estdn expresados en
nicromoles de NADPH/min/mg de proteina.
5. DETERMINACION DE VITAMINA E EN PLASMA

Se empleé el método de Emerie-Engel, modificado por Tsen (79)

para la determinacién de tocoferol en plasma. A 0.6 mL de plasma
se les agregaron 0.6 mL de etanol absoluto para ﬁrecipitar

proteinas. Un total de 1.2 mL de n-heptano se agregaron al



extracto de tocoferol, la mezcla se agité y después se centrifugé
a 1000 x g durante 5 min. A 0.5 mL de la capa superior se les
agregaron 0.1 ml de batofenantrolina 6.0 mM y 0.2 mL de etanol
absoluto. Se protegieron de la luz con papel aluminio y se les
adicionaron 0.1 mL de cloruro férrico 1.0 mM y 20 segundos mas
tarde 0.1 mL de &cido ortofosférico 0.04 M. La absorbencia se
determiné a 534 nm. Se prepard una curva estindar con alfa-
tocoferol (Fig. G). Todas las muestras se determinaron por
duplicado. El etanol absoluto se usé como solvente en la
preparacién de ta batofenantrolina, cloruro férrico, A4cido
ortofosférico y alfa-tocoferol y todos se prepararon el mismo dia

que se usaron. Los resultados se expresan en mg/dl.

6. DETERMINACION DE PROTEINAS

Las proteinas se midieron con el método de Lowry et al. (80),
para lo cual se prepararon las siguientes soluciones:
Solucién A. cCarbonato de sodic al 2%, hidréxido de sodioc al 0.4%
y tartrato de sodio y potasio al 0.02%.
Solucién B. Sulfato de cchre al 0.5%.
Solucién C. Es una mezcla de 50 mL de solucién A + 1 nL de
solucién B (se prepara al momento de usarse).
Solucién D. Reactivo de Folin & cCiocalteu 1 N. Se prepard a
partir de una solucién concentrada 2 N.
Soiucién E. Alblmina sérica bovina (ASB) 0.5 mg/mL. Se preparé
una curva patrén con esta solucidn de 5 hasta 50 ug (Fig. H).

La solucién de ASB o la muestra se colocaron en un volumen
final de 0.2 mL. A todos los tubos se les agregé 1 mL de solucién

C, se agitaron y se dejaron reposar 10 min. Después se les agregd
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0.1 mL de solucién D, mientras se estaban agitando vigorosamente.
Después de 30 min se leyé la densidad 6ptica (D.O.) a 660 nm.
Antes de cuantificar las proteinas urinarias, estas se

precipitaron y se lavaron con dcido tricloroacético (ATA) al 10%,

mezclando 0.1 mL de orina y 1.9 mL de ATA, se centrifugé a 2500

rpm durante 15 minutos, se decantdé y el precipitado se

resuspendié en 2 mL de NaOH 0.1 M.

A los sueros se les hizo una dilucidn 1:400, Yy se tomaron 0.2
mlL de esta dilucién para cuantificar proteinas. A los tejidos (ya
homogenizados y centrifugados) se les hizo una dilucién previa:
para higado 1:1000 y para los tejidos restantes 1:100, y después
se tomaron 0.2 mL para medir proteinas. Los resultados en orina
se expresan en mg/24 horas, en suero mg/dL y en los tejidos

ng/mwL.

2. DETERMINACION DE UREA Y CREATININA

La urea y la creatinina se midieron por medio del método de la
ureasa y del picrato alcalino con un autoanalizador (Analizador
de creatinina 2 y Analizador BUN 2 de Beckman Instruments Co.

Fullerton, CA, EUA).

8. ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA

Sclamente se hicieron electroforesis a las muestras de orina
del estudio con diferentes dietas de VE y Se, con el fin de
determinar si habia un cambio en el tipo de proteinas excretadas
durante el SN (dias 7 y 22) debido a las dietas.
8a, PRINCIPIO

Los geles de acrilamida se forman por la polimerizacién de la
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acrilamida y bis-acrilamida. La reaccién de polimerizacién se
inicia por la adicién de vinilo y un radical libre generado por
el sistema, y el TEMED que actda como acarreador de electrones
para activar el monémero de la acrilamida. La elongacién del
polimero se da por la uni6n del wonémero activado, estos se
juntan al azar por la bis-acrilamida formando una cadena cerrada
Y un complejo "WEB" del pelimero con una porosidad caracteristica
que depende de las condiciones de polimerizacién y de las
concentraciones de acrilamida, temperatura y pH (81).
8b. SOLUCIONES Y PROCEDIMIENTO
i)Soluciones stock:
1) Solucién del mondmero (30% T, 27% bis)
Acrilamida......c. . 00000 58,4 g
Bis-acrilamida............ 1.6 g
Aforar a 200 nL con agua destilada y se almacena a 4°C en la
cscuridad.
2) Solucién amortiguadora del gel de corrimiento 4X "running gel"
(1.5 M Tris-HCl, pH 8.8)
Tris=HCl...eevierenuaeenss 36,3 g
Se ajusta el pH a 8.8 con HCl y se afora con 200 mL de agua
destilada.
3

Solucién amortiguadora del gel concentrador 4X "stacking gel
buffer® (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8)

Tris~HCl...evviiveveansnees 3 g

Agua destilada.......‘.j.. aforar a 50 mL

se almacena a 4%.

4) solucién de SDS al 10%
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5) Solucién iniciadora (persulfato de amonio al 10%)
Persulfato de amonio...... 0.5 g
Aforar con agua destilada a 5 mL

6

"Running gel overlay"

(0.375 M Tris~HCl, pH 8.8, 0.1% SDS)
Tris-HCl..v.vseevseseonsns 25 mL SOL. F 2
BDS.verresanssssecsssesers 1 mL 801, £ 4

Agua destilada............ para 100 mL

7

3olucién amortiguadora de tratamiento 2X

{(0.125 M tris-Hcl, pH 6.8; 4% SDS, glicerol al 20% y 2-
mercaptoetanol al 10%)

Tris=HCl......v00eeeenevne. 2.5 mL sodl. # 3
SDS.vecieecertaennsvasenss 4 mL sol. # 4
Glicerol.......cecvenevunes 2 mL

2~Mercaptoetanol.......... 1 mL

Azul de Bromofenol........ 0.015 mg

Agua destilada............ aforar a 10 mL

pividir en alfcuotas de 1 mL y refrigerar a -209C, en la
obscuridad.

8) Solucién amortiguadora "TANK"

(0.025 M Tris-Hcl, pH 8.3, glicina 0.192 M, SDS al 0.1%)
Tris=HCliveeierevennareee, 12 g

Glicina.......iecvevvvene. 57.6 g

SDS.cieereeniaeseesannrsa. 40 ML 8O, # 4

Agua destilada............ aforar a 4 litros

No es necesario checar el pH de esta solucidén, el buffer de la

camara baja puede usarse de 4-5 corridas y el de la cémara
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alta se descarta después de cada corrida.

9) Tinciébn con azul de Coomasie

~—

(azul de Coomasie al =.025%, metanol 40% y &cido acético al

7%)
Azul de Coomasie.......... 0.5 g
Metanol....ccoevevvsersoe. 80O mL

Agitar y agregar:

Acido acético............. 140 mL

Agua destilada............ aforar a 2 litros
9.1) Solucién para destefiir

Metanpl al 10%

Acido acético al 7%

Preparar 4 litros con agua destilada.
9.2) Agua saturada con butanol

n~butanol....oceevensseee. 50 ML

Agua destilada............ 5 mL
10) Tincién con plata

En el caso de que se realize la tincién con plata, al terminar
de correr los geles, estos se colocan en una solucién fijadora
que contiene alcohol metilico al 40% y &4cido acético al 10%.
ii) Procedimiento para la preparacién de los geles:
1) Ensamble el gel de placas verticales usando espaciadores de
1.5 mm.
2) En nn frasco vacfo de 125 mL se prepararon 60 mL de la mezcla
del gel de separacién (Tabla A), sin mezclar el persulfato de
amonio y el TEMED.
3) Se taps el frasco y se agité.

4) Se afiadié el TEMED y el persulfato de amonio, y se agitd con
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cuidado para evitar la formacién de burbujas.

5) Sa agregdé la mezcla a los vidrios empalmados para hacer el
gel a un nivel cercanc a los 3 cm del tope.

6) Se colocéd agua destilada con una jeringa.

7) Se lavd la superficie de los geles con agua destilada.

8) Se afiadié cerca de 1 mL la solucién de cubrimiento de gel

“running gel overlay".

9) Se dejdé polimerizar aproximadamente 1 h

ii) Preparacién del gel concentrador:

11) En un frasco de 50 mL, mezclaron 20 nL del gel concentrador
(Tabla A) y se agité.

12) Se afiadi6 persulfato de amonio y TEMED y se agité.

13) Se agregé de 1-2 mL de esta solucién a los vidrios para el
gel con el peine insertado para formar los carriles de
corrimiente y se dejé polimerizar.

14) Se quité el peine cuidando qgue no se formen burbujas.

15) Se combinaron partes iguales de las proteinas de las muestras

con la solucién # 2.

TABLA A

GEL DE SEPARACION AL 7.5% GEL CONCENTRADOR
Acrilamida 3.75 mL 0.665 mL
sol. (2) 3.75 mbL 1.25 nL
DSS 150 pl 50 pl
Agua destilada 7.25 mbL 3.05 mL
Persulfato
de
amonio 75 pl 25 pl
TEMED 5 ul 2.5 pl



16) Se colocé la muestra en agua hirviendo durante 2 min.

17} Posteriormente, se enfriaron las muestras en hielo.

18) Se colocd 0.1 mL de las muestras (todas deben tener la misma
cantidad de proteinas) de una en una en un carril, y acabar de
llenar los carriles con solucién amortiguadora "TANK".

19) Se llenaron las cAmaras alta y baja con la sol. # 8.

20) Finalmente se conecté la fuente de poder y se ajusté a
corriente constante (30 mA/1.5 mm).

Después de corridos los geles se ponen en la solucién de
tincién a 37°c durante una hora, después se colocan en una
solucién de 4cido acético al 7% y metanol al 30% durante 12 h.

Por filtimo se lee su densitometria y se calculan los pesos

moleculares considerando el Rf,

2. ESTUDJOS HISTOLOGICOS

Fragmentos de tejido renal constituido por corteza y médula se
fijaron con una solucién de formaldehido al 10% en amortiguador
de fosfatos y se incluyeron en parafina. Cortes de 4 a 5 micras
de espesor se tifieron con hematoxilina y eosina para realizar
estudios de microscopia de luz.

Para realizar el andlisis ultraestructural, se obtuvieron
pequefios fragmentos cdbicos de corteza renal gue se fijaron con
glutaraldehido al 4% en amortiguador de cacodilatos 0.01 M a
temperatura ambiente durante 4 h, posteriormente se postfijaron
con tetrabxido de osmic al 2%, se deshidrataron en soluciones con

concentraciones crecientes de alcohol y finalmente se incluyeron

resinas Enon, Se ohtuyieran oiri-<—sowe® 205 y finos,

contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo, con un
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ultramicrotomo Sorval MT-6000. El1 estudio ultraestructural se

realizé con un microscopioc electrénico Zeiss M-10.

10. ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados est&n expresados como el promedio % desviacién
estédndar. Todos los resultados (secuencial y con diferentes
dietas) se sometieron a una prueba de Barttlet, con el fin de
conocer si estos datos se distribuifan normalmente, es decir, si
existia o no una homogeneidad de varianzas. Esto significa que
cuandoe la prueba daba una P > 0.05, los datos se consideraban
dentro de una distribucién normal; por otro lado, si daba una P <
0.05, significaba que los datos no tenian una distribucién
normal, y por lo tanto tenfan que tratarse de otra manera
(82,83).
10a. TRATAMIENTO ESTADISTICO PARA LOS DXTOS DEL ESTUDIO

SECUENCIAL

a) Datos normales:

Los grupos normal y nefr6tico, se compararon dia por dia, por
medio de una prueba paramétrica llamada "t" no pareada. Una P <
0.05 se consider6 significativa.

b) pDatos nu normales:

Los grupos normal y nefrético, también fueron comparados difa
por dia, pero con una prueba no paramétrica, equivalente a la "t"
no pareada llamada prueba de "U de Mann Whitney". Un limite de

confianza mayor al 95% sc considerd significative.
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10b. TRATAMIENTO ESTADISTICO PARA LOS DATOS DEL ESTUDIO CON

DIFERENTES DIETAS DE ANTIOXIDANTES (VE Y Sel:

a) Datos normales:

Se realizaron andlisis de una via (ANDEVA), con el propdsitao
de investigar si habia grupos diferentes del control. Debido a
gue el ANDEVA solo indica si existe o no diferencia significativa
entre los grupos, pero no sefiala a los grupos diferentes al grupo
control, es necesario realizar otro an&lisis de comparacién
paramétrica llamado "método de Bonferroni' (83), el cual se basa
en el uso de valores de "t" modiflcados; mediante estos valores
se puede determinar qué grupo experimental difiere del grupo
control. Una P < 0.05 se considerd significativa.

b) Datos no normales:

Se realizaron ANDEVAs no paramétricos, mediante la prueba de
“Kruskall-Wallis", y posteriormente se realizé una comparacién
mGltiple no paramétrica con prueba de Dunn.

Todos los ANDEVAs se realizaron de la siguiente manera:

1) ANDEVAs entre diferentes dietas por dfa, por ejemplo, se
comparé la dieta normal del dia 0 (control) contra la dieta
deficiente del mismo dfa, y posteriormente dieta normal del dia O
(control) contra la dieta en exceso del mismo dfa. Las
diferencias estén representadas en las gr&ficas con asteriscos.

2) ANDEVAs entre la migma dieta por dfa, por ejemplo, dieta en
exceso del dia 0 (control) contra la dieta en exceso del dfa 7
(nefrético), y después, dieta en exceso del dia O (control)
contra dieta en exceso del dla-zz (nefrético). Las diferencias se
representan en las graficas con lektrac. .
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3) Los datos obtenidos para el perfil de proteinas urinarias
expresadas en mg de proteinas totales/ mg de creatinina total,

se procesaron mediante un ANDEVA de comparaciones mdGltiples.
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VI. RESBULTADOS

I. ESTUDIO SECUENCIAL

Para evaluar la partic¢ipacién de los radicales libres de
oxigeno en ratas con SN inducido con ANP se determiné
secuencialmente el peso de las ratas, el volumen de orina
excretado en 24 h, las proteinas totales en suero, la
proteinuria, la urea y la creatinina séricas, asi como 1la
cantidad de VE en suero. Una vez comprobada la presencia de SN en
las ratas experimentales se procedié a medir secuencialmente la
LPx mediante la presencia del MDA y la actividad de la enzima GPx
en rifisn, higado, corazén, pulmén cerebro y testiculo los dias 1
al 6, 8, 10, 16 y 22 después de la inyeccién con ANP.

Los resultados para corroborar la presencia de SN en las ratas
tratadas con ANP demostraron lo siguiente:

a) las ratas con SN inducido con ANP mostraron una ligera pero
significativa disminucién en el peso corporal (dias 6-16), sin
embargo para el final del estudio alcanzaron un peso similar a
las controles, gque duplicaron su peso al final del estudio (Fig.
1).

b) EL volumen urinario aumenté los dias 8-10 y regresé a
valores control el dia 12 (Fig. 2).

c) Las proteinas totales séricas disminuyeron en el grupo
nefrético los dias 4-16 y regresaron a valores control el dia 22
(Fig. 3).

d) La proteinuria se eviQenciO en las ratas nefrdticas los dias
3 al 16, siendo el pico mayor .de proteinas excretadas los dias 5
y 6, mientras que las ratas control se mantuvieron en valores

cercanos a 0 (Fig. 4).
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e) El grupo nefré&tico presenté un aumento en la urea sérica los
dias 3 a 16 (Fig. 5), en donde se puede observar que el pico
maximo fué en el difa 6, para posteriormente regresar a valores
control el dia 22.

f) La creatinina en suero solamente se elevé un dia en el grupo
nefrético (dia 6) (Fig. 6).

g) Los niveles de vitamina E en suero aumentaron en el grupo
nefrético los dias 6 a 22 (Fig. 7), mientras que las ratas
control se mantuvieron alrededor de 0.4 mg/dL durante todo el

estudio.
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FIG. 7 VITAMINA E EN SUERO
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Ia. LIPOPEROX;DI\CION ¥ ACTIVIDAD DE GPx EN TEJIDOS:

Para demostrar la prasepcia de radicales libres en las ratas
nefréticas se midieron los niveles de MDA (LPx) y la actividad de
la GPXx y se encontro6 que:

En todos los tejidos estudiados, la LPx se presentd antes de
la proteinuria, lo cual sugiere que el estrés oxidativo se induce
desde el primer dia de la aplicacién del ANP.

La LPx se mantuvo alta en el rifién desde el dia 1 hasta el dia
10 (Fig.8), siendo el pico méximo de LPx renal el dia 2 (7
veces), mientras que la actividad de GPx renal sc elevo solamente
en el dfa 3 (2.2 veces) (Fig. 9).

La LPx en higado aumenté los dias 1, 2, 5 y 6 (Fig. 10),
curiosamente €l pico maximo fué también el dia 2 (4.7 veces
come el rifibn (Fig. 8), sin embarge, este tejido se recuperd
nuevamente los dias 3 y 4, y posteriormente a partir del dfa 8
hasta el 22.

La actividad de la GPx hepatica aumenté los dfas 1-8, sin
embargo solo alcanz6 significancia estadistica el difa 3 (1.3
veces) (Fig. 11), nétese que fué el mismo dfa que se elevé en

rifién (Fig. 9).
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FIG. 10 LPx EN HIGADO
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En corazén la LPx aumentdé los dfas 3 (5.4 veces) y 4 (2.4
veces), y disminuyd ligera pero significativamente los dias 2, 5
y 16 (Fig. 12}; la actividad de la GPx aumenté6 los dias 3, 5§, y
8, y disminuyé ligeramente el dia 4 (Fig. 13). El pico m&ximo fué
el dia 5 (3.4 veces).

En pulmén, la LPx aumenté los dias 1 al 5 y el dfa 10 (Fig.
14) siendo el pico maximo el dfa 3 (7.6 veces). La actividad de
la GPx aument6 los dias 5 y 6 (Fig. 15), siendo el pico miximo el
dia 5 (1.7 veces), lo cual puede explicar la disminucién de 1la
LPx los dias 6 y 8. Como puede apreciarse en la figura 15 hubo
una ligera disminucién el dia 8, aunque no significativa, lo cual
puede explicar también el aumento en la LPx el dia 10.

La LPx cerebral aumentd en los dias 2 y 4~6. E” pico mdximo de
LPx cerebral fué en el dfa 4 (2.5 veces) a partir del cual
disminuyé hasta que regresé a valores control a partir del dia 8
(Fig. 16). La actividad de la GPx se mantuveo baja los dias 4-16 y
solo alcanzd significancia estadistica los dias 5 y 8 (Fig. 17).

En testiculo, la LPx aumenté los dias 1, 3, 5 y 10, (Fig. 18),
siendo el pico m&ximo de LPx el dia 10 (4.1 veces); la actividad
de la GPx aumenté solamente los dias 3, 4 y 5 (Fig. 19) siendo el

pico de mixima actividad el dfa 3 (2.6 veces).
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Fig. 14 LPx EN PULMON
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Fig. 16 LPx EN CEREBRO
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Fig. 18 LPx EN TESTICULO
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II. EFECTO DE LAS DIETAS NORMAL, ALTA Y BAJA DE Se Y VITAMINA E:
Para cumplir con el segundo objetivo de evaluar el efecto de
la ingestién de diferentes cantidades de antioxidantes (VE y Se)
en la dieta, se midieron las mismas variables en los mismos
tejidos del estudio anterior (secuencial), en las ratas con las
tres dietas con diferente cantidad de VE y Se, evaluindose asf
las 4 semanas con dieta sin inducci6én de SN (grupo control), Y
posteriormente los dias 7 y 22 después de la inyecci6n del ANP

(grupo nefrético).

IIa. DATOS ENCONTRADOS EN LAS RATAS ALIMENTADAS DURANTE 4 SEMANAS
CON LAS DIFERENTES DIETAS DE VE Y Se SIN SN (CONTROL)

En el grupo control, las tres dietas experimentales no
tuvieron efecto sobre el peso corporal, la urea, la creatinina y
proteinas séricas, la proteinuria, ademas de que consumieron la
misma cantidad de alimento {Tabla I). Las dietas bajas y altas en
VE y Se no indujeron ninguna alteracién histopatolégica en los
glomérulos renales cuando estos se analizaron por microscopia de
luz (datos no presentados) y por microscopfa electrénica (Fig.
20). Por el contrario, si hubo diferencias significativas cuando
se analizaron la LPx en rifién, higado, corazén, pulmén, cerebro y
testiculo (Tabla II). Como era de esperarse la LPx aumenté (de
1.3 veces en testiculo a 8.87 veces en corazén) en los tejidos de
las ratas alimentadas con dieta deficiente y disminuyé (de 0.06

veces en pulmén a 0.51 veces en rifidn) con la dieta alta.
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TABLA |

Datos de las ratas control después de 4 semanas
con diferentes dietas.

{4

NORMAL DEFICIENTE EXCESO
PESO 0 94.9 + 17. 10 4
componaL 1027 £19.7 4.9 +17.2 3.9 +249
(q)
CONS. ALIM.
! 8.76 + 0.66 8.86 + 0.89 8.64 + 0.71
(g/dia)
UREA 8.20 + 1.48 .40 + 2.67 6.33 + 2.74
(mg/dL)
CREATININA
(ma/dL) 0.49 + 0.12 0.45 + 0.10 0.51 + 0.11
PROTEINURIA
(mg/24 h) 1092073 1182 :0.85 1969 + 0.64
PROTEINAS
SERICAS  gg554 s 112 85.67 + 652 B84.80 + 6.59
(mg/dL)

n = 7-15 ratas por grupo.

NS

NS

NS

NS

NS

NS




Fig. 20 Capilar glomerular de una rata control después de las
cuatro semanas de la dieta normal. La estructura subcelular es
normal. X 8,000.
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Datos de lipoperoxidacién en tejidos de ratas control

TABLA |l

después de 4 semanas con diferentes dietas.
{nmo! MDA/mg de prot.)

NORMAL
RIRON 0.141 ¢ 0.045
HIGADO 0.109 £ 0.013

CORAZON 0.00577 +« 0.00005

PULMON 0.0154 = 0.0023

CEREBRO  0.00678 : 0.0008

TESTICULO 0.0116 = 0.0012

n = 7-15 ratas por grupo.

DEFICIENTE

0.220 + 0.058
{1.58)

.
0.148 3 6.011
(ran

0.05188 « 0.007
ta.97)

.
0.04288 » 0.071
t2.78)

0.02 = 0.0046
12.95)

0.0154 = 0.0047
{1.32)

EXCESO

0.072 = 0.0068
{o.51)
0.061 ¢+ 0.022
10.58}

0.00109 + 0,0004
{0.19)

0.00088 + 0.00014

to.06)

0.00044 + 0.00005

to.11)

0.0013 » 0.0004
{0.11}

- o8

«rg.02
»+ 0,008

- 0.001

- 001
=1 0.001

<+ 0.00¢

-« e.001

Entre paréntesis as colocs ei coclents deticienta/normal y

1, respect|



Por el contrario, la actividad de la GPx en tejidos (Tabla
I1I), disminuyd con la dieta deficiente (de 0.20 veces en
corazén a 0.79 veces en cerebro) y aumenté con la dieta alta (de
1.15 en testiculo a 2.43 veces en pulmén). Estos datos confirman
claramente el tipo de alimentacién que estaban recibiendo.

Los niveles de VE en suero también fueron diferentes de acuerdo
a la ingesta de antioxidantes (Tabla IV). Las ratas control con
dieta baja mostraron niveles bajos de VE sérica, y las ratas con
dieta alta mostraron niveles elevados de VE en suero.

Todos astos datos indican que las ratas con dieta deficiente
tienen un estado prooxidante y las ratas con dicta en exceso

tienen un estado de oxidacién basal menor.
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RIRON

HIGADO

CORAZON

PULMON

CEREBRO

TESTICULO

TABLA 1l

después de 4 semanas con diferentes dietas.
(umol NADPH/min/mg de prot.)

NORMAL

136.42 « 27,23
130.63 + 32.24
50.46 + 15.83
61.82 « 20.88
6.77 » 1.07

23.83 2 7.83

n = 7-15 ratas por grupo

DEFICIENTE

50.132 + 5.813
{0.37)
50.13 2 8.56
{v.28)
10.21 ¢ 4.76
{0.20)
48.05 ¢ 6.70
(0.74)
5,37 + 1.47
(0.79)

17.87 & 2.31
{0.74)

3

EXCESO

.
250.47 + 36.73

{1.86}
298B.51 + 113.40
(2.28)
76.86 ¢ 33.23

1.56) .
150.24 « 28.68
(2 43}
11.97 = 2.61
(177}
27.41 = 7.82
(1.15)

Datos de la actividad de GPx en tejidos de ratas control

~+ 0.001
*+0.085
-+ 0.02
+ «0.001

. 0.001

NS

Entre paréntesis se coloca el cociante daficiente/normal y

exceso/normal, respectivamenta.
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TABLA IV

Cantidad de VE en las ratas control después de 4 semanas
con diferentes dietas.

(mg/dL)
NORMAL DEFICIENTE EXCESO P
VE  0.475 £ 0.003 ND 264+ 0.01 - o00

{5.34)

n = 5-10 ratas por grupo. ND= No detectable.




IIb. EFECTO DEL ANP SOBRE LA FUNCION Y LA ESTRUCTURA RENAL EN LAS

RATAS ALIMENTADAS CON LAS 3 DIETAS DE VE Y Se (DIAS 7 y 22).

Cuando en estas ratas se indujo el SN por la inyecci6n del ANP
desarrollaron proteinuria (Fig. 21) e hipoproteinemia (Fig. 22)
en el dfa 7. En éste dia el grupo tratado con ANP tuvo
diferencias significativas con las diferentes dietas. Las ratas
con dieta deficiente tuvieron mayor proteinuria e hipoproteinemia
que las ratas con dieta normal. Las ratas con dieta alta
tuvieron menor proteinuria e igual concentracién de proteinas
totales que el grupo con dieta normal. Al analizar el perfil de
proteinas urinarias (Fig. 23), las ratas deficientes y normales
tuvieron niveles mis altos de proteinas excretadas que las ratas
alimentadas con una dieta en exceso de VE y Se. A pesar de gue la
cantidad de proteinas totales fué diferente entre los grupos, el
anéalisis electroferético (Fig. 24) y los densitométricos (Fig.
25) revelaron que no hubo diferencias en el tipo de Lroteinas
excretadas.

El aumento en la urea (Fig. 26) en suero fué mayor en las
ratas nefréticas alimentadas con dieta deficiente en el dia 7.
Ademds, la creatinina (Fig. 27) en sueroc también aumenté en las

ratas con SN del dfa 7 alimentadas con dieta deficiente.

57



Fig. 21 PROTEINAS EN ORINA
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Fig. 23 PROTEINAS EN ORINA
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Fig. 24 Electroforesis en gel de acrilamida de diferentes
nuestras de orina de los grupos normal (N), deficiente (-) y en
exceso (+) de los dias control (@), 7 (D7) y 22 (D22).
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Fig. 25 Andlisis densitométrico de la fig. 40, grupo control: a)
normal, b) exceso, c) deficlente; grupos con SN d) dia 7 normal,
e) dia 7 exceso, f) dia 7 deficiente, g) dia 22 normal, h) dia 22
exceso, i) dia 22 deficiente.
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Fig. 26 UREA EN SUERO
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Estas alteraciones funcionales est&n apoyadas por los
hallazgos histolégicos renales en estas ratas. Los glomérulos
renales de las ratas con SN (dia 7) con las tres dietas mostraron
diferencias; las ratas con dieta deficiente mostraron pérdida
completa de los procesos pedicelares de las células del epitelio
visceral (fusién pedicelar), gotas lipidicas y transformacién
microquistica y microvellosa de los podocitos (Fig. 28). En las
ratas alimentadas con dieta normal se observé fusién universal de
los procesos pedicelares y transformacién microvellosa del
epitelio visceral (Fig. 29). En el grupo experimental tratado con
dieta alta en VE y Se se observaron menos alteraciones ya que
s0lo se observéd fusibn parcial de pedicelos sin vacuolacién en el
citoplasma de poéocitos {Fig. 30).

En cambio los niveles de VE fueron significativamente mnas
elevados en las ratas con dieta en exceso que los otros 2 #jrupos

de ratas con dietas normal y deficiente (Fig. 31).
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Fig. 28 capilar glomerular de una rata alimentada con dieta
deficiente en VE y Se y sacrificada 7 dias  después de la
adminiotracién de ANP. Se observa fusién total de pedicelos y
gotas de 1lipidos en el citoplasma de un1 célula del epitelio
visceral. X 4,000.
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Fig. 29 capilar glomerular de una rata alimentada con dieta
normal en VE y Se durante 4 semanas, inyectada con ANP y
sacrificada 7 dfas después. Existe fusién de pedicelos y
transformacién microvellosa del epitelio visceral. X 10,000.
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Fig. 130 Aspecto ultraestructural de un capilar glomerular de una
rata nefrética alimentada con una dieta en exceso de VE y Se y
sacrificada 7 dias después de la administracién de ANP. Se
observa fusién de pedicelos con leve transformacién microvellosa
de las células epiteliales viscerales. X 8,000.
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FIG. 31 VITAMINA E EN SUERO
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El ANP indujo un aumento en la LPx renal significativamente
mayor en el grupo con dieta deficiente el dia 7 (3.6 veces). En
el grupo con dieta normal también aumenté la LPx en los dfas 7 (3
veqes) Y 22 (1.9 veces), pero este aumento fué menor gque el grupo
con dieta deficiente. El grupo con dieta en exceso mantuvo los
valores control durante el SN (Fig. 32).

El ANP indujo un aumento de la GPx renal en las ratas con
dieta deficiente en el dia 7 (1.65 veces) y en las ratas con
dieta normal los dfas 7 (2.16 veces) y 22 (2.38 veces). El ligero
aumento de la GPx en las ratas con dieta en exceso los dias 7 y
22 rio fueron diferentes del control (Fig. 33).

El ANP no indujo aumento en la LPx hepdtica en ninguno de los
3 grupos. Sin embargo, esta disminuyd en los grupos con dieta
normal y deficiente el dia 22 (Fig. 34).

La actividad de la GPx hepadtica fué siempre mayor en el grupo
en exceso y se mantuvo constantemente baja en el grupo
deficiente, el grupo normal no tuvo cambios durante todo el

estudio (Fig. 35).

68



Fig. 32 LPx EN RINON
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Fig. 34 LPx EN HIGALO
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La LPx en corazén fué mayor en el grupc deficiente (Fig. 36).

En el grupo en exceso 19 LPx en corazén aumentd solamente el
dia 7 (4 veces), mientras que los grupos normal y deficiente no
mostraron cambios.

Lta actividad de la GPx en corazdm aumenté en el grupo
deficiente el dia 7 (5.4 veces), sin embargo a pesar de este
aumento, fué el grupo con mener actividad de GPx (Fig. 237),
mientras que el grupo con exceso de antioxidantes tuvo la mayor
actividad de la GPx durante SN, siendo significativamente mayores
que el control los dfas 7 (1.5 veces) y 22 (1.5 veces). El grupo
normal no present6 cambios.

Ia LPx en pulmén se elevd 2 veces en el dia 7 en los tres
grupos experimentales (Fig. 38). Los tres grupos regrcsaron a
valores control el dia 22.

La actividad de la GPx en pulmén se mantuvo baja en el grupo
deficiente en el dia 7, y disminuy6é significativamente el dia 22
{(0.32 veces); el grupo en exceso al principio mostré una elevada
actividad de la GPx (Fig. 39, control), y el dia 7 disminuyé
su actividad (Fig., 39 dfa 7) hasta llegar a los niveles del grupo
normal en ese mismo dia, sin embargo, aumentd significativamente
el dfa 22 (1.6 veces), siendo el grupo con mayor actividad

enzimitica para ése dia (Fig. 39, dfa 22).
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Fig. 36 LPx EN CORAZON
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Fig. 38 LPx EN PULMON
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La LPx en cerebro se elevé en el grupo deficiente antes de la
inyeccién del ANP (Fig. 40, control); después d= la inyeccién de
ANP, la LPx se elevé en los grupos deficiente (2.1 veces) y
normal (2.1 veces) en el dia 7 {(Fig. 40, dia 7), mientras que el
grupo con exceso se mantuvo en niveles muy bajos, durante todo el
estudio (Fig. 40).

Como se puede apreciar en la figura 41, la GPx cerebral
se mantuvo elevada en el grupo en exceso a lo largo del estudio;
en el dia 7 los tres grupos disminuyeron significativamente:
normal (0.55 veces), deficiente (0.59 veces) y exceso (0,39
veces). El dia 22 no fueron diferentes del control.

La LPx en testiculo en los grupos normal Yy en exceso Se
mantuvieron en niveles control en los dfas 7 y 22. La LPx en
testiculo fué més alta en los grupos con dieta normal vy
deficiente, y menor en el grupo en exceso (Fig. 42).

La actividad de la GPx en testiculo, no fué diferente entre
los tres grupos antes de inducir el SN con ANP (Fig. 43,
control), sin embarge leos valores de GPx disminuyeron en los
grupos normal (0.54 veces) y deficiente (0.42 veces) en el dia 7.

En el dia 22 no hubo diferencias significativas con respecto al

grupo control.
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Fig. 40 LPx EN CEREBRO
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Fig. 42 LPx EN TESTICULD
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VII. DIBCUBION
I. ESTUDIO SECUENCIAL

Los datos encontrados en este trabajo muestran que durante el
SN inducido con ANP, existen cambios en la LPx y en la actividad
de la GPx en los tejidos estudiados, asi como en los niveles de
VE en suero.

Se pudo observar que antes de la aparicién de la proteinuria
(dia 3}, todos los tejidos estudiados mostraron un aumento de la
LPx, lo cual sugiere que el estrés oxidative se inicia a partir
de la inyeccién del ANP (dia 1.

Cabe sefialar, que el tejido gue se mantuvo constantemente bajo
el estrés oxidative, fué el rifi%n (aumento de la LPX los dias 1~
10); éste hecho apoya la idea de que este drgano es el principal
blanco de la oxidacién.

El hecho de que la GPX renal aumentara en el dia 3, puede ser
consecuencia de que los niveles de LPx renal se elevaron el dia
2; sin embargo, aungue se esperaba que los niveles de GPx renal
se mantuvieran altos debido al constante estrés oxidativo en este
6rxganc, esto ne sucedid, lo cual puede deberse a que los niveles
de Se disminuyeran debido a la proteinuria. Otro hecho que apoya
esta idea es que los niveles de LPx hepatica aumentaron
principalmente en el dfa 2 lo gue indujo que la actividad de 1la
GPX se disparara en el dia 3, pero una vez mAs la actividad de la
GPx regres6 a valores normales en el dia 4, al igual que la
actividad de la GPx renal.

El aumento de la LPx en corazbébn en los dias 3 y 4,
probablemente se debe a una caida en la actividad de la GPx c¢n el

dia 4, lo cual también puede explicar la disminucién de 1la
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LPx del dia 5, ya que existe un aumento en la actividad de la GPxX
en ese mismo dia.

La LPx en pulmén se mantuvo constantemente alta de los dfas 1-
5, y posteriormente el dfa 10, estos cambios parecen deberse a
que los niveles de GPx no aumentaron sino hasta el dia 5 y 6
logrando asi una disminucién del estrés oxidativo los dias 6 y 8,
sin embargo la actividad de GPx cay6 a valores normales en el dia
8 hasta el final del estudio, y, al parecer el estrés oxidativo
no se eliminé totalmente ya que la LPx aumentd nuevamente el dia
10.

Es probable que los elevados valores de la LPx en cerebro se
puedan explicar debido a la baja actividad de la GPx en los dias
5y 8.

En el testiculo es posible que los altos niveles de LPX
induzcan el aumento de lof niveles de GPX, sin embargo,
nuevamentea decaen los niveles de la GPx a pesar de que los
niveles de LPx son altos.

Se sabe que existen numerosos factores que en un momento dado
pueden contribufr a un aumento ¢ a una disminucién de la LPx.
Estos pueden ser:

1) La regulacién diferencial de las enzimas antioxidantes en
respuesta al estrés oxidativo como se demostré en células
epiteliales del tracto respiratorio (84).

2) La distribucién tisular de las enzimas antioxidantes (85-88).
3) La cantidad de productos generados por la oxidacién, que
pueden activar o suprimir a 1los mecanismos enzim&ticos

antioxidantes (88).
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4) La relacién entre la expresién de las enzimas antioxidantes y
la edad del organismo (B89}.

5) El efecto de la restriccidén de los alimentos sobre la
expresién de las enzimas antioxidantes (90,91).

En base a los resultados de este trabajo, la variacién en el
comportamiento de la LPx y en la actividad de la GPx pueden
deberse a:

a) La regulacién diferencial de las enzimas antioxidantes que, a
pesar de gue solamente se midié la actividad de la GPx, se pudo
apreciar una actividad diferencial en cada tejido, esto es rifién
2> higado > pulmén > corazén > testiculo > cerebro, lo cual
concuerda con lon datos reportados por Behne y Wolters (92) en
donde muestran las mismas proporciones de actividad enzimatica en
condiciones normales.

b) La distribucién tisular de 1las enzimas antioxidantes. Por
ejemplo, se sabe que la actividad de la CAT es menor en el
cerebro que en otros tejidos, asi como una actividad moderada de
GPx Y SOD, lo cual hace a este 6rgano el mds susceptible al dafio
oxidativo (93).

c) La disposicién de elementos necesarios para que el sistema
antioxidante responda. Por ejemplo, la produccién de glutatién
reductasa (GR), glucosa-€-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH), MNADPH,
etc., para la enzima GPx ya que los niveles de estas enzimas o
elementos aumentan bajo estrés oxidativo (91); también 1la
distribucién de se como fuente primordial para la actividad de la
GPX, gue aunque no se conoce .con exactitud si durante el SN se
plerde este compuesto, es probable que asi sea por la gran

proteinuria que se presenta, ocasionando un descenso en la
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actividad de la GPx, asi como una disminucién en los elementos de
retroalimentacién de este mecanismo antioxidante enzimdtico.

d) La cantidad de VE presente tanto en tejidos como en sangre
antes y durante el estrés oxidativo.

e) Se sabe que durante el SN los eritrocitos presentan
anormalidades lipidicas gque pueden ocasionar una sensibilidad
anormal a la lipoperoxidacidén (94) debido a un aumento en la
viscosidad celular (95).

f) Otro punto importante es que los organismos mantienen seguros
a iones tales como Fe y Cu firmemente unidos en proteinas de
almacenaje para esos iones, o en proteinas de transporte

(96) .

Los iones de Fe unides a la transferrina no pueden estimular
la LPx o la formacién de radicales OH'. De igual manera pasa con
los iones de Cu, ya gue estdn unidos a proteinas que circulan en
el plasma tales como la ceruloplasmina o la albumina (97).

La importancia de la capacidad de secuestro de estos iones se
ha estudiado en pacientes que sufren de diabetes, dafio hepitico
y otros problemas, y se ha demostrado que esta capacidad es una
importante defensa antioxidante (97-100).

g) El efecto per ge del ANP que en estudios anteriores se ha
sugerido que produce radicales hidroxilo, superéxide y peréxido
de hidrégeno durante su degradacién (16-18).

Ademis, este trabajo apoya al menos la presencia de la especie
reactiva H,0,, ya que los niveles de actividad de GPx se elevan,
sugiriendo que esta especie puede desempefiar un papel nuy

importante en el dafio tisular inducido por el ANP (100).
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II. ESTUDIO CON DIFERENTES DIETAS DF, ANTIOXIDANTES:

Los datos presentados en el estudio con diferentes dietas de VE
y Se demuestran que la "deficiencis y el exceso de estos
antioxidantes en la dieta modifican sustancialmente la intensidad
del SN inducido por ANP en ratas. La dieta baja aumenté y la
dicta en exceso disminuy6é el dafio renal en estas ratas. Estos
resultados son posiblemente consecuencia de los cambios en el
estado basal de la oxidacién renal y por lo tanto la capacidad
antioxidante como se demuestra en los cambios de la actividad de
la GPx y de la lipoperoxidacién, como consecuencia de las
diferencias en la ingestién de VE en las dietas. A pesar de los
cambios en la actividad de la GPx y de la LPx renal en las ratas
sin ANP (ratas control) la histologfa renal, la proteinuria y las
proteinas en suero asi como la urea y la creatinina séricas, no
fueron diferentes. Estos datos indican que la funcién y la
estructura renal basal no se alteran con los diferentes
contanidos de VE y Se en la dieta, al menos durante las cuatro
semanas en due los animales recibieron estas dietas. Estos datos
concuerdan con los de Nath et al, (72} quienes no encontraron
alteraciones funcionales ni estructurales renales a las cuatro
semanas de dieta baja en VE y Se, sino que estas se presentaron
solo después de 9 semanas.

Las diferencias en la estructura y funcién renal se hicieron
evidentes sélo en las ratas nefréticas. Estos datos indican que
la inyeccién del ANP constituye un retc oxidante al tejido renal
probablemente debido al aumento en la produccién de radicales
libres de oxigeno como sugieren otros autores (16-22). De hecho,

la LPx tisular aumentd en las ratas nefréticas con dieta normal o
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deficiente, pero no en las ratas alimentadas en exceso. Nath y
Paller (71) encontraron recientemente que la insuficiencia renal
inducida por isquemia y reperfusién aumenta por la deficiencia de
VE y Se en la dieta. Este modelo de isquemia y reperfusién se
caracteriza por un reto oxidante al tejido renal.

El andlisis electroforético de las protelinas urinarias
demostrd que no hubo diferencias cualitativas pero si
cuantitativas lo gue sugiere gque tanto la VE como el Se
protegieron al cifién. Nagase, Kumagin y Honda (101},
reportaron que la proteinuria se puede suprimir con dipiridamol
en la nefrosis con ANP, ya que esta sustancia suprime 1la
excrecién de albGmina; de una manera diferente, pero andloga, la
VE y el Se al proteger al rifién, disminuyeron la cantidad de
proteinas excretadas, lo cual incrementé la  proteccién en los
tejidos de las ratas con dieta en exceso.

Se ha observado que el uso de antinefriticos tales como el TJ-
8014 disminuye la nefrosis inducida por el ANP (70) debido a que
esta medicina aumenta la actividad de enzimas atrapadoras de
radicales oxigénicos, lo cual deja sin lugar a dudas que durante
la metabolizacién del ANP se generan gran cantidad de radicales
libres.

Los hallazgos reportados en este trabajo enfatizan 1la
importancia de los constituyentes de la dieta en la respuesta al
ANP. Estudios antericres han demostrado que la disminucién de las
proteinas en la dieta (102,103) y el consumoc de aceite de pescado
(104,105) protegen, mientras que la dieta alta en colesterol

{106) aumenta el daho renal en la nefrosis experimental. Este
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estudic sefiala que otras wmodificaciones en la dieta, como 1la
cantidad de Se y VE, son en parte determinantes del deterioro
funcional y estructural de - la respuesta al ANP en ratas.

El hecho de gque a pesar de que la dieta alta en VE y Se
protegié a las ratas de la LPx tisular, pero no desaparecié
totalmente la proteinuria, puede deberse a que la VE suprime la
formacién de 4 HN aunqgue no tanto la formacién de MDA (107). Por
otra parte, el transporte de VE se altera ya que como es
transportado por las lipoproteinas y durante SN existe una
hiperlipoproteinemia, la VE se eleva en sangre y puede perderse
por orina lo que a su vez ocasiona una incorrecta distribucién en
los tejidos (108) aumentando de esta manera el riesgo del atague
por radicales libres a las células pobres en VE, de manera
parecida a las células sanguineas ({94,95). La presencia de VE
antes y durante el estrés oxidativo es muy importante, ya que de
ello dependc que el tejido sufra en mayor o menor grado un dafio
oxidativo. También la capacidad de retenci6tn por parte del tejido
es vital. Se ha observado que el contenido de VE aumenta en
diversos tejidos bajo una exposicién al ozono, lo cual puede
explicar en parte también el aumento de VE en suero en las ratas
con SN (109).

El hecho de que en la mayoria de los tejidos de las ratas
alimentadas con una dieta en exceso de antioxidantes hayan tenido
niveles bajos de LPx en la mayoria de los tejidos estudiados,
puede deberse a que:

1) La VE y el Se actuargn atrapando radicales formados por el
ANP. )

2) La VE y el Se indujeron que las ratas perdieran menos cantidad

83



de albGmina, por lo tanto, independientemente de la cantidad de
VE y de Se que ingirieron, al perder menos alb(mina y otras
protefnas transportadoras de sustanclas antioxidantes (cCu),
aumentaron la capacidad defensiva del organismo contra estos
radicales libres generados por el ANP (96).

Esto se hizo evidente, al analizar cortes de rifién al
microscopio electrénico de estas ratas, pues las ratas
alimentadas con una dieta en exceso de VE y Se, tuvieron mnenos
alteraciones estructurales que las ratas alimentadas con una
dieta normal o con dieta deficiente.

Todos estos hallazgos justifican la realizacidén de més
estudios con VE y Se mAs otros elementos antioxidantes que de
alguna manera logren atrapar y metabolizar ripidamente 1los
radicales generados por el ANP, sin alterar a gran escala el
metabolismo normal del organismo pero s1 de las defensgas
antioxidantes; por ejemplo la investigacién de los niveles de
ceruloplasmina en ratas con las tres dietas u otras protefnas
transportadoras de sustancias antioxidantes.

En resumen los hallazgos de este trakajo son compatibles con
la hipétesis de que los radicales libres de oxigeno estan
involucrados en la patogénesis del sindrome nefrédtico inducide

con aminonucleésido de puromicina.
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VIIX. CONCLUBIONES

1. El principal blanco del estrés oxidativo en SN experimental
inducido con ANP en ratas es el rifién, sin embargo otros tejidos
también muestran estrés oxldativo después de la inyeccidén del
ANP.

2, Los niveles de LPx y la actividad de la GPx aumentan en varios
tejidos, incluyendo el rifién, en este modelo experimental.

3. Los datos demuestran que la deficiencia de VE y Se en la dieta
aumenta el deterioro funcional y estructural observade en las
ratas con SN inducido por ANP con un incremento simulténeo en la
LPx renal.

4. Las ratas alimentadas con exceso de antioxidantes tienen
menores alteraciones funcionales y estructurales renales y no
presentan elevacién en la LPx.

5, Las manipulaciones en el contenido de antioxidantes tales como
VE y Se en la dieta limitan (dieta baja) o aumentan (dieta alta)
la capaciaad atrapadora de oxidantes del rifién .y hace al 6rgano
mis vulnerable o resistente al dafio por ANP.

6. Este trabajo apoya el papel de las especlies reactivas de
oxigeno en el SN inducido con ANP y justifica la investigacién de
dietas con diferente contenido de antioxidantes en otros modelos
experimentales de dafio renal, esto puede ser con vitamina A y C +

VE y Se.
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