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RESUMEN 

se ha propuesto que los radicales libres de oxigeno son 

mediadores de dafio en diversos modelos experimentales de 

enfermedades renales como el sindrome nefrótico (SN) inducido con 

aminonucle6sido de puromicina (ANP). En este trabajo se estudió 

el papel de los radicale~ libres de oxigeno mediante dos nuevos 

enfoques experimentales que permitieron evaluar su participación: 

l.) la determinación secuencial de los niveles de vitamina E (VE), 

actividad de glutatión peroxidasa (GPx) y lipopcroxidaci6n (LPx) 

en riñón, higado, corazón, pulmón, cerebro y testiculo de ratas 

con SN inducido con ANP los dias 1 a 6 1 B, 10, 16 y 22 y 2) el 

efecto de difeL·entes dictas (altas y bajas) en VE y selenio (Se), 

sobre estos mismos parámetros y la función renal, los d ias o 

(control), 7 y 22 (nefr6tico). 

Los resultados del estudio secu .. mcial mostraron que las ratas 

nefróticas disminuyeron su peso corporal l' las proteinas séricas, 

y aunentaron el volumen urinario, la urca, la creatinina y la VE 

séricas, la exc;.:eción urinaria de proteinas, la LPx en todos los 

tejidos estudiados y la actividad de la GPx. La LPx aumentó en 

todos los tejidos desde el dia 1 y/o 2, lo cual indica que el ANP 

tiene un efecto inmediato no solo sobre el riñón, sino sobre 

diferentes tejidos. En la segunda parte del trnbajo, en donde se 

mani~ularo11 üi.lerent.es dietas con VE y Se, se observó que en las 

ratas control (Ll1a. O), la~ tres dietas no tuvieron efecto sobre 

la mayoria de las variables estudiadas (peso corporal, consumo de 

alimento, urea, creatinina y proteínas totnles ~n suero, y 

protcf.nas totales en orina). Las dietas no indujeron ninguna 



alteración histopatológlca en los glomérulos rennles, cuando se 

analizaron por microscopia. de luz o electrónica 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 

observó el efecto opuesto. Después de la inducción del SH con 

ANP, las ratas con dieta baja tuvieron alteraclones más profundas 

en la función y ultraestructura renal que las ratas con dieta 

normal, mientras que en las ratas con dieta al ta estas 

alteraciones no se presentaron o fueron meno~ intensas. Las ratas 

alimentadas con dieta deficiente y normal excretaron mayor 

cantidad de proteínas por orina que las ratas alimentadas con una 

dieta en exceso, a pesar dA. que no hubo difr:rencius en u! tipo de 

proteínas en los tres grupos e! d1a 7. D"'!spués de la inyección 

del ANP las ratas alimentadas con dicta deficiente tuvieron un 

mayor aumento en la LPx renal que lao ratas con dieta normal, por 

el contrario, las ~atas alim2ntada~. con dicta alta no presentaron 

aumento en la LPx renal. Todos estos resultados son compatibles 

con la hipótesis de que en SN inducido con ANP existe un gran 

estrés oxidativo ocasionado por radicales libres de oxigeno, sin 

embargo otros factores no estudiados en este trabajo pueden estar 

involucrados en la f isiopatologla del SN inducido con ANP. 
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I. INTRODUCCION 

1. SINDROME NEFROTICO 

El síndrome nefrótico (SN) es una enfermedad que se caracteriza 

por el aumento en la filtración de proteinas plasmáticas por el 

riñón (proteinuria), hipoproteinemin, dis1ninución de la presión 

coloidosm6tica, edema, ascitiG, lipiduria, retención de sodio, 

hipercolesterolemia, hiperlipoproteinernia y alteración en la 

concentración de casi todas las proteinas plasmáticas ( 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 filtración de proteínas plasmáticas 2s Gecundaria a la 

alteración de la barrera de filtración glomerular que está 

compuesta de células endotelial~s, membrana basal glomcrular y 

células epiteliales, l~s cuales forman una barrera de carga y de 

tamaño. La barrera de carga está constituida por sialoprotelnas y 

heparán sulfato proteoglicanos (HSPG) que le confieren una carga 

neta negziti va. El sitio preciso de la b.:-orrera de tamaño no se 

conoce, pero es probable que sea la membrana basal glomerular 

(7). Las moléculas de un dití.metro molecular menor a 2 nm pasan 

libremente mientras que aquellas mayores a 6 nm no pasan (1,2). 

La hipoalbuminemia en el SN eo secundaria a un aumento en el 

catabolismo y a la pérdida de albúmina por orina, y esto provoca: 

a) Hiperlipidemia: Debido a una disminución en la presión 

oncótica, lo que a su vez, estimula la producción de 

lipoprotelnas a nivel hepático. Este aumento, junto con la 

disminución en el catabolismo de las lipoprotc1nas, produce 

hipcrlipoproteinemia. 



b) Edema: La disminución en la presión oncótica, favorece el 

movimiento de fluidos del compartimiento V¡;¡scular al intersticial 

causando edema y ascitis. 

Por otrü parte, otras consccu~ncias de las alteraciones en el 

metabolismo de las proteínas plasmáticas son: 

a) Disminución en la inmunidad humoral: Esto es secundario a la 

disminución en el nivel de inmunoglobul inas producida por la 

pérdida de estas en la orina y a una disminución en su síntesis, 

y a que el factor B del comple.mento disminuye. /\1 alterarse la 

inmunidad humoral, se modifica la inmunidad celular debido a la 

interacc_ión de ambos procesos, lo cual lleva a un aumento en la 

susceptibilidad a infeccioncz oportunistas que son causa de 

muerte en SN. 

b) Deficiencias de elementos traza (Cu, Fe, Zn) que se pierden 

por orina. 

e) Alteraciones en el metabolismo hormop;1l, pues se pierden por 

orina prote!nas acarreadoras. 

d) Deficiencia de calcio y vitamina D. 

e) Un estado hipercoagulable, secundario a alteraciones en casi 

todos los factores de coagulación. 

Esta enfermedad puede ser inducida experimentalmente para su 

estudio por la inyección de: 

1) suero antirriJ\6n (7, B) 

2) andnonucle6sido de r.iuromicina (ANP) (9, 10) 

J) daunomicina ( 11) 

4) adriamicinu (12,13) 

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

síndrome de lesiones m1nimas encontrado en humanos, se ha 



utilizado como un modelo para estudiarlo (2-6,9,10). Su han 

descrito dos variantes de la ncfrosis inducida por ANP, el modelo 

agudo y el modelo crónico (7). El modelo agudo se induce por una 

o por varias inyeccicmes subcutáneas o intrapcritoneales que van 

de 50 a 150 rng/kg de peso corporal total, estas inyecciones 

desencadenan una proteinuria masiva y SN al término de 7 a 14 

d1as despuég de su aplicación; alrededor de las tres semanas la 

proteinuria disminuye y desaparece a las seis semanas; este 

modelo es reversible. 

El modelo crónico se induce por una o por varias inyecciones 

intravenosas a bajas dosis (5 mg/ 100 g) y se encuentra asociado 

a pl::oteinuria crónica y daño irreversible. 

El ANP se produce por la hidrólisis del residuo p-metoxitirosil 

que se encuentra unido al gru¡:t:J amino del antibiótico puromicina 

(Fig. A)¡ el AtlP está relacionado estructuralmente a la 

adenosina. Hoyer y cols. (14,15) demostraron que es necesaria 

solo una exposición de tres minutos al ANP para producir daño 

renal. La toxicidad del ANP es especie-especifica, las ratas, 

humanos y monos son s, sceptibles a la acción nefrot6xica del ANP, 

pero no los perros, conejos, cobayos y ratones (7). 

Hasl:a ahora se desconoce el mecanismo por el cual el l\.NP causa 

daño renal, sin embargo, se piensa que los radicales libres del 

oxigeno y sus especies reactivas tales como peróxido de hidrógeno 

(H 2o2), iones superóxido (02 -¡ e hid,,oxilo (OH"), producidos 

durante el metabolismo del ANP son los responsables del dai'io 

celular (16-22). Se ha observado que el alopurinol (un inhibidor 

de la xantina oxidasa (XO) y por lo tanto de la generación de 
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radicales super6xido) y que la superóxido dismutasa (SOD) (que 

metaboliza al ión super6xido a peróxido de hidrógeno), disminuyen 

el daño renal en ratas tratadas con ANP (16,18). 

Además Thakur y cols. (17) observaron un efecto protector de 

dos atrapadores de iones hidroxilo (dirnetiltiouraa y benzoato de 

sodio) y de un quelante de hiert'o (desferroxumina) en este modelo 

experimental. 

Fishman y I<arnovsky (23}, describieron los efectos del ANP en 

células renales in vitre, y encontraron efectos directos sobre la 

membrana celular, presumiblemente, una desorganización protei~o­

lip1dica asociada a dcsarrreglos metab6licos, tales como el 

aumento de HSPG y una disminución da la glucosarnina y sulfato en 

la superficie celular. Esto lleva a la hipótesis de que el ANP 

produce un desarreglo en la barrera de carga y de tamafio. 

De todos estos datos, se sugiere que el ANP se convierte 

primero a hipoxantina en el riñ6n y que la conversión sucesiva a 

ácido úrico via el sistema enzimdtico de la xo es la responsable 

en la generación do radicales libres del oxigeno (16} (Fig. B). 

Sin embargo, existe un número de aspectos sin resolver. Primero 

que todo, la v1a metabólica de la transformaci6n del ANP a 

hipoxantina en el glornérulo renal y su potencial nefrot6xico debe 

ser e~clarecido, pues se ha observado que un aumento en esta v1a 

metabólica no induce proteinuria (24). En segundo 111gar, debido a 

la ignorancia acerca del metabolismo del ANP en el riñ6n no se 

puede llegar a una conclusión certera acerca del mecanismo de 

nefrotoxicidad de la droga (25). 

Se hdn purjficado y caracterizado dos metabolitos del ANP en 
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la orina de rata: e~ N6-dimetil-J 'amino-J 'dcsoxiadenosina (DA­

Ado) y su forma rnonornetilada llamada N6-metil-J'arnino­

J'desoxiadenosina (MA-Ado) (25). 

Ambos rnetabolitos son excretados 6 horas después de la 

inyección del ANP. Se comprobó, al menos in ili.r.2,, que el 

metabolismo del ANP y de sus productos, DA-Acto y MA-Ado, están 

involucrados en la vla de las purinaz. La baja transformación del 

DA-A.do por glomérulos aisl?dos y la ausencia de su metabolismo en 

cultivos de las células epiteliales glomerulares implica la 

presencia de enzimas dl\!srnetilasas en el glomérulo. El efecto 

citotóxico similar del ANP y de sus metabolitos sobre estas 

células, apoya el concepto de que un mecanismo diferente, en el 

cual no está involucrada la transformación de estos compuestos en 

el ciclo de las purinas nacia hipoxantina, que es responsable de 

la toxicidad glomerular in Y.Í!J:.Q (25). 

Los siguientes puntos no apoyan la idea de que la producción 

de radicales libres se deba a la vfa de degradación del ANP por 

el sistema de la XO: 

1) Se ha observado .in Y..iY". que la inhibición 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 acción del ANP .in y_iv12 es muy r<ipido (14) / 

mientras que in Yilt..Q la conversión de ANP a hipoxantina en el 

glomérulo requiere de varias horas. 

3) La vla de la hipoxantina no es directamente citot6xica sobre 

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



dosis (25). 

2. RADIC7.LEB LIBRES 

Un radical libre es cualquler átomo o grupo átomos que poseen 

uno o más ele.:;trones desapareados. Los radicales libres pueden 

ser especies 16nicas o eléctricamente neutras. La caracteristica 

m~s comün de casi todos ellos es una elevada reactlvidad qu1rnica, 

relacionada con la tendencia de los electrones a encontrarse en 

forma de parea. Estas especies se producen normalmente en las 

c6lulas por diversas vias, por ejemplo durante el transporte 

electrónico en la mitocondria, en la oxidación de catecolaminas, 

en neutr6filos activados, etc. (Fig. C). otros factores pueden 

contribuir a su generación, como la radiaciones de alta energ1a, 

sustancias quimicas tóxicas o contaminantes attnosféricos (27). 

Los radicales libres no solo se han asociado al daflo producido en 

el SN y enfermedades glomerulares experimentales (19-

22), sino que están relacionados con otras enfermedades tales 

como efisema pulinonar, ataque~ cardiacos, apoplejias (28-31), en 

la iniciación y promoción del cáncer (32,33}, y arterioesclerosis 

(27) (Tabla I). 

El daf\o oxidativo a la membrana celular por acción de estos 

radicales, se debe a que los fosfolipidos membranales insaturados 

son más susceptibles a la oxidación, pues poseen ligaduras dobles 

rte carbono (34-36). Los resultados de la peroxidación lip1dica 

son alteraciones en las propiedaden de la membrana, tales como 

fluidez, transporte iónico y actividades enzimáticas (36,37). 
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TABLA 1 

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

DESARROLLO DE CONDICIONES PATOLOGICAS 

PROCESO OXIDATIVO 

PEROXIDACION DE LIPIDOS 

OXIDACJON 

DE 

PROTEINAS 

OXIDACiON DE ACIDOS 

NUCLEICOS 

PRODUCTO 

Aldehldos 
Malondlaldehldo 

4-Hldroxlnonenal 

INACTIVACION POR 
OXIDACION DE ENZIMAS 

(glutamlna slntetasa) 
Oxldacion de LDL 

Oxldaclon del lnhibldor 
de la proteasa 

alfa 1 

POSIBLE INFLUENCIA SOBRE 
LA CONDICION PATOLOGICA 

Cambios eatructuro.lea en le membrana 

Reacolon.i con 1HOtalnaa y acldoa nuclelcoa, 
puede aar mutaganlco. 

Reaccionan con LDL, puede contribuir 
al daaarrollo da la artarloaacleroal&. 

Puede contribuir a la acumulaclon de 
glutamato durante la apoplaJla 

Puede contribuir a la arterloeacleroala 
P'Jadan Quedar proteaeaa actlv.11.11 causando 
eflaoma pulmonar. 

Ruptura de hebras de Puede causar errores en la reparaclon 

ADN 
Alteracion de bases 

8-Hldroxlguanlna Pueden contribuir a 111 carclnogone11le 

5-Hldroxlmetilo uracllo 



I.os radlcales libres puerien producir dafio a las protelnas 

generando otros productos (31, 33, 35-37), algunos de los cuales 

son: 

1) Productos da reacción cruzada con otros componentes celulares. 

2) Productos fragmentados. 

3) Lesiones en los sitios cspec1ficos de la estructura proteica 

que afectan la funcionalidad. 

Además, los radicales libres pneden interaccionar con los 

ácidos nucleicos produciendo cortes y modificacionec a las bases 

(32, 33). 

Existen diversos métodos para detectar a los radicales libres 

oxigénicos, o bien estudiar el c\aflo oxidativo a un tajido. La 

mayoría de estos métodos están basados en; 

a) Análisis de los productos generados por la reacción de 

radicales libres con biomoléculas, tales como lipidos de 

membrana, ácidos nucleicos y proteinas. Por ejemplo, 

malondialdehído (MDA) qenorado durante leo peroxidaci6n lipidica, 

el cual puede ser detectado espectrofotométricamento por reacción 

con ácido tiobarbitúrico (ATB} (Fig. D} (38-40). 

otro ejemplo es el 4-hidroxinonenal (4 HN), el cual es el 

producto de la descomposición de ácidos grasos poliinsaturados y 

posee propiedades citotóxicas, hepatot6xicas y mutagénicas. El 

HN genera a su vez otros aldehídos (alcanales, 2-alquenales, y 

aldehídos unidos a fosfolipidos y prote1nas) altamente tóxicos. 

Los métodos frccuentamcnt1" i..;ados para detectar aldeh1dos 

utilizan dinitrofenilhidrazina, de esta manara, los aldehídos 

libres forman compuestos estables con los derivados de la 

11 
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hidrazona y toman un color amarillo, que puede ser fácilmente 

leido en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 360-380 

nm (41). 

b) Por resonancia paramagnética elcctr.ónica, también denominada 

resonancia del 11 spin11 electrónico (RSE). El fundamento de este 

método ea que el 11 spintt de un electrón desapareado tiene asociado 

un momento magnético. El momento magnético puede tomar una o dos 

orientaciones en el campo magnético, tal como viene especificado 

por los números cuánticos magnéticos ± \. Esto es conceptualmente 

similar a las dos orientaciones de spin de un núcleo de 

hidrógeno. Dado que la constante giromagnética del electrón es 

unas mil veces mayor que la del protón¡ los cspcctrómetros del 

RSE operan a frecuencias más elevadas que los instrumentos de 

resonancia magnética nuclear (42). 

3. HECANISHOS PROTECTORES CONTRA RADICl\LBS LIBRES 

Existen diversos mecanismos que protegen a la célula de los 

radicales libres, estos mecanismos pueden ser enzimáticos y no 

enzimáticos (32). Los mecanismos enzimáticos involucran a las 

enzimas antioxidantes primarias y secundarias. Las enzimas 

antioxidantes primarias eliminan directamente los metabolitos 

activos del oxigeno y son las enzimas super6xido dismutasa (SOD), 

catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPX); las enzimas 

antioxidantes secundarlas ayudan a desintoxicar los metabolitos 

activos del oxigeno, disminuyendo los niveles de peróxidos y/o 

manteniendo un flujv de intermediarios metabólicos tales como 

glutatión y NADPH para las enzimas antioxld..:1ntes primarias. 

Pertenece11 a este grupo las enzimas glutati6n reductaca (GR), 
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glutati6n tra~sferasa y glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6FD) 

(33) (Fig. E). 

otros autores han demostrado en estudios 1n vitro (43-46) e .in 

ili.g (47-49) que cierto tipo de células expuestas a sustancias 

oxidantes o antioxidantes pueden aumentrir la expresión de una, o 

más, de las enzimus 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 e 

(37,47,48), vitamina E (VE) (37,45-56), selenio (Se) (46,56-65), 

y zinc p7). 

4. KBCllNISHOB DE ACCION DEL SELENIO, LA ENZIMA GLUTATION 

PBROXIDABA Y DE LA VITAMINA E EN LA PROTBCCION A RADICALES LIDREB 

La importancia nutricional del Se se reconoció en 1957, cuando 

Schwarz reportó que este mineral era el componente activo del 

factor 3 qun evitaba la necrosis hepática en ratas alimentadas 

con una dicta baja en VE (62). Más tarde, numerosas 

investigaciones confirmaron que el sa prevcnia algu.nos de los 

síntomas de la deficiencJ.a de VE en una amplia variedad de 

animales experimentales (63). 

En 1973 John Rotruck y cols. (64) descubrieron que la enzima 

GPx (E.e. 1.11.1.9) ":ontenia Se. Est.c descubrimiento demostraba 

el papel bioqu1mico de este elemento traza. La distribución 

tisular del Se y las selenoproteinas depende de t consumo de ~e 

(65). 

La VE os un compul!sto liposoluble que se localiza en la bicapa 

lipídica de las membranas intracelulares y plasmáticas, en donde 
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bloquea la transferencia de electrones involucrados en la 

iniciación y propagación d_e la peroxidación de 11pidos ( 66, 67) 

(Fig. F). 

La peroxida~i6n de 11pidos puede ser disparada por peróxidos 

de hidrógeno y orgánicos, metabolitos celulares que son 

destoxificados por la cnzimrl GPx (59). La ,1ctividad de la GPx 

depende fundamentalmente de Se (59-61). Además, el Se modifica la 

regulación de la GPx: ratas alimentadas con una dieta deficiente 

en se tienen bajos niveles de ARNm de GPx (68). La deficiencia 

de Se limita la degradación de peróxidos de hidrógeno y otros 

peróxidos lip1dicos por GPx y además promueve su acumulación 

(69). Además, la deficiencia de Se promueve la deficiencia de VE 

por aumento en la degradac.ión de la VE d~ reserva {55,69). Por lo 

tanto, una dieta deficiente en VE y Se produce un estado 

prooxidante en el organismo: ¡d deficiencia de Se promueve la 

acumulación de metabolitos reactivos de oxigeno y la deficiencia 

de VE magnifica los efectos celulares tóxicos de cota!> especies 

moleculares (56-58). 
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XI. AN'rECEDENTEB DIRECTOS 

En ratas con s1ndromé nefr6tico inducido con ANP se ha 

observado que: 

i.- La administración del inhibidor de la enzima xantina ox.idasa, 

alopurinol y, por lo tanto, la producción de iones hidroxilo, 

disminuye la proteinuria (16, 18). 

2. - La administracl6n de catalasa y superóxido dismutasa 

disminuye la proteinuria (lB). 

3. - La administración de atrnpadores de iones hidroxilo 

(dimetilt.iourea y benzoato de sodio) y de un quelante de hierro 

(desferroxamina) diminuyc .l" protcinuria (17). 

4. - El uso de antinefr1ticos tal como el TJ-0014 disminuye la 

nefrosis inducida por el ANP debido a que aumenta a lou 

mecanismos enzimáticos atrapadores de radicales libres de oxigeno 

(70). 

5.- Se ha demostrado que el ANP adicionado a células epiteliales 

glomet'ularea 1n YitI:Q, causa la producción de n2o2 (20}. 

6. - Además,' la deficiencia de vitamina E y de Se exac.=rba el dafio 

renal inducido por isquemia y reperfusi6n, el cual es otro modelo 

experimental que produce daf\o por estrés oxidativo (71). 
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III. llIPOTEBIS 

Si los radicales libres están involucrados C'l la gánesis del 

SN inducido con ANP, entonces: 

a) La lipoperoxidaci6n y la actividad de la GPx se elevarán. 

b) Los cambios en la cantidad de antioxidantes (VE y Se) en la 

dieta modificarán la intensidad del SN inducido con ANP. 
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IV. OBJETIVOS 

Evaluar la participación de los radicales libres de oxigeno 

en ratas con SN inducido con ANP mediante: 

1. La determinación secuencial de los niveles de vitamina E en 

suero, peroxidaci6n lipídica y actividad de GPx en riñón, higado, 

corazón, pulmón, cerebro y test1culo los d1as 1 a 6, 8, 10, 16 y 

22 después de la inyección del ANP. 

2. El efecto de la ingestión de diferentes cantidades de 

antioxidantes (VE y Se) en la dieta, sobre estos mismos 

parámetros los d1as o (control), 7 y 22 (SN). 
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V. MA!l'ERIALES Y KETODOS 

.h REACTIVOS 

El ANP, el dodecil sulfato de sodio (DSS), el 6cido 

tiobarbitürico (ATB), el NADPH, la glutatión reductasa y el 

glutati6n reducido se compraron de Sigma Chemical Ca. (St. Louis, 

Mo., EUA). La dieta deficiente en VE y Se (número de catálogo 

906449), el acetato de dl-alfa tocoferol y el selenita de sodio 

se compraron de ICN Biomedicals Inc (Casta Mesa, CA, EUA). Los 

demás reac~ivos fueron de alta pureza y se obtuvieron 

comercialmente. 

fu_ nllfillQ EXPE!UMENT/IL 

Se usaron ratas macho de la ccpa,Nistar (Rattus norvagicus) de 

100 g de peso para el estudio secucmcial y se dividieron en 2 

grupos: l) normal (n=GO) y 2) nefrótico (n=60), oc colocaron en 

jaulas metabólicas y ten1an acceso a alimento y agua .rul ~ 

(J-5); el grupo nefrótico recibió una sola inyección de ANP (15 

mg/100 g de !?CSO corporal) y el control, una inyección de 

solución salina al 2%. Estas ratas se colocaron en jaulas 

metabólicas y se sacrificaron los d!as 1 a 6, e, 10, 16 y 22 y se 

les recolectó orina de 24 h y sangre, además de los siguientes 

tejidos: rifión, h!gado, corazón, pulmón, cerebro y testtculos. Se 

sacrificaron 6 ratas de cada grupo por dta de estudio. Las 

determinaciones de LPx y GPx en los tejidos de las ratas de éste 

estudio se realizaron simultáneamente para las controles y las 

nefróticas. 

Para el estudio con diferentes dietas de antioxidantco (VE y 
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Se) se utilizaron ratas recién destetadas <.l las tres semanas de 

nacimiento (40 g cie peso corporal) que se dividieron en tres 

grupos de acuerdo a la cant1dad de Se y VE en la dieta: a} baja, 

b) normal y c) alta. Las dictas con cantidades normales y altas 

de VE y Se se prepararon por la adición de VE y Se en la dieta 

baja. Las dietas conten1an cantidades idénticas de prote1nas 

(aportada por levadura de torula, 300 g/kg y dl-m~tionina, J 

g/kg), grasas (aportada por grasa de cerdo, 50 g/kg) e hidratos 

de carbono (aportados por sacarosa, 590 g/kg). Las dietas 

conten1an también una cantidad idóntica de minerales descrita por 

Hu~b13l-Mendel-Wakeman, 50 g/kg y la mezcla de vitaminas ICN, 10 

g/kg. 

La dieta baja en VE se obtuvo por la eliminación del dl-alfa 

tocoferol de la grasa de cerdo. La dieta baja se suplementó con 

dl-alfa tocoferol (250 U/g) en una proporción de 0.2 g/kg (50 

U/g) para obtener una dieta normal (72) y con 4 g/kg pura obtener 

ur.a dicta alta (73, 74). La deficiencia de Se se logró usando 

levadura de torula como fuente de prote1nas (75), ya que este 

ingrediente, a diferencia de otros como la caseína, contiene 

cantidades muy bajas dt! Se. La dieta deficJente se suplementó con 

una mezcla de selenita de sodio con sacarosLJ. (O. 0445% de Na 2seo3 ) 

en una proporción de 1.24 g/kg (72) o de 12.4 g/kg (75,76) para 

obtener las dietas normal y alta en Se. La adición de estas 

cantidades d~ Se da como resul tac.!o una concentración de o. 2 5 y 

2 .5 mg/kg. Por lo tanto,. estas dietas sólo 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 los 

animales restantes (n=15 por grupo) se les indujo SU por una 

inyección subcutánea única de ANP (15 mg/ 100 g de peso corporal) 

al 2% en solución salina, Las ratas se colocaron en jaulas 

metabólicas para recolectar la orina de 24 horas y se 

sacrificaron 7 y 22 dias después de la inyección del ANP. En 

estos dias se obtuvieron sangre y los mismos tejidos del estudio 

secuencial . 

.:L_ DETERMINbCION illl .!di LIPOPERDXIDACiotl EQR Jdl CUl\NTlFICl\CION illl 

I.82 SUSTllNCII\$ Q!IB REACCIONAN QQt! fil, hl'.11 

Se empleó el método de Ohkawa tl ~J... (38) para medir las 

sustancias que reaccionan con e 1 ATB. Esta cuantificación 

constituye un indice de l.i peroxidación de lipidos. Los tejidos 

se lavaron con solución salina al 0.9% y se homogenizaron en un 

politrón (Brinkman, Westbury, N.V., EVA) durante 40 segundos en 

ml de una solución de KCl al 1.15%. El homogenado se filtró a 

tr<lvéo de una capa de gasas, Posteriormente se incubaron O. 1 ml 

del sobrenadante a 95°C durante 60 minutos con una mezcla de 

reacción de la siguiente composición: 0.2 ml de oss 8.1%, 1.5 ml 

de ácido acético al 20% pH 3.5, 1.5 rnl de ATB 0.8% y 0.7 rnl de 

agua destilada. Después de la incubación, los tubos se enfriaron 

y a cada uno se les agregó ml de agua destilada y 5 ml de una 

mezcla de n-butanol:piridina (15:1, vol/vol). La mez~la se é!gitó 

vigorosamente y se centrifugó durante 15 minutos a 2000 x g. La 

abAorbencia de la capa orgánica (superior) se determinó 

espectrofotométricamcnte 512 nm. El nivel de la 



lipoperoxidación se expresó en nmoles de MDl\ (coef. de absorción 

molar del comPlejo formado es de 14.9 x 107 ) por mg de proteina 

(77) • 

.;!_._ DETERMINACION Pll 111 ACTIVIPAD Pll 111 GPx 

Se empleó el método descrito por Lawrence y Burk (78). Los 

órganos se extrajeron y se lavaron con cloruro de sodio 1.14 M y 

se homogeni~aron con 5 ml de sacarosa 0.25 M. Los homogcnados se 

centrifugaron a 105,000 x g durante 1 hora a 4°c. El sobrcnadantc 

se diluyó 1: 10 y o .1 ml de esta di lución se mezclaron con O. 8 ml 

de la siguiente solución: fosfato de potasio 50 mM (pH 7. O), EDTA 

l rnH, azida de sodio 1 mM, NADPH o. 2 mM, 1 unidad de glutatión 

reductaoa/ml y glutatión reducido 1 mM. Se preparó un blanco con 

la me?.cla de reacción con agua destilada en el lugar del 

sobrenadante. Despuéo de 5 minutos de incubación de la muestra 

con el buffer a temperatura ambiente, se agregaron 0.1 ml de tt2o 2 

0.25 mM a cada muestra, e inmediatamente se ley6 la absorbencia a 

340 nm cada minuto durante 5 minutos y la actividad de la GPX oe 

determinó promediando las lecturas obtenidas de cada muestra y 

dividi6ndo éste promedio con el coeficiente de absorción 

milimolar del NADPH a 340 nm {6.22), posteriormente se dividieron 

entre los mg de prote1na. Todas las determinaciones se t.icieron 

por duplicado. Los resultados finales están expresados en 

micromoles de NADPH/min/mg de proteina. 

2.... PETERMINACION Pi; YIXA!:W!A J;; lili ~ 

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

para la determinación de tocoferol en plasma. A o. 6 mL de plasma 

se les agregaron 0.6 mL de etanol absoluto para Precipitar 

pr-:.ite1nas. Un total de 1.2 rnL de n-hcptano se agregaron al 
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eKtracto de tocoferol, la mezcla se agitó y después se centrifug6 

a 1000 x g durante 5 min. l\ o. 5 rr.L de la capa superior se les 

agregaron O. 1 ml de batofenantrolina 6. o rnM y o. 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 m.\'is 

tarde 0.1 mL de ácido ortofosf6rico 0.04 M. La absorbencia se 

determinó a 5J4 nm. Se preparó una curva estándar con alfa­

tocoferol (Fig. G). Todas las muestras se determinaron por 

duplicado. El etanol absoluto se usó como solvente en la 

preparación de la batofenantrolina, cloruro fórrico, ácido 

ortofosfórico y alfa-tocoferol y todos se prepararon el mismo dia 

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

§.... DETERMINllC!ON ru¡ f!IQXll.Ifil\:l 

Las prote1nas se midieron con el método de Lowry gt ª"1· (80), 

para lo cual se prepararon las siguientes solucioneD: 

Solución A. Carbonato de sodio al 2%, hidróxido de sodio al 0.4\ 

y tartrato de sodio y potasio al 0.02%. 

Solución B. Sulfato de cchre úl 0.5l. 

Soluci6n c. Es una mezcla de 50 mL de solución l\ + 1 mL de 

solución B (se prepara al momento de usarse). 

Soluci6n o. Reactivo de Fol1n & ciocalteu 1 N. se preparó a 

partir de una solución cancent~ada N. 

Solución E. lllbtl.mina sérica bovina (ASB) 0,5 mg/mL. se preparó 

una curva patrón con esta solución de 5 hasta so ug (Fig. H). 

La solución de 1\SB o la muestra se colocaron en un volumen 

final de o. 2 mL. A todos los tubos se les agregó 1 mL e.Je solución 

e, se agitaron y se dejaron reposar 10 rnln. Después se les agregó 
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0.1 mL de solución o, mientras se estaban Qgitando vigorosamente. 

Después de JO min se leyó la densidad óptica (O.O.) a 660 nm. 

Antes de cuantificar las prote1nas urinarias, estas se 

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

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

rpm durante 15 minutos, se decantó y el precipita do se 

resuspendi6 en 2 mL de NaOH o. t M. 

A los sueros se les hizo una dilución 1:400, y se tomaron 0.2 

mL de esta dilución para cuantificar proteínas. A los tejidos (ya 

homogenizados y centrifugados) SE:: les hizo una dilución previa: 

para hígado 1:1000 y para los tejidos restantes 1:100, y después 

se tomaron 0.2 mL para medir proteinus. Los resultados en orina 

se expresan en mg/24 horas, en suero mg/dL y en los tejidos 

rng/rnL. 

L. PETERMIN/\CION l1!l \!JlM X f;!lEllTININ/\ 

La urea y la creatinina se midieron por medio del 1'l1étodo de la 

ureasa y del picrato alcalino con un autoanaliz~rlor (Analizado~ 

de creatinina 2 y Analizador BUN 2 de Bcckman Instruments co., 

FUllerton, CA, EUA) . 

.!h ELECTROFORESX§. fil! Qfil&§_ illl /\CRILllMIQll 

Solamente se hicieron electroforesis a las muestras de orina 

del estudio c.:on diferentes dietas de VE y Se, con el fin de 

determinar si habia un cambio en el tipo de proteínas excretadas 

durante el SN (dias 7 y 22) debido a las dietas . 

.filL. PJUNCIPIO 

Los geles de acrilamida se forinan por la polimerizac:1.6n de la 
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acrilamida y bis-acrilamida. La reacción de polimerización se 

inicia por la adición de vinilo y un radical libre generado por 

el slstema, y el TEMED qué actúa como acarreador de electrones 

para activar el mon6mero de la acrilamida. La elongación del 

pol1mero se da por la unión del monómero activado, estos se 

juntan al azar por la bis-acrilamida formando una cadena cerrada 

y un complejo "WEB 11 del pol!mero con una porosidad caracter1stica 

que depende de las condiciones de polimerización y de las 

concentraciones de acrilamida, temperatura y pH (Bl). 

J!l1... SOLUCIONES Y PRQCEPIMIENTO 

i)Saluciones stock: 

1) Soluci6n del mon6mero (JO% T, 27% bis) 

Acrilami.da. . • . . . . . . . . . . • . . 58. 4 g 

Bis-acrilamida... . • . . . . • . . l. 6 q 

Aforar a 200 mL con agua destilada y se almacena a 4ºc en la 

oscuridad. 

2) Soluci6n amortiguadora del gel de corrimiento 4X 11 running gel" 

(1.5 11 Tris-HCl, pl! 0.8) 

Tris-HCl .................. 36.J q 

se ajusta el pH a a.a con HCl y se afora con 200 mL de agua 

destilada. 

3) Solución amortiguadora del gel concentrador 4X 11 stacking gel 

buffer" (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8) 

Tr is-HCl. , •. , , . , •.. , .... , . J q 

Agua destilada.. . . • . . . . . • • aforar a 50 mL 

se almacena a 4 ºe. 

4) Soluci6n de sos al 10% 
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5) Solución inJciadora {persulfato de amonio al 10%) 

Persulfato de amonio •••••• 0.5 g 

Aforar con agua destilada a 5 mL 

6) "Running gel overlay 11 

(0.375 M Tris-l!Cl, pi! a.a, o.H SDS) 

Tris-HCl. ••..•.•.•.•...... 25 mL sol. I 2 

sos ••••••••••••••••••••••• 1 rnL sol. # 4 

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

7) .3oluci6n amortiguadora de tratamiento 2X 

(0.125 M tris-He~. pi! 6.a; 4% sos, glicerol al 2oi y 2-

mercaptoetanol al 10%) 

Tris-HCl •.........•....... 2.5 rnL sol. I J 

sos •••. , •••••.••••..•.•••• 4 mL sol. # 

Glicerol •... , ............. 2 mL 

2-Mercaptoetanol.......... mL 

Azul de Bromofenol .••••••• o. 015 mg 

Agua destilada. . . . • . . . . . . . aforar a 1 o mL 

Dividir en alícuotas de 1 mL y refrigerar a -20°c, en la 

obscuridad. 

B) Solución amortiguadora 11 TANK" 

(0.025 M Tris-l!Cl, pll a.J, glicina o.192 M, sos al 0.1%) 

Tris-HCl .•...... , ......... 12 g 

Glicina •.•.....•......... , 57. 6 g 

sos ••••••••••••••••••••••• 40 rnL sol. I 4 

Agua destilad,1 ........•... aforar a 4 litros 

No es necesario checar el pH dé esta solución, el buffer de la 

cámara baja puede usarse de 4-5 corridas y el de la c~mara 
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alta se descarta después de cada corrida. 

9) Tinci6n cori azul de Coomusie 

(azul de Coomasie al :.: . 025%, metanol 40% y ácida acético al 

7%) 

Azul de Caamasie.. • . • • • • • • o. 5 g 

Hetanol ...•...•.••...•.•.. 800 mL 

Ag.ltar y agregar: 

Acido acético •............ 140 mL 

Agua destilada ......•..... aforar a 2 litros 

9. 1) Solución para desteñir 

Metanol al 10% 

Acido acético al 7% 

Preparar 4 litros con agua destilada. 

9.2) Agua saturada con butanol 

n-butanol.. . • . • . • • . • • • • • . . 50 mL 

Agua destilada. . . . . . . . . . • . 5 mI. 

10) Tinción con plata 

En el caso de que se real tze la tinci6n con plata, al terminar 

de correr los geles, estos se colocan en una solución fijadora 

que contiene alcohol met1lico al 40% y ácido acético al 10%. 

ii) Procedimiento para la preparación de los geles: 

1) Ensamble el gel de placas verticales usando espaciadores de 

1.5 mm. 

2) En nn frasco vac1o de 125 mL se prepararon 60 mL de la mezcla 

del gel de separación (T~bla A), sin mezclar el persulfato de 

amonio y el TEMED. 

J) Se tapó el frasco y se agitó. 

4) Se afiadi6 el TEMED y el persulfato de amonio, y se agitó con 
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cuidado para evitar la formación de burbujas. 

5) S1:;1 agregó la mezcla a los vidrios empalmados para hacer el 

gel a un nivel cercano a los J cm del tope. 

6) Se colocó agua destilada con una jeringa. 

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

6) Se añadió cerca de 1 mL la solución de cubrimiento de gel 

11 running gel overlay 11 • 

9) Se dejó polimerizar aproxima<lamente 1 h 

ii) Preparación del gel concentrador: 

11) En un frasco de 50 mL, mezclaron 20 rnL del gel concentrador 

(Tabla A) y se agitó. 

12) Se añadió persulfato de amonio y TEMED y zc agitó. 

13) Se agregó de 1-2 mL de esta solución a los vidrios para el 

gel con el peine insertado para formar los carriles de 

corrimiento y se dejó polimerizar. 

14) Se quitó el peine cuidando que no se formen burbujas. 

15) Se combinaron partes iguales de las prote1nas de las muestras 

con la solución # 2. 

TABLA A 

GEL DE SEPARACION AL 7.5\ 

Acrilamida J.75 mL 

Sol. (2) J. 75 mL 

DSS 150 pl 

.Agua destilada 7. 25 mL 

Persulf ato 
de 
amonio 75 Jll 

'rEMED 5 ¡il 

GEL CONCENTRADOR 

0.665 mL 

l. 25 mL 

50 Jll 

J.05 mL 

25 Jll 

2. 5 }ll 



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

17) Posteriormente, se enfriaron las muestras en hielo. 

18) se colocó 0.1 rnL de las muestras (todas deben tener la misma 

cantidad do proteinaa) de una en una en un carril, y acabar de 

llenar los carriles con solución amortiguadora "'l'ANK", 

19) Se llenaron las cámaras al ta y baja con la sol. 8. 

20) Finalmente se conectó la fuonte de poder y se ajustó a 

corriente constante {JO rnA/l. 5 mm). 

Después de corridos los geles se ponen en la solución de 

tinción a 37ºc durante una hora, deopués se colocan en una 

soluci6n de ácido acético al 7% y metano! al 30% durante 12 h. 

Por ítltimo se loe GU densitometrla y se calculan los pesos 

moleculares considerando el Rf. 

2..,. ~ HISTOLOQICO~ 

Fragmentos de tejido renal constituido por corteza y médula se 

fijaron con una solución de formuldeh1do al 10% en amortiguador 

de fosfatos y se incluyeron en parafina. Cortes de 4 a 5 micras 

de espesor se tiñeron con hematoxilina y casina para realizar 

estudios de microscopia de luz. 

Para realizar el análisis ultraestructural, se obtuvieron 

pequefios fragmentos cúbicos de corteza renal qua se fijaron con 

glutaraldeh.ido al 4% en amortiguador de cacodilatos O.Ql M a 

temper.atura ambiente durante 4 h, posteriormente se postfijaron 

con tetra6xido de osmio al 2%, se deshidrataron en soluciones con 

concentr.aciones crecientes de alcohol y finalmente se incluyeron 

en resinas Er.on ~- __ $JJ __ o.h.t"-!L'!..L~~':'. ~~-:-.rt ... ~-·~-··.,:~:os y f ir.os, 

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

realizó con un microscopio electrónico Zoiss M-10. 

l.\h lili/11!filll ESTI\!)lfil'.~ 

Los resultados están expresados como el promedio ± de8Viación 

estándar. Todos los resultados (secuencial y con diferentes 

dietas) se sometieron a una pruebél de Barttlet, con el fin de 

conocer si E.stos datos se distribulan normalmente, es decir, si 

exist1a o no una homogeneidad de varianzas. Esto significa que 

cuando la prueba daba una P > o. 05, los datos se consideraban 

dentro de una distribución normal; por otro lado, si daba una P < 

o.os, significaba qur. los datos no te.nian una distribución 

normal, y por lo tanto tcnlan que tratarse de otra manera 

(82. 83) • 

.l..Q.ª-'. TE!!L'IJU.!lli:rQ ESTADISTICO EAfill LQ!i_ DATOS !2fil. J;;_STUPIO 

SECUENCIAL 

a) Datos normales: 

Los grupas normal y nefr6tico, se compararon d1a por d!a, por 

medio de una prueba paramétrica llamada 11 t 11 no pareada. Una P < 

0.05 se consideró signiflcativa. 

b) üatos nu normales: 

Los grupos normal y nefrótico, también fueron comparados d!a 

por d!a, r>ero con una prueba no paramétrica, equivalente a la 11 t" 

no pareada llamada prueba de 11 U de Mann Whitney 11 • Un limite de 

confianza mayor al 95% se consideró significativo. 
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lQl2... TRllTllM!E!fTO rn!?ISTICO EbRii J,!lli Dl\TOS DEL ESTU!HQ .QQl! 

QIFÉRE!fTES ~ QB l\NTIOXIDl\NTES l.l1f; Y Qg_LJ. 

a) Datos normales: 

Se reatizaron an:ilisis de una via (ANDEVA), con el propósito 

de investigar si hab1a grupos diferentes del control. Debido a 

que el 1\.NDEVA solo indica si existe o no diferencia signif icatlva 

entre los grupos, pero no señala a los grupos diferentes al grupo 

control, es necesario realizar otro ~nálisis de comparaci6n 

paramétrica llamado "método de Bonferroni" (83), el cual se basa 

en el uso de valores de 11 t" modificados; mediante estos valores 

se puede determinar qué grupo experimental d.ifiere del grupo 

control. Una P < 0.05 se c:msidcró significativ'1.. 

b) Datos no normales: 

Se realizaron ANDEVAs no paramétricos, mediante la prueba de 

11Kruskall-Wallis11 , y posteriormente se realizó una comparación 

múltiple no paramétrica con prueba de Ounn. 

Todos los ANDEVAs se realizaron de la siguiente manera: 

1) ANDEVAs entre diferentes dietas por dia, por ejemplo, se 

comparó la dieta normal del dia o (control) contra la dieta 

deficiente del mismo d1a, y posteriormente dieta normal del dia O 

(control) contra la dieta en exceso del mismo dia. Las 

diferencias estAn representadas en las gr~ficas con asteriscos. 

2) ANDEVAs entre la misma dieta por dia, por ejemplo, dieta en 

exceso del día o c~nntrol) contra la dieta en exceso del día 7 

(nefr6tlco), y después, dieta en exceso del d1a o (control) 

contra dieta en exceso del d1a 22 (nefrótico). Las diferencias se 

representan en laa gráficas con l~t~~~, 
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3) Los datos obtenidos para el perfil de proteínas urinarias 

c.xpresadas en mg de proteinas totales/ mg de creatinina total, 

se procesaron )L'lediante un ANOEVA de comparaciones múltiples. 
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VI. RESULTADOS 

I. ESTUDIO SEC!!ENCIAL 

Para evaluar la participación de los radicales libres de 

oxigeno en ratas con SN inducido con ANP se determinó 

secuencialmente el peso de las ratas, el volumen de orina 

excretado en 24 h, las proteinas totales en suero, la 

proteinur ia, la urea y la creatinina sér icas, asi como la 

cantidad de VE en suero. Una vez comprobada la presencia de SN en 

lao ratas experimentales se procedió a medir secuencialmente la 

LPx mediante la presencia del MDA y la actividad de la enzima GPx 

en riñón, h1gado, corazón, pulmón cerebro y testículo los d1as 1 

al 6, B, 10, 16 y 22 después de la inyeccl6n 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 disminución en el peso corporal (d1as 6-16}, sin 

embargo para el final del estudio alcanzaron un peso similar a 

las controles, que duplicaron su peso al final del estudio (Fig. 

1). 

b) El volumen urinario aumentó los dias 8-10 y regresó a 

valores control el d1a 12 (Fig, 2). 

c) L~~ proteínas totales séricas disminuyeron en el grupo 

nefrótico los dlas 4-16 y regresaron a valores control el d1a 22 

(Fig. J). 

d) La proteinuria se evidenció en las ratas ncfróticas los d1as 

al 16, siendo el pico mayor ~e.proteínas excretadas los d1as 5 

y 6, mientras que las ratas control se mantuvi.eron en valores 

cercanos a O (Fig. 4). 
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FIG. 1 PESO CORPORAL 

50 

o --~...l.....---L----1. __ _¡__ ___ ¡__~...........--.-.l.--

o 1 2 3 4 5 6 8 10 16 22 

•Pe 0.05 
.. Pe 0.001 

DIAS DE ESTUDIO 

--- CONTROL --1 ·- NEFROTICO 

FIG. 2 VOLUMEN URINARIO 

(ml/24 h) 
so.---'-----------~ 

40 

30 

20 

10 

o 
~ 

•Pe 0.001 

4 5 6 6 

DIAS DE ESTUDIO 
10 

-·-CONTROL +- NEFROTICO 

16 22 



FIG. 3 PROTEINAS TOTALES 
EN SUERO 

(mg/mL) 
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e) El grupo nefr6tico presentó un aumento en la urea sérica los 

dlas 3 a 16 (Fig. 5), en donde se puede observar que el pico 

máximo fUé en el d1a 6, para posteriormente regresar a valores 

control el d1a 22. 

f) La creatinina en suero solamente se elevó un dia en el grupo 

nefr6tico (d1a G) (Fig. 6). 

g) Los niveles de vitamina E en suero aumentaron en el grupo 

nefr6tico los d1as 6 a 22 (Fig. 7), mientras que las ratas 

control se mantuvieron alrededor de O. 4 rng/dL durante todo el 

estudio. 
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FIG. 5 UREA EN SUERO 
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FIG. 6 CREATININA EN SUERO 
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la. LIPOPEROXIDACION Y ACTIVIDAD DE GPX EN TEJIDOS: 

Para demostrar la prese~cia de radicales libres en las ratas 

nefr6ticas se midieron los niveles de MOA (LPx} y la actividad de 

la GPx y se encontró que: 

En todos los tejidos estudiados, la r~Px se prcscnt6 antcn di~ 

la proteinuria, lo cual sugiere que el estrés oxida ti va Ge Í11ducc 

desde el primer dia de la aplicación del ANP. 

La LPX se mantuvo alta en el riñón desde el dla 1 hasta el dla 

10 (Fig.8), siendo el pico máximo de LPx renal el dia 2 (7 

veces:), mientras que la actividad do GPx rcnLll se elevo solamente 

en el d1a 3 (2.2 veces) (Fig. 9). 

La LPx: en higado aumentó los dias 1, 2, 5 y 6 ( Fig. 10) , 

curiosamente f::l pico máximo fué también el d1a ( 4. 7 veces) 

como el riñón (Fig. B), sin embargo, este tejido se recuperó 

nuevamente los d1as J y 4, y posteriorrnentF a partir del d1a B 

hasta el 22. 

La actividad de la GPx hepática aumentó los ct1as 1-8, sin 

embargo solo alcanzó signif icancia estadfstica el dia 3 ( 1. 3 

veces) (Fig. 11), nótese que fué el mismo dia que se elev6 en 

rifi6n (Fig. 9). 
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FIG. a LPx EN RlílON 
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FIG. 10 LPx EN HIGADO 
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En cora;;6n la LP>c aumentó los días 3 (5.4 veces) y 4 (2.4 

veces), y disminuyó ligera pero significativamente los días 2, 5 

y 16 (Fig. 12); la actividad de la GPx aumentó loo dlas 3, s, y 

8, y disminuyó ligeramente el dfa 4 (Fig. 13). El pico máximo fué 

el dla 5 (J.4 veces). 

En pulmón, la LPX aumentó los días 1 al 5 y el dfa 10 (Fig. 

14) siendo el pico máximo el dia J (7.6 veces). La actividad de 

la GPx aumentó los días 5 y 6 (Fig. 15), siendo el pico máximo el 

dla 5 (l. 7 veces), lo cual puede explicar la disminución de la 

LPx los dlas 6 y a. Corno puede apreciarse en la figura 15 hubo 

una ligera disminución el d1a a, aunque no significativa, lo cual 

puede explicar también el aumento en la LPx el dla 10. 

La LPx cerebral aumentó en los dlas 2 y 4-6. E~. pico máximo de 

LPX cerebral fué en t:!l dfa 4 (2. 5 veces) a partir del cual 

disminuyó hasta qu~ regresó a valores control a partir del d!a a 

(Fig. 16). La actividad de la GPX se mantuvo baja los dlas 4-16 y 

solo alcanzó significancia estad!stica los d!as 5 y 8 (Fig. 17). 

En test.tculo, la LPx aumentó los dlas 1, 3, 5 y 10, (Fig. 18), 

siendo el pico máximo de LPx el dia 10 (4.1 veces); la actividad 

de la GPx aumentó solamente los dfas 3, 4 y 5 (Fig. 19) siendo el 

pico de máxima actividad el dia J (2.6 veces). 
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Flg. 14 LPx EN PULMON 
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Flg. 16 LPx EN CEREBRO 
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Flg. 18 LPx EN TESTICULO 
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II, EFECTO DE LAS DIETAS NORMAL, ALTA Y BAJA DE Se Y VITAM>NI\ E: 

Para cumplir con el segundo objetivo de evaluar el efecto de 

la ingestión 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, evaluándose asS 

las 4 semanas con dieta sin inducción de Sf'J (grupo control), y 

posteriormente los d1as 7 y 22 después de la inyección del ANP 

(grupo nefr6tico). 

!Ia. DATOS ENCONTRADOS EN LAS RATAS ALIMENTADAS DURANTE 4 SEMANAS 

CON LAS DIFEREN~'ES 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 

prote1nas séricas, la proteinuria, además de que consumieron la 

misma cantidad de alimento (Tabla I). Las dietas bajau y altas en 

VE y Se no indujeron ninguna alteraci6n h1 stopatológica en los 

glomérulos renales cuando estos se analizaron por microscopia de 

luz (datos no presentados) y por microscopia electrónica (f'ig. 

20). Por el contrario, s! hubo diferencias significativas cuando 

se analizaron la LPx en rifión, h1gado, coraz6n, pulmón, cerebro y 

testiculo (Tabla II). Como era de esperarse la LPx aumentó (de 

1. J veces en test!culo a a. 87 veces en corazón) en los tejidos de 

las ratas alimentadas con dieta deficiente y disminuyó (de 0.06 

veces en pulmón a o.51 veces en riñón) con la dieta alta. 
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- :-¡ TABLA 1 

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

1 

NORMAL DEFICIENTE EXCESO p 1 

PESO 102.7 + 19 7 94.9 :!:. 17.2 103.9 :!:. 24.9 NS 
1 

CORPORAL - . 
(g) 1 

1 

CONS. ALIM. 
8.76 ±. 0.66 8.86 :!:. 0.89 8.64 ± 0.71 NS 

e: (g/dia) 

UREA 8.20 :!: 1.48 
(mg/dL) 

6.40 ! 2.67 6.33 ± 2.74 NS 

CREATININA 
(mg/dl) 0.49 :!: 0.12 0.45 ± 0.10 0.51 ± 0.11 NS 

PROTEINURIA 
(mg/24 h) 1.092 :!: 0.73 1.182 :!:. 0.85 1.969 :!:. 0.64 NS 

PROTEINAS 
SE RICAS 85.54 ± 11.2 85.67 ± 6.52 84.80 :!:. 6.59 NS 
(mg/dL) 

n • 7-15 ratas por grupo. 

------



Fig. 20 Capilar glomerular de una rata control después de las 
cuatro semanas de la dieta normal. La estructura subcelular es 
normal. X B, ooo. 
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,------------------------------------
TABLA 11 

Datos de lipoperoxidación en tejidos de ratas control 
después de 4 semanas con diferentes dietas. 

!nmol MDA/mg de pro!.) 

NORMAL DEFICIENTE EXCESO P 

RIRON 0.141 ! 0.0-45 0.220 "t 0.058 
(1.S8) 

HIGAOO 0.109 "! 0.013 0.148 ! 0.011 
(1.37) 

COAAZON 0.00577 !. 0.00005 0.05198 "! 0.007 
fe.in¡ 

PULMON 0,0154 ! 0.0023 0.04288 ! 0.011 
12.78) 

CEREBRO 0.00678 ! 0.0006 0.02 ! 0.0046 
12.GS) 

TESTICULO 0.0116 ! 0.0012 0.0154 ! 0.0047 
{1.32) L n • 7-15 ratas por grupo. 

Enire par6nt11l1 •• coloc:1 el coclent• d1llcl1nt1/norm1I y 

1:iu:110/normal, r11p1cth•1m1nr1. 

0.072 '!. 0.0069 
I0.51) 

0.061 ! 0.022 
(0.58} 

0.00109 ! 0.0004 
!0.191 

0.00098 ! 0.00014 

I0.061 

0.00044 ! 0.00005 
(0,11) 

0.0013 ! 0.0004 
(0.1ti 

••0.02 



Por el contrario, la actividad de la GPx 

III), disminuyó con la dieta deficiente 

en tejidos (1'abla 

(de 0.20 veces en 

corazón a 0.79 veces en cerebro) y aumentó con la dieta alta (de 

1.15 en test!culo a 2.43 veces en pulmón). Estos datos confirman 

claramente el tipo de nlimentaci6n que estaban recibiendo. 

Los ni veles 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 s~rica, y las ratas con 

dieta alta mostraron niveles elevados de VE en suero. 

Todos estos datos indican que las ratas con dieta deficiente 

tienen un estado prooxidantc y las ratas con dicta en exceso 

tienen un estado de oxidación basal menor. 
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TABLA 111 

Datos de la actividad de GPx en tejidos de ratas control 
después de 4 semanas con diferentes dietas. 

(pmol NADPH/min/mg de prot.l 

NORMAL DEFICIENTE EXCESO p 

RrnON 136.42 ! 27.23 50.132 ! 5.813 250.47 ! 36.73 •• 0.001 

(0.37) • {1.B6} 

HIGADO 130.63 ! 32.24 50.13 ! 8.56 298.51 !. 113.40 •. o.os 

{0.JB) • (2 28) 

CORAZON 50.46 ! tS.63 10.21 !. 4.76 78.86 ! 33.23 •• 0.02 

(0.20) il.56) 

PULMCN 61.82 ! 20.88 46.05 ~ 6.70 150.24 ! 28.68 

CEREBRO 6.77 ! 1.07 

I0.74) (2 43) • 

5.37 ! 1.47 11.97 !. 2.61 . '0.001 ¡ 
I0.791 11.77) j 

TESTICULO 23.93 ! 7.83 11.81, 2.31 21.•1: 1.82 NS 1 
{0.74) (1.15} 1 

n • 7-15 ratas por grupo _J 
·--------·-·---· ·-·-----------------------

Entre paréutesla ae coloca el cociente deficiente/normal y 

exceso/normal. reapectivamente. 
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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 2.54 ! 0.01 · · 0.001 , 

(5.34) 1 

1 n • 5-10 ratas por grupo. NO• No detectable. 
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IIb. EFECTO DEL ANP SOBRE LA FUNCION 'l LA ES'l'RUCTURA RENAL EN LAS 

RATAS ALIMENTADAS CON LAS 3 DIETAS DE VE 'l se (DIAS 7 y 22). 

Cuando en estas ratas se indujo el SN por la inyección del ANP 

desarrollaron proteinuria {Fig. 21) e hipoproteinemia (Fig. 22) 

en el d!a 7. En éste d1a el g!"'Upo tratado con ANI> tuvo 

diferencias si9nificativas con las diferentes dietas. Las ratas 

con dieta deficiente tuvieron mayor protcinuria e hipoproteinemia 

que las ratas con dieta normal. Las ratas con dieta alta 

tuvieron menor proteinuria e igual concentración de proteínas 

totales que el grupo con dieta normal. Al analizar el perfil de 

proteínas urinarias (Fig. 23), las ratas deficientes y normales 

tuvieron niveles m§s altos de proteinas excretadas que las ratas 

alimentadas con una dieta en exceso de VE y Se. A pesar <le que la 

cantidad de proteinas totales fuó diferente entre los grupos, el 

análisis electroforético (Fig. 24) y los densitométricos (Fig. 

25) revelaron que no hubo diferencias en el tipo de proteínas 

excretadas. 

El aumento en la urea (Fig. 26) en suero fué mayor en las 

ratas nefróticas alimentadas con dieta deficiente en el dia 7. 

Además, la creatinina (Fig. 27) en suero también aumentó en las 

ratas con SN del d1a 7 alimentadas con dieta d<'ficiente. 
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Flg. 21 PROTEINAS EN ORINA 

11111 NORMAL [i'::J DEFICIENTE CJ EXCESO . 
• P • 0,001 va. normal P • 0.001 vo. oontrol 

Flg. 22 PR01EINAS EN SUERO 

(mg/mL) 

120 / --·-·--·----·----··· -------1 
100. 

60 

60 

40 

20 

o 
CONTROL DIA 7 DIA 22 

11111 NORMAL CI'Jl DEFICIENTE 0 EXCESO 

• P 1 0.02, ·• P 1 0.001 v1. normal ªP • o.oot va. control 
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Fig. 23 PROTEINAS EN ORINA 
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Fig. 24 Electroforesis en gel de acrilamida de diferentes 
muestras de orina de los grupos normal (N), deficiente (-) y en 
exceso(+) de los d1as control (C), 7 (07) y 22 (022). 
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Fig. 25 Análisis densitométrico de la fig. 40, grupo control: a) 
normal, b) exceso, e) deficiente; grupos con SN d) dla 7 normal, 
e) dia 7 exceso, f) dia 7 deficiente, g} dia 22 narro.al, h) dia 22 
exceso, i) d1a 22 deficiente. 
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Fig. 26 UREA EN SUERO 

CONTnOL DIA 7 DIA 22 

DIAS DE ESTUDIO 

1!1111 NORMAL t:S:J DEFICIENTE Cl EXCESO 

• P • 0.001 vs. normr.I: e • P • 0.001 vs control 

Flg. 27 CREATININA EN SUERO 

(mg/dL) 

0.5 

0.3 

0.2 

CONTROL Dll. 7 DIA 22 

DIAS DE ESTUDIO 

1111 NORMAL E.J DEFICIENTE L~~~ EXCESO 

• P • 0.05 1 a• P • 0.05, b • P • 0.001 
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Estaa alt~raciones funcionales están apoyadas por los 

hallazgos histológicos renales en estas ratas. Los glomérulos 

renales de las ratas con SN (dia 7) con las tres dietas mostraron 

diferenciás; las ratas con dieta deficiente mostraron pérdida 

completa de los procesos pedicclares de las células del epitelio 

visceral (fusión pedicelar), gotas lip1dicas y transformacifln 

microquistica y microvellosa de los podocitos (Fig. 28). En las 

ratas alimentadas con dieta normal se ob:;crvó fusión universal de 

los procesos pedicelares y transformación microvellosa del 

epitelio visceral (Fig. 29). En el grupo experimental tratado con 

dieta alta en VE y se se observaron menos alteraciones ya que 

solo se observó fusión parcial de pedicelos sin vacuolación en el 

citoplasma de pedacitos (Fig. 30). 

En cambio los niveles de VE fueron significativamente más 

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 3limentada con dieta 
deficiente en VE y Se y sacrificada 7 d1as después de la 
adminiotraci6n de ANP. Se observa fuRi6n total de pedicelos y 
gotas de 11pidos en el citoplasma de un·1 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 d1as después. Existe fusión de pedicelos y 
transformación microvellosa del epitelio visceral. X 10,000. 
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Fig. 10 Aspecto ultraestructural de un capilar glomerular de una 
rata nefr6tica alimentada con una dieta en exceso de VE y Se y 
sacrificada 7 d1as después de la administración de ANP. Se 
observa fusión de pedicelos con leve transformación microvellosa 
de las células epiteliales viscerales. X B, ooo. 
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FIG. 31 VITAMINA E EN SUERO 

CONTROL OIA 7 CJA 22 

llilll NORMAL [;:'.J DEFICIENTE C:::J EXCESO 

• P • 0.001 n. norr.ial • P • 0.001 va. control 
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El ANP indujo un aumento en la LPX renal significativamente 

mayor en el grupo con dieta deficiente el d!a 7 (3.6 veces). En 

el grupo con dieta normal tawbién aumentó la LPx en los dlas 1 (3 

veces) y 22 (1.9 veces), pero este aumento rué menor que el grupo 

con dieta deficiente. El grupo con dicta 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 d.ta 7 ( 1. 65 veces) y en las ratas con 

dieta normal los dias 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 no fueron diferentes del control (Fig. JJ). 

El ANP no indujo aumento en la LPx hepática en ninguno de los 

grupos. Sin embargo, esta disminuyó en los grupos con dieta 

normal y deficiente el dia 22 (Fig. 34). 

La actividad de la GPx hepática 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). 
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Flg. 32 LPx EN RlflON 

(nm\JI MDA/mg prot.} 

1.2 -~---------·-¡ 
0.8 

0.6 

-·· -~lb· 
CONTROi. DIA 7 DIA 22 

fl!lll NORMAL CiJJ DEFICIENTE C:::J EXCESO 

• P • 0.05, •• P • 0.005, ••• P • 0.001 u. nc11m1I • P < 0.05 b P • 0.001 

Flg. 33 ACTIVIDAD DE GPx EN Rlf'lON 

300 

200 

100 

CONTROL DIA 7 DIA 22 

11111 NORMAL ¡;;;::;¡DEFICIENTE 0 EXCESO 

• P • 0.001 o. norrul 
1

P • 0.001 u. con!tol 
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Flg. 34 !...Px EN HIGADO 

(nmol MDA/mg prot.) 

0.2. -----

• ..... * ··----1 
0.15 

0.1 

o.os 

CONTROL OIA 7 DIA 22 

1111!1 NORMAL f.l.CTl DEFICIENTE c::J EXCESO 
• p l 0.02, •• p • 0.01, ••• p • 0.005, •••• p ' 0.001 . . 

P•0.0011 P•D.001 n.conlrol 

Flg. 35 ACTIVIDAD iJE GPx EN HIGADO 

300 

... 
200 T 

1 100 

DIA 7 DIA 22 

El NORMAL L-::::::J DEFICIENTE ~ ."J EXCESO 

'p '0.05, '' p 1 Q.02, ''' p < Q.QQj VI.""''"•! Q p 1 0,05 U, COl'llrOI 
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La LPx en ~orazón fué mayor en el grupo deficiente (Fig. 36). 

En el grupo en exceso l~ LPx en corazón aumentó solamente el 

día 7 (4 veces), mientras que los grupos normal y deficiente no 

mostraron cambios. 

La actividad de la GP>c en corazón aumentó en el grupo 

deficiente el día 7 (5.4 veces), sin embargo a pesar de este 

aumento, tué el grupo con menor actividad de GPx (Fig. 37), 

mientras que el grupo con exceso de antioxidantes tuvo la mayor 

actividad de la GPx durante SN, siendo significativ~mente mayores 

que el control los dias 7 (1.5 veces) y 22 (1.5 veces). El grupo 

normal no presentó cambios. 

t.a LPx en pulmón se elevó 2 veces en el din 7 on los tres 

grupos experimentales (Fig. 38). Los tres grupos regresaron a 

valores control el d1a 22. 

La actividad de la GPx en pulmón se mantuvo baja en el grupo 

deficiente en el d1a 7, y disminuyó significativamente el d1a 22 

(O. 32 veces); el grupo en exceso al principio mostró una elevada 

actividad de la GPx (Fig. 39, control), y el d!a 7 disminuyó 

su actividad (Fig. 39 d1a 7) hasta llegar a los niveles del grupo 

normal en ese mismo d1a, sin embargo, aumentó significativamente 

el d1a 22 (1.6 veces), siendo el grupo con mayor actividad 

enzim.1tica para ése dla (Fig. 39, dia 22). 
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Fig. 36 LPx EN CORAZON 

CONTROL DIA 7 DIA 22 

1!111 NORMAL [2] DEFICIENTE l. \EXCESO 
a 

• P • 0,001 "'· nor1,,.1 P • 0.00\ ~• con\t<>I 

• p. 0.02 
•• p • 0,025 

FIG. 37 ACTIVIDAD DE GPx EN CORAZON 

CONTROL DIA 7 DIA 22 

lll'lil NORMAL f:::'.1 DEFICIEIHE 1_··1 EXCESO 

••• p. 0.001 a b e 
P ' O.OS P ' 0.025 P < 0.001 n. cantlo1 
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Flg. 38 LPx EN PULMON 

(nmol MOA/mg prot.) 

0.14. 

0.12 

.1 

!11111 NORMAL [~;']DEFICIENTE t-] EXCESO 

- p 1 0.025 ; •• p j 0.01 : ••• p • 0.001. 8P • 0,05 bp • 0.01 ºp • o.oos 

Flg. 39 ACTIVIDAD DE GPx EN PULMON 

CONTROL DIA 7 DIA 22 

li'llll NORMAL r.C:J DEFICIENTE LJ EXCESO 

• P e 0.01 ¡ •• P e 0.001. v.."º""'! a P e 0.001 ~•. conltol 



La LPx en cerebro se elevó en el grupo deficiente antes de la 

inyección del ANP (Fig. 40, control); después d~ la inyección de 

ANP, la LPx se elevó 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 d1a 22 no fueron diferentes del control. 

La LPx en testiculo en los grupos normal y en exceso se 

mantuvieron en niv~les control en las di as 7 y 22. La LPX en 

testI.culo fué más alta e11 los grupos con dieta normal y 

deficiente, y menor en el grupo en exceso (Fig. 42). 

La actividad de la GPx en test1culo, no fué diferente entre 

los tres grupos antes de induc:lr el SN con ANP (Fig. 43, 

control), sin embargo los valores de GPx dü:;minuycron en los 

grupos normal (0.54 veces) y deficiente (0.42 veces) en el día 7. 

En el dia 22 no hubo diferencias significativas con respecto al 

grupo control. 
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Fig. 40 LPx EN CEREBRO 

(nmol MOA/mg prot.) 

o.os 

0.08 

0.02 

CONTROL DIA 7 OIA 22 

11111111 NORMAL Gi1J DEFICIENTE 0 EXCESO 

• b 
• P • 0.005 •• P • 0.001 va. norm•I. r • 0.01 P • 0.005 v1, control 
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10 

Flg. 41 ACTIVIDAD DE GPx EN 
CEREBRO 

(µmol NADPH/mln/mo prot.) 

CONTROL DIA 7 DIA ?.2 

1111111 NORMAL C3J DEFICIENTE 0 EXCESO 
• • o 

• p '0.001. p ~ 0.02 p '0.01 p. 0.005 VI. CBntiat 
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Fig. 42 LPx EN TESTICULO 

CONTROL OIA 7 DIA 22 

ll!B NORMAL C:J DEFICIENTE C:J EXCESO 

• p 1 0.025 1 .. p t 0.005 ¡ ... p • 0.001 

Flg. 43 ACTIVIDAD DE GPx EN TESTICULO 

fµmol NAOPH/mintmg prot.) 
60 r···--·· --· -
45 

11111 NORMAL r::.-;:i DEFICIENTE r-1 EXCESO . 
• P • o.el. •• P • ? "º' · riQrm.i/, P · 0.0()5 va. control 



VII. DISCUSION 

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 aparición de la proteinuria 

(d1a ~), todos lo~ tejidos estudiados mostraron un aumento de la 

LPX 1 lo cual sugiere que el estrés oxidativo se inicia a partir 

de la inyección del ANP (dta 1). 

Cabe sei\alar, que el tejido que sa mantuvo consto.ntemente bajo 

el estrés oxidativo, fué el ri~Sn (o.umento de la LPX los dias 1-

10); éste hecho apoya la idea de que este órgano es el principal 

blanco de la oxidación. 

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 1 aunque se esperaba que los ni veles de GPx renal 

se mantuvieran altos debido al constante estrés oxidativo en este 

órgano, esto no sucedió, lo cual puede de.berso a que los niveles 

de Se disminuyeran debido a la proteinuria. Otro hecho que apoya 

esta idea es que los niveles de LPx hepática aumentaron 

principalmente en el di.a 2 lo que indujo que la actividad de la 

GPX se disparara en el dia 3 1 pero una vez más 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. corazón en los dias J y 4, 

probablemente se debe a una caida en la actividad de la GPX <:in el 

dia 4, lo cual también puede explicar la disrninuci6n de la 
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LPX del dla 5, ya que existe un aumento en la actividad de la GPX 

en ese mismo dla. 

La LPx en pulmón se mantuvo constantemente alta de los d1aG 1-

s, y posteriormente el dla 10, estos cambios parecen deberse a 

que los niveles de GPx no aumentaron sino hasta el dla 5 y 

logrando asl una disminución del estrés oxidativo los dias 6 y B, 

sin embargo la actividad de GPx cayó a valores normales en el dia 

B hasta el final del estudio, y, al parecer el estrés oxidativo 

no se eliminó totalmente ya que la LPx aumentó nuevamente el dla 

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 dlas 

y B. 

En el testiculo es posible que los altos niveles de LPX 

induzcan el aumento de loF niveles de GPK, sin embargo, 

nuevamentfl decaen los ni veles do la GPx a pesar de que los 

niveles de LPx son altos. 

Se sabe que existen numerosos f actorcs que en un momento dado 

pueden contribuir a un aumento o a una disminución de la LPx. 

Estos pueden ser: 

1) La regulación diferencial de las enzimas antioxidantes en 

respuesta al estrés oxidativo como se dernoGtr6 en células 

epiteliales del tracto respiratorio (84). 

2) La distribución tisular de las enzimas antioxidantes (85-BB). 

3) La cantidad de productos generados por la oxidación, que 

pueden activar o suprimir a los mecanismos enzimáticos 

antioxidantes (88). 
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4) La relación entre la expresión de las enzimas antioxidantes y 

la edad del organismo ( 89) . 

5) El efecto de la restricción de los alimentos sobre la 

expresión de las enzimas antioxidantes (90,91). 

En base a los resultados de este trabajo, la variación en el 

comportamiento de la LPx y en la actividad de la GPX pueden 

deberse a: 

a) La regulación diferencial de las enzimas antioxidantes que, a 

pesar de que solamente se midió la actividad de la GPx, se pudo 

apreciar una actividad diferencial en cada tejido, esto es riñón 

~ higado > pulmón ~ corazón > testículo > cerebro, lo cual 

concuerda con loo datos reportados por Behne y Wolters (92) en 

donde muestran las mismas proporciones de actividad enzimática en 

condiciones normales. 

b) La distribución tisular de las 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 

GP>C y SOD, lo cual hace a este órgano el más susceptible al daño 

oxidativo (93). 

c) La disposición de elementos necesarios para que el sistema 

antioxidarlte responda. Por ejemplo, la producción de glutatión 

reductasa (GR), glucosa-f-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH}, UADPH, 

etc., para la enzima GPx. ya que los niveles de estas enzimas o 

elementos aumentan bajo estrés oxidatlvo (91) ¡ también la 

distribución de Se como fuente primordial para la actividad de la 

GPx, que aunque no se conoce .con exactitud si durante el SN se 

pierde este compuento, 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, asl como una disminución en los elementos de 

retroalimentación de este mecanismo antioxidante enzimático. 

d) La cantidad de VE presente tanto en tejidos corno en sangre 

antes y durante el estrés oxidativo. 

e) Se sabe que durante el SN los eritrocitos presentan 

anormalidades lipldicas que pueden ocasionar una sensibilidad 

anormal a la lipoperoxidaci6n (94) debido a un aumento en la 

viscosidad celular (95). 

f) Otro punto importante es que los organismos mantienen seguros 

a iones tales corno Fe y Cu firmemente unidos en proteínas de 

almacenaje para esos iones, o en proteínas de transporte 

(96). 

Los iones de Fe unidos a la transferrina no pueden estimular 

la LPx o la formación de radicaleR OH". oe igual manera pasa con 

los iones de cu, ya que están unidos a proteínas que circulan en 

el plasma tales corno la ceruloplasmina o la albúmina (97). 

La importancia de la capacidad de secuestro de estos iones se 

ha estudiado en pacientes que sufren de diabetes, daño hcp5tico 

y otros problemas, y se ha demostrado que esta capacidad es una 

importante defensa antioxidante (97-100). 

g) El efecto ILe.:r gg del ANP que en estudios anteriores se ha 

sugerido que produce radicales hidroxilo, super6xido y peróxido 

de hidrógeno durante su degradación ( 16-18) • 

Además, este trabajo apoya al menos la presencia de la especie 

reactiva H2o2 , ya que los niveles de actividad de GPx se ~levan, 

sugiriendo que esta especie puede desempeñar un papel muy 

importante en e! daño tisular inducido por el ANP (100). 
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II. ESTU!JIO CON DIFERENTES DIETAS DF, ANTIOXIDANTES: 

Las datos presentados en el estudio con diferentes dietas de VE 

y Se demuestran que la · deficiencii". y el exceso de estos 

antioxidantes en la dieta modifican sustancialmente la intensidad 

del SN inducido por ANP en ratas. La dieta baja aumentó y la 

dicta en exceso disminuyó el daf\o renal en estas ratas. Estas 

resultados son posiblemente consecuencia de los cambios en el 

estado basal de la oxidación renal y por lo tanto la capacidad 

antioxidante como ne demuestra en los cambios de la actividad de 

la GPX y de la lipoperoxidación, como consecuencia de las 

diferencias en la ingestión de VE en las dietas. A pesar de los 

cambios en la actividad de l& GPX y de la LPx renal en las ratas 

sin ANP (ratas control) la histología renal, la proteinuria y las a. 

protelnas en suero asi como la urea y la creatinina séricas, no 

fueron diferentes. Estos datos indican que la función y la 

estructura renal basal no se alteran con los diferentes 

contenidos de VE y Se en l~ dieta, al meno5 durante las cuatro 

semanas en que los animales recibieron estas dietas. Estos datos 

concuerdan con los de Nath ~ ª1...i_ (72) quienes no encontraron 

alteraciones funcionales ni estructurales renales a las cuatro 

semanas rte dieta baja en VE y Se, sino que estas se prescnturon 

solo después de 9 semanas. 

Las diferencias en la estructura y función renal se hicieron 

evidentes sólo en las ratas nefróticas. Estos datos indican que 

la inyección del ANP constituye un rete JXidante al tejido renal 

probablemente debido al aumento en la producción de radicales 

libres de oxigeno como sugieren otros autores (16-22). De hecho, 

la LPx tisular aumentó en las ratas Jlefróticas 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 reperfusión aumenta por la deficiencia de 

VE y Se en la dieta. Este modelo de isquemia y reperfusión se 

caracteriza por un reto oxidante al tejido renal. 

El análisis electroforético de las prote!nas urinarias 

demostró que no hubo diferencias cualitativas pero sl 

cuantitatiV6S lo que sugiere que tanto la VE como el se 

protegieron al .cifión. Nagase, Kumagin y Honda (101}, 

reportaron que la proteinuria se puede suprimir con dipiridarnol 

en la nefrosis con ANP, ya que esta sustancia suprime la 

excreción de albúmina; d~ una manera diferente, pero análoga, la 

VE y el Se al proteger al riii6n, disminuyeron la cantidad de 

proteínas excretadas, lo cual incrementó la protección en los 

tejidos de las ratas con dieta en exceso. 

Se ha observado que el uso de antinefrlticos tales como el TJ-

8014 disminuye la nefrosis inducida por el AHP (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 metabolizaci6n del ANP se generan gran cantidad de radicales 

libres. 

Los hallazgos reportados en este trabajo enfatizan la 

importancia de los constituyentes de la dieta en la respuesta al 

ANP. Estudios anteric.res han demostrado que la disminución de las 

proteínas en la dieta (102,103) y el consumo de aceite de pescado 

(104 ,105) protegen, mientras que la dieta alta en colesterol 

(106} aumenta el daño renal en la nefrosis experimental. Este 
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estudio sefiala que otras modificaciones en la dieta, como la 

cantidad de Se y VE, son en parte determinantes del deterioro 

funcional y estructural de·la respuesta al ANP en ratas. 

El hecho de que a pesar de que la dieta alta en VE y Se 

protegió a las ratas de la LPx tisular, pero no desapareció 

totalmente la proteinut'ia, puede deberse a que la VE suprime la 

formación de 4 HN aunque no tanto la formación de MOA (107). Por 

otra parte, el transporte de VE se altera ya que como es 

transportado por las lipoprote1nas 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 distribución en 

los tejidos (lOB) aumentando de esta manera el riesgo del ataque 

por radicales libres a las células pobres en VE, de manera 

parecida a las células sangu!neas (94, 95). La presencia de VE 

antes y durante el estré.s oxidativo es muy importante, ya que de 

ello depende que el tejido sufra en mayor o menor grado un daño 

oxidativo. También la capacidad de retenci6n por parte del tejido 

es vital. Se ha observado que ol contenido de VE aumenta en 

diversos tejidos bajo una exposición 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 mayor la de los tejidos de las ratas 

alimentadas con una dieta en exceso de antioxidantes hayan tenido 

niveles bajos de LPx en la mayor!a de los tejidos estudiados, 

puede deberse a que: 

1) La VE y el Se actuaron at..rapando radicales formados por el 

ANP. 

2) La VE y el se indujeron que las ratas perdierc;.n menos cantidad 
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de albúmina, por lo tanto, independientemente de la cantidad de 

VE y de Se que ingirieron, al perder menos albúmina y otras 

prote!nas transportadoras de sustancias antioxid~ntes (Cu), 

aumentaron lct capacidad defensiva del organiomo contra estos 

radicales libree generados por el ANP (96). 

Esto se hizo evidente, al analizar cortes de riñón al 

microscopio electrónico de estas ratas, pues las ratas 

alimentadas con una dieta en exceso de VE y Se, tuvieron rnenos 

alteraciones estructurales que las ratas alimentadas con una 

dieta normal o con dieta deficiente. 

Todos estos hallazgos justifican la realización de más 

estudios con VE y Se más otros elementos antioxidantes que de 

alguna manar.a logren atrapar y tnetabolizar rápidamente los 

radicales generados por el ANP, sin alterar a gran escala el 

metabolismo normal del organismo pero s! de las defensas 

antioxidantes; por ejemplo la investigación de los niveles da 

ceruloplasmina en ratas con ltts tres dietas u otras proteínas 

transportadoras de sustancias antioxidantes. 

En resumen los hallazgos de cs~e trabajo son compatibles con 

la hipótesis de que los radicales libres de oxigeno están 

involucrados en la patogénesis del síndrome nefr6tico inducido 

con aminonucle6sido de puromlcina. 
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VIIX. CONCLUSIONES 

1. El principal blanco del estrés oxidativo en SN experimental 

inducido con ANP en ratas es el rifi6n, sin embargo otros tejidos 

también muestran estrés oxidativo después de la inyecci6n del 

ANP. 

2. Los niveles de LPx y la actividad de la GPx aumentan en varios 

tejidos, incluyendo el rifi6n, en este modelo experimental. 

3. Los datos demuestran que la deficiencia de VE y Se en la dieta 

aumenta el deterioro funcional y estructural observado en las 

ratas con SN inducido por ANP con un incremento simultáneo en la 

LPX renal. 

4. Lac ratas alimentadas con exceso de antioxidantes tienen 

menores alteraciones funcionales y estructurales renales y no 

presentdn elevación 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 capaciüad atrapadora de oxidantes del riñón y hace al órgano 

más vulnerable o resistente al daño por ANP. 

6. Este trabajo apoya el papel de las especies reactivas de 

oxigeno en el SH inducido ce.in ANP y justifica la investigación de 

dietas con diferente contenido de antioxidantes en otros modelos 

experimentales de daño renal, esto puede ser con vitamina A y e + 

VE y Se. 
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