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La juventud es algo mas que una etapa de
la vida. Es una actitud mental frente a ella.
Ser joven es tener temple en ia voluntad,
calidad y altura en la imaginacion, vigor en
las emocicnes.

Solo seremos vigjos cuando hayamos
perdido nuestros ideales.

Seremos jovenes en la medida de nuestra
fe, de la confianza en nosotros mismos, y
en tanto !a esperanza aliente nuestro
animo.

Mientras nuestro corazbn sea capaz de
recibir mensajes de belleza, de alegria y
de entusiasmo, seguiremos siendo
jévenes. Solo habremos envejecido si al
corazén lo cubren las nieves del
escepticismo y los hielos de la derrota.

Douglas MacArthur

&Y que es trabajar con amor?

Es tejer la tela con fibras sacadas de vuestro corazén,

s como si vuestro ser mas amado tuviera que vestirse con esa tela.

Es construir una morada con carifio y embellecerla comoe si

fuese para albergar al ser mas amado.

Es como poner |a semilla con temura y cosechar con

regocijo, como si el fruto fuese para alimentar al ser mas amado.

Es fundir a todas las cosas que credis un soplo de vuestro propic espiritu.
Gibran Jalil Gibran



El mundp anda siempre en busca de hombres que no se vendan;
de hombres honrados, sanos desde el centro hasta la periferia,
integros hasta el fondo del corazén.

Hombres de conciencia fija e inmutable como la aguja que marca el norte.
Hombres que defiendan la razén aunque los cielos caigan y la tierra tiemble,

Hombres que digan la verdad sin temor al mundo.
Hombres que 0 se jacten ni huyan; que no flaqueen ni vacilen.

Hombres que tengan valor sin necesidad de acicate. Hombres
que sepan ko gue han de decir y lo digan; que sepan cuél

es su puesto y lo ocupen; hombres que conozean su trabajo
¥ su deber y lo cumplan.

Hombres que no mientan, ni se escurran ni rezonguen, hombres que quieran comer sdlo o
que han ganado y que no deban Io que llevan puesto.

O. Sweet M.
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RESUMEN

Antecedentes: Se ha demostrado gue la hipercolesterolemia (HC) y, de manera
particular, la lipoproteina de baja densidad oxidada {[.DLox), son factores importantes
eh el desarrollo de la disfuncidon endotelial. En el sindrome nefrético (SN) la
dislipidemia mas frecuente es el incremento en los niveles del colesterol de LDL.
Existen datos que muestran la alteracién en la relajacion vascular dependiente de
endotelio, en el SN del ser humano y del inducido experimentaimentse; sin embarge, no
se ha estudiado el efecto de ias subclases {famaiio) y la susceptilididad a la oxidacion
in vitro de LLDL sobre la disfuncidn endotelial presente en esta enfermedad renal.
Objetivo: Investigar la relacion de la disfuncion endotelial con las subclases y
susceptibilidad a la oxidacién de LDL en ratas con SN con o sin deficiencia de ios
antioxidantes vitamina E (vitE) y selenio (Se} en la dieta,

Material y métodos: Se estudiaron cuatro grupes de ratas macho Wistar: testige
alimentados con dieta habitual (T), testige alimentado con dieta deficiente en vitE y Se
(Tdef), SN alimentado con dieta habitual (SN) y SN alimentado con dieta deficiente en
vitE ¥y Se (SNdefl. La nefrosis, inducida por ia administracién subcutanea de
aminonucledsido de puromicina {(ANP), y la alimentacién con la dieta deficiente en
antioxidantes se iniciaron en forma simultdnea. En la semana 9, los animales se
sacrificaron por decapitacion. En el suerc se determinaron los niveles de albimina,
creatinina, proteinas totales, vitE, glucosa, colesterol total (CT), triacilgliceroles (TG),
colestercl de la lipoproteina de alta densidad (c-HDL), colesterol de la lipoproteina de

baja densidad {c-LDL}, subclases y susceptibilidad a la oxidacién de LDL. Se calculé la
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relacion molar vitamina Efc-LDL (vitE/c-LDL) como un indice def contenido antioxidante
del c-LDL. Las subclases de LDL se determinaron por electroforesis en gradiente de
poliacrilamida y condiciones no desnaturalizantes. La susceptibilidad a la oxidacion de
L.DL se midié por la técnhica de Esterbauer modificada. Se empled |a duracidn de la fase
de latencia (minutos), definida como el intervalo entre |a adicidn del sulfato de cobre v
el inicio de oxidacion rapida, como indice de la susceptibilidad a la oxidabilidad de LDL.
La concentracion de vitamina E se midié por cromatografia liguida de alta resolucion
(HPLC). La funcionalidad endotelial se evalud mediante el anélisis de las respuestas
de anillos de aorta tordcica precontraidos, a la administracidn de concentraciones
crecientes de acetilcolina (Ach) o carbacol (Car). Los resultados se expresaron como
concentracion efectiva 50 (CEsq) y porcentaje de relajaciéon maxima.

Resultados: Los animales con SN presentaron hiperlipidemia con elevacion de los
niveles séricos de CT, TG, c-HDL y cLDL. La relacién molar vitEfc-LDL fué
significativamente menor en las ratas SNdef (25.52 x 10™), Tdef (165.66 x 10™) y SN
(268.81 x 107) con respecto a la de los testigos (617.55 x 10 p<0.001). En
comparacion con los testigos, |a relajacion dependiente de endotelio inducida por Ach
o Car fue significativamente menor en los animaies nefrdticos. En las ratas SN y SNdef
se observé disminucién significativa de la duracion de la fase de latencia (11.82 min. y
12.92 min., respectivamente), con respecto a la observada en los grupos Tdef y T
(26.76 min. y 36.68 min., respectivamente). No se encontraron diferencias en las
subclases de LDL entre los grupos estudiados. El analisis univariado mostré que la
respuesta de relajacion vascular dependiente de endotelio, inducida por Ach o Car, se

asocié con aumento de la susceptibilidad a la oxidacion de LDL expresado por
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disminucion en la duracién de la fase de latencia (r = -0.5621, p<0.01 y r = -0.5007,
p<0.01, respectivamente) y con una menor refacidn molar de vitE sérica por colesteroi
de DL (r = 06415, p<0.01 y r = -0.5034, p<0.01, respectivamente). La fase de
latencia y el colesterol de LDL fugron las Unicas variables que se asociaron en forma
independiente con la relajacién vascular dependiente de endotelio inducida por Ach y
Car, respectivamente.

Conclusiones: Estos hallazgos sugieren que la disfuncidn endotelial del SN es
consecuencia del aumento en ia susceptibilidad a 1a oxidacion de LDL, secundaria a la
deficiéncia en agentes antioxidantes, y no a cambios en el tamafio de la particula de la

lipoproteina de baja densidad.
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ANTECEDENTES

1. Sindrome nefrético, caracteristicas y cambios en la permeabilidad capilar

En el sindrome nefrético (SN) la pérdida de la permeabilidad capilar selectiva da lugar
a proteinuria,’ [a cual provoca desequilibrio en las velocidades de sintesis vy
catabolismo de las proteinas plasmaticas? Ei SN se caracteriza por proteinuria,
hipoalbuminemia, edema, hiperlipidemia (HLP), lipiduria y ©estado de
hipercoagulabilidad.® Estas alteraciones sistémicas son responsables de gran parte de
la morbimortalidad de esta enfermedad. L.a HLP, presente en 70-100% de los pacientes
con SN,* se caracteriza por elevacion de los niveles de triacilglicerotes (TG), colesterol
total (CT), colesterol de la lipoproteina de baja densidad (c-LDL) y colesterol de la
lipoproteina de muy baja densidad (c-VLDL).>® Las concentraciones de la lipoproteina
de alta densidad {HDL) pueden ser normales, sin embargo las subclases de HDL
presentan una distribucion anormal con reduccidn en los niveles de HDL; € incremento
de HDLs.*>" Estas anormalidades lipoproteicas aumentan el riesgo de aterosclerosis
(AE)Y vy, particularmente, de enfermedad arterial coronaria (EAC). Un estudio
prospectivo, controlado, con seguimiento a 5 afos demostréd un aumento de 5 veces en
el nimero de eventos coronarios en 143 pacientes con SN cronico en comparacion con
sujetos control apareados por sexo y edad® Ademas, se ha mostrado relajacion
vascular dependiente de endotelio anermal, en el SN del ser humano® y en el inducido
experimentalmente.'®""

Los modelos experimentales de SN también presentan HLP®. Uno de los mas

empleados es el inducido con aminonucledsido de puromicina (ANP) que se
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caracteriza por niveles elevados de todas las fracciones de lipoproteinas.®***? Ademas
de ser un importante factor de riesgo para el desarrolio de EAC, la hipercolesterolemia
(HC) del SN parece estar involucrada en el inicio y progresion de dafio glomerutar.™ En
ratas con nefrectomia unilateral, el aumento de colesterol dietario provocd HC vy
progresidn de la enfermedad renal.’ En este modelo experimental el tratamiento con
p‘robucoi, agente antioxidante, redujo la proteinuria, mejord el perfil de lipidos™ vy
disminuyd el desarrollo de Ia glomeruloesclerosis focal y segmentaria.® En el SN
experimental, el analisis histoldgico de los depdsitos en los glomérulos reveld la
presencia de colesterol y fosfolipidos. Ademas, con técnicas inmunohistoquimicas se
ha demostrado la presencia de LDL oxidada {LDLox) en glomérulos de ratas con

glomeruloesclerosis focal.”

2. LDL oxidada, efectos sobre la funcién endotelial

El exceso de LDL circulante y el mayor tiempo de residencia de estas particulas en el
compartimento intravascular, asi como su mayor penetracion al espacio subendotelial,
favorecen la modificacidn oxidativa de sus componentes lipidicos y proteicos. fn vivo,
se generan grandes cantidades de radicales libres, durante diversos procesos
fisiopatoldgicos, capaces de producir lipoperoxidacion. Ademas, los macrofagos, las
células endoteliales y de musculo liso pueden participar en la lipoperoxidacion de los
4cidos grasos poliinsaturados (AGPI) de la LDL."®® Iniciaimente, los antioxidantes
lipofilicos previenen la modificacion de la lipoproteina; sin embargo, cuando los
antioxidantes se consumen, los AGP| se oxidan y se forman hidroxiacidos reactivos.

Hasta este momento, la estructura de la apolipoproteina B100 (apoB100) se encuentra
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intacta y la particula se considera "minimamente medificada”.?' Una vez establecida, |a
lipoperoxidacion se autocataliza y da lugar a una reaccién en cadena, con cumulo de
gran cantidad de productos de lipoperoxidacién que reaccionan y modifican
covalentemente los residuos de aminoacidos de la apoB100, provocando la
disminucion progresiva de la carga positiva de la particula.”? Los nuevos epitopes ya
no son reconocidos por el receptor natur‘al de LDL y ia LDLox es captada con avidez y
en mayor cantidad por el receptor atipico (“scavenger’) de los macrofagos.'**® A
diferencia de los receptores naturales de LDL, los receptores atipicos carecen de la
capacidad de regularse a la baja, en consecuencia, fa captacion de grandes cantidades
de LDL modificada transforma a los macrGfagos en células espumosas que al
acumularse forman la llamada estria grasa, considerada como la lesion inicial de la AE.
La oxidacién confiere citotoxicidad y aterogenicidad a la particula de LDL."*® La

exposicidn vascular local a LDLox in vivo promueve el engrosamiento de la intima e

inhibe la relajacién vascular mediada por endotelio.®

3. Funcién endotelial y su modulacidn por los antioxidantes

La fisiologia normal de la pared vascular depende de la presencia de un endotelio
funcionalmente intacto, capaz de modular el tono vascular iocal y prevenir la
trombosis.?* El endotelio regula el intercambio de agua y moléculas pequefias entre la
sangre y el intersticio, participa en el control de trombosis y trombolisis, modula las
interacciones del vaso con plaquetas y leucocitos, regula el tono y crecimiento
vascular, Las células endoteliales son capaces de detectar los cambics en fuerzas

hemodinamicas y responder a estimulos fisicos y quimicos mediante la sintesis de una
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gran variedad de moléculas vasoactivas y tromborreguladoras asi como a factores de
crecimiento.” El dxido nitrico (NO) se genera en la células endoteliales por {a oxidacion
de la L-arginina a L-citrulina en una reaccion estereoespecifica catalizada por la
sintasa del éxido nitrico endotelial. El NO liberade por el endotelio difunde al interior de
las células del musculo liso, donde la interaccidn con el atomo de fierro del grupo hemo
de la guanilato ciclasa activa a esa enzima y favorece el incremento de GMP ciclico®®
y la reduccién de calcio intracelular, produciendo fa relajacion vascular.® Ademds, el
NO inhibe la agregacién y adhesion plaquetaria a la pared de los vasos sanguineos. El
NO tiene una funcién importante en el sistema cardiovascular mediante la modulacion
de la vasomocion y hemostasis. E| dafio endotelial, ya sea provocado por un trauma
fisico 0 por una lesidn a nivel celular, se considera actualmente como un evento
potencialmente iniciador de la aterogénesis. Aln en animaies normocolesterolémicos,
el dario fisico al endotelio puede originar la formacion de lesiones aterosclerosas.” Las
alteraciones en la fisiologia endotelial se han involucrado tanto en la AE temprana
como en el progreso de la enfermedad.® El enlace biologico entre el dao endotelial y
la AE quiza esté relacionado con una disminucion en la biodispenibilidad del NO, que
puede predisponer a la adhesién plaguetaria y de leucocitos, a la vasoconstriccién y
proliferacién de células del musculo liso.?' En modelos experimentales para AE, HC,
hipertensién (HTA) y diabetes, se ha demostrado que la disminucion de NO junto con el
aumento en los niveles del anidn superoxido, parecen ser las causas de |la disminucion

en la actividad del agente vasorrelajante.” El incremento de radicales libres en la

pared vascular generados por la LDLox pueden oxidar al NO a nitritos, nitratos y

15



peroxinitritos, provocando una mayor formacion de radicales libres y la activacion de

citocinas,” lo cual se traduce en disminucién de 1a relajacién dependiente de endotelio.

-4, Susceptibilidad a la oxidacién de LDL

Las LDL son particulas heterogéneas en tamarno, densidad, carga eléctrica y
composicidn. Las técnicas de electroforesis y ultracentrifugacion permiten separar a la
LPL en dos o mas fracciones que difieren en composicion, densidad, tamafio y peso

28,29

molecular. Las particulas mas pequefas y densas son mas susceptibles a la

oxidacion. ' La vitamina E (VitE) y el selenio (Se) son factores importantes en la
proteccion de los lipidos contra la oxidacion.® La vitE se encuentra estructuralmente
incorporada en la LDL'**** y actia como un antioxidante intrinseco que impide la
fransferencia de elecfrones involucrada en el inicio y propagacibn de la
lipoperoxidacion.® El Se es un cofactor necesario para la sintesis y actividad de la
glutation peroxidasa, enzima responsable de la detoxificacion de los peroxidos
organicos capaces de oxidar a las lipoproteinas® La capacidad para resistir la
medificacion oxidativa depende, entre aotros factores, de la cantidad de antioxidantes
presentes en la LDL. La suplementacidén con vitE incrementa el contenido de este
antioxidante en ia particula y aumenta su resistencia a la oxidacion.*

Los métodos empleados para investigar la oxidacion de la LDL pueden dividirse en dos
categorias: a) la evaluacion de la susceptibilidad a la oxidacién in vitro de |la particula
aislada y b) la deteccién de la LDLOX in vivo. Para investigar la oxidabilidad de la LDL,

la lipoproteina aislada se enfrenta a estimulos pro-oxidantes.‘" La cinética de oxidacidn

se puede medir por la formacién de dienos conjugados® y sustancias reactivas al acido
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tiobarbitarico,® por el desarrollo de fluorescencia™> y por cambios en la mobilidad
electroforética de la apoB100.° La mayoria de los estudios clinicos han mostrado
mayor susceptibilidad a la oxidacién de la LDL, o bien, un incremento en la cantidad de
LDLox, en condiciones como la HC,™ EAC,*' HTA,* tabaquismo,® uremia,* disfuncion
endotelial®* y disminucién de la elasticidad de arterias.®® El suplemento con un
antioxidante como vitamina E, ademas de conferir a [a LDL mayor resistencia a la
oxidacion, ™7 mejora Ia relajacion vascular dependiente de endotelic en el humano®
y disminuye la progresién del dafio renal en la nefrosis experimental.®®®' Estos datos

apoyan la participacion de ia LDLox en e! inicio y progresion de la AE.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el sindrome nefrdtico, la dislipidemia mas frecuente es el aumento en las
concentraciones de ¢-LDL. Ademas de ser un factor de riesgo importante para el
desarrolio de EAC, la HC puede acentuar el dafio renal. Numerosos estudios han
demostrado que |la HC se asocia con incremento en la proporcion de LDLox, particula
toxica para los tejidos, especialmente el endotelio, én el que puede provocar alteracion
funcional evidente ain en aguellos casos en los que la morfologia de las células

endoteliales permanece normal.”

Existen reportes de alteracion en la relajacién
vascular dependiente de endotelio en pacientes® y animales con SN, anormalidad
probablemente inducida por la HC que acompafia a esta patologia. Las LDL son
particulas heterogéneas en tamafio y densidad.®®** Las particulas pequefas y densas
son mas susceptibles a la oxidacion.*®®' La susceptibilidad a la oxidacién de la LDL
depende, entre otros factores, de su contenido en vitamina E.2547

En la literatura no existe informacién sobre la relacion entre HC, subclases de LDL,

susceptibilidad a la oxidacidn de esta lipoproteina y alteracion de la funcién endotelial

en el SN del ser humano o en el inducido en el animal experimental.
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OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de las anormalidades lipoproteicas del
SN experimental sobre la relajacion dependiente de endotelio en ratas con y sin
deficiencia de antioxidantes en ia dieta, y la asociacion entre el tamafio y la

susceptibilidad a la oxidacion de 1a LDL con la disfuncién endotelial.

HIPOTESIS

La alteracidn en ia relajacion dependiente de endotelio en ratas nefréticas se asocia
con una mayor susceptibilidad a la oxidacién de LDL, que puede ocurrir como
consecuencia del incremento en la concentracién de ¢-LDL, de ia deficiencia de

vitamina E y selenio y del cambio en el tamafo de la particula de la lipoproteina de

baja densidad.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio experimental

Se usaron ratas Wistar macho recién destetadas {aproximadamente 30 g de peso).
Después de la ablactacion, los animales se alimentaron durante dos semanas con dieta
habitual (TD 84254, Teklad Premier L.aboratory Diets, Madison, Wis). Transcurrido ese
pericdo, los animales se asignaron en forma aleatoria a uno de los cuatro grupos:

1. Testigo con dieta habitual (T)

2. Testigo con dieta deficiente en vitamina E y selenio (Tdef)

3. Nefréticas con dieta habitual (SN)

4. Nefréticas con dieta deficiente en vitamina E y selenio (SNdef)
La induccion del SN e inicio de ia alimentacién con dieta deficiente en antioxidantes
(TD84253, Tekiad Premier [ aboratory Diets. Madison, Wis) fueron simultaneos. El SN
se indujo con inyectiones subcuténeas repetidas de ANP al 2% en NaCl al 0.85%
aplicadas los dias 0, 1, 2, 3y 4 (15 mg/kg peso) y con refuerzos los dias 16 y 38 (dosis
50 mgfkg peso). En las mismas fechas se inyectd a los animales testigo un volumen
similar del vehiculo (NaCl al 0.85%). Las ratas Tdef y SNdef se alimentaron con la dieta
comercial deficiente en ;.ritE y Se, mientras que los animales T y SN continuaron con la
dieta habitual. Los animales tuvieron libre acceso al agua y alimento. La composicidn
dé las dietas se muestra en las tablas 1 y 2. A la semana nueve de haber iniciado el
tratamiento, los animales se colocaron en jaulas metabdlicas para la recoleccion de
orina de 24 horas. Después de un ayuno de 12-14 horas las ratas se pesaron y

sacrificaron por decapitacion. Se recolecté sangre y el suero se abtuvo por
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centrifugacion a 2500 rpm (908 x g) durante 20 minutos, se adiciond EDTA (1 mg/mi de
‘suiero) como antioxidante y se almacend a -70°C hasta su uso. Se disecaron el
corazén, puimén, higado, bazo, rifidn y glandulas suprarrenales y se almacenaron a

-70°C para la determinacidn posterior de los niveles de vitE.

Tabla 1. Composicién de la dieta habitual y la deficiente en vitamina E y selenio

Dieta habitual Dieta deficiente de

Componente ) (o/Kg.) vitamina E y Se {(g/Kg.}
Levadura Torula 300.00 300.00
DL-metionina 3.0 3.0
Sacarosa £94.1283 595.4143
Manteca, sin tocoferol 50 50
Mezcla de minerales 50.0 50.0
Sulfato de manganeso (MnNSQH:0) 0.154 0.154
Suifato de cromo-potasio (Crk(SQ0,)z+12H20) 0.0193 0.0193
Acido p-aminobenzoico 0.1 0.1
Biotina 0.0004 0.0004
Vitamina Bya 0.05 0.05
Pantotenato de calcio 0.02 0.02
Citrato dihidrogenadoe de colina 1.0 1.0
Acido félico 0.002 0.002
Inositol 0.1 0.1
Complejo bisulfito sddico de menadione 0.015 0.015
Niagina 0.03 0.03
Piridoxina HCI 0.01 0.01
Riboflavina 0.01 0.01
Tiamina HCI 0.01 0.01
Vitarnina A {(paimitato en aceite de maiz) 0.06 0.08
Vitamina D, (en aceite de maiz 400,00 U/g) 0.005 0.005
Mezcla de sacarosa con 0.0445% de selenito 1238 e
Acetato de DL-alfa tocoferol 1000 L/g 0.05 —————e-
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Tabla 2. Composicién de la mezcla de minerales

Componente Formula g/Kg. de mezcla
Carbonato de calcio CaCO, 543.0
Carbonato de magnesio MgCO, 25.0
Sulfato de magnesio MgSO, 16.0
Cloruro de sodio NaCi 69.0
Cloruro de potasio KCI 112.0
Fosfato monobasico de potasio KHPOy 2120
Pirofosfato férrico soluble 20.5
Yodure de potasio Ki 0.08
Sulfato de manganeso MnSO4H,0O 0.35
Floruro de sodio NaF 1.0
Sulfate de aluminio y potasio AlK(S04)2+12H:0 0.17
Sulfato cuprico CuS0y, 0.80

Andlisis de laboratorio

Lipidos vy lipoproteinas

Las concentraciones séricas de CT y TG se determinaron por métodos enziméticos,
con reactivos de Boehringer Mannheim en un autoanalizador bicromatico Hitachi 705.
El colesterol de HDL se midid después de precipitar las lipoproteinas que contienen
apo B con fosfotungstato-MgCl.. Los valores de las lipoproteinas de baja densidad se
calcularon empleando la férmula de Friedewald modificada por Delong.™ Los
coeficientes de variacién fueron: intraanalisis de 0.43%, 0.89% y 1.72% e interanalisis
de 1.76%, 2.03% y 3.24% para CT, TG y c-HDL, respectivamente. Todas las

determinaciones se llevaron a cabo con un estricto control de calidad mediante la

22



participacion del laboratorio de Lipidos del Institute Nacional de Cardiologia en el
Programa de Estandarizacion del Centro de Confral de Enfermedades de Atlanta,
Georgia, E.U.A. Las mediciones se realizaron por duplicado. Los resultados se

axpresaron en mg/dl.

Glucosa, creatinina, albiming v proteinas fotales

La glucosa se midid por el método de glucosa oxidasa con reactivos de Boehringer
Mannheim en un autoanalizador bicromatico Hitachi 705. La creatinina y alblmina
séricas se determinaron por los métodos de Jaffé y verde de bromocresol,
respectivamente, en un autoanalizador llab 900 (Instrumentation Laboratory). Las
proteinas totales se cuantificaron con el método de Lowry ef. al.* Las determinaciones
se efectuaron por duplicado. Los resultados de‘glucosa y creatinina se expresaron en

mg/dl; ios de albumina y proteinas totales se expresaron en g/dl.

Vitamina E

La vitE tisular y sérica se midié por HPLC (Mitlipore, bomba de cambio de flujo manual
modelo 510) de acuerdo al métode de Huang vy Shaw®™ modificado. El tejido se
descongeld y homogeneizé en un amortiguador de fosfatos (0.01 M, pH 7.4). Aun 1.0
ml del homogenado se le adicionaron 2.0 ml de una solucién de 10 g/l de pirogalol en
alcohol absoluto y 0.3 m! de una solucién saturada 2.5 M de KOH, Los tubos tapados
se agitaron en vortex y se incubaron a 70°C en bafio Maria durante 30 minutos.
Después de ta sapoenificacién, los tubos se enfriaron en un bafio de hielo, se adiciond
1.0 mi de agua y 4.0 ml de n-hexano. Para el anélisis de vitE sérica, se mezclaron de
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0.3 2 0.5 ml de plasma con 2 ml de la solucidn de pirogalol, 1 mt de HCI concentrado y
6 ml de n-hexano. Los tubos, que contenian la muestra de tefido o de suero, se
agitaron en vortex por 2 minutos y después de la separacion se recuperd la capé
organica. Una vez evaporado el solvente, el residuo se disolvié en 0.6 ml de metanol.

Se inyeciaron 20 pl de muestra. Para la determinacion se utilizé una columna Novapak
C18 de fase reversa a una velocidad de fiujo de 1.0 mi/min {1800 psi} en condiciones
isocraticas y con metanol como fase mévil. El a~tocoferol se registré con un detector de
densidad dptica a 292 nm. Se utilizé «-tocoferol (USPC, INC No. catalogo 66760) para
elaborar una curva con las siguientes concentraciones 0.60, 3.01, 6.02, 1205 y
24.1 nmoles, El tiempo >de retencién del pico del a-tocofero) fue 3.68 + 0.025 minutos.
En tubos por separade se agregd una cantidad conocida de a-tocoferol para calcular la
recuperacion obtenida. La recuperacion de o-tocoferol varié de 94.31 a 100.46%. Se
utilizd el integrador Millipore maodelo 746 para procesar los datos. Las determinaciones
se hicieron por duplicado. En suero, los resultados de vitamina E se expresaron en

ngfml y en tejidos en nmoles de vitamina E par gramo.

Funcién endotelial

La funcidén endotelial se estudi® con una técnica previamente descrita.®® La aorta
toracica se extrgjo rapidamente. Después de eliminar el tejido conective, se cortd
transversalmente en anilios (3 mm de longitud), teniende especial cuidado para no
dafiar el endotelio; La funcionalidad del endotelic se evalud siempre analizando una
rata testigo y una nefrética con la misma dieta, En cada experimento se utilizé un par
de anillos de la parte central de la misma aorta. Cada uno de los anillos se suspendid
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horizontaimente en una cdmara para drgane aislado {volumen 5 ml), sujeto por dos
ganchos de Nichrom. Unc de ellos se fij a la pared de [a camara y el otro a un
fransductor de tensién isoméfrica (FT03, Grass Medical Instruments) conectade a un
poligrafo Grass modelo 79D. Los anillos se mantuvieron en solucién Tyrode {glucosa
4.5 mM, NaCl 118 mM, KH:PO, 1.2 mM, NaHCO3; 24 mM, MgSO.7H.C 1.2 mM, KClI
4.-'1' mi, CaClye2H,0 2.5 mi, pH 7.4} a 37°C y con burbujec constante de carbdgeno
(95% 02y 5% CO). Los anillos se sometieron a una tension inicial de 2 g y se
equilibraron durante 1 h. La tensidn se verifico constantemente en este periodo v,
cuando fue necesario, se reajustd a 2 g. Se obtuvieron curvas de concentracion-
respuesta a [a administracion de acetilcolina y carbacol. Los andlisis se realizaron por
cuadruplicado. La relajacion inducida por acetilcolina o carbacol se expresé como
porcentaje de reduccion de tension (relajacion) con respecto g 1a tension obtenida en

respuesta a norepinefrina o fenilefrina (0.2 pM), respectivamente.

Aistamiento da la LDL por ultracentrifugacion

De cada animal, 1 ml de suero que habia permanecido congelado y almacenado a
-70°C, se descongeld y utilizo para el aislamiento de la LDL a 10°C. La LDL se aislo
por ultracentrifugacion a 100,000 rp.m. (355,206xg) en la uitracentrifuga TL100
{Beckman). Brevemente, se ajustd la densidad del suero a 1.063 g/ml con bromuro de
potasio sdlido y se ultracentrifugd durante 4 horas. Terminada la corrida, se mezclaron
200 pl del sobrenadante con 676 ul de solucion salina isoténica (SSI) y se continud la
ultracentrifugacién durante 3 horas. Se recuperé el infranadante y se lavd con S8 por

ultracentrifugacidon durante 3 horas. En la preparacion de LDL se cuantifico la
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concentracion de proteina por el método de Lowry et afl*

Con objeto de disminuir el
tiempo entre el aislamiento y el ensayo para medir la susceptibilidad a la oxidacién, la

preparacion no se dializé™ .

Susceptibilidad a la oxidacién de la LDL

La susceptibilidad a la oxidacidn in vifro de la LDL se determind por el método descrito
por Esterbauer” con pequefias modificaciones. La LDL aislada se diluyd en
amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.4 (PBS), 0.16 M NaCl saturado con oxigeno, a
una concentracion final de 50 pg de proteina/ml. La oxidacion de la lipoproteina se
inicid mediante la adicion de una solucion recién preparada de CuSQs a una
concentracion final de 25 M, a 37°C. La cinética de oxidacion se monitoreé mediante
lecturas espectrofotométricas a 234 nm, para seguir la formacién de dienos
conjugados™®, Se registraron lecturas de densidad dptica (DO} cada 2 minutos,
durante 200 minutos. Con estos datos se consfruyd la curva de 1a cinética de oxidacion
y a partir de ella se calculd la fase de latencia (FL). La FL., definida como el intervalo
entre |a adicién del sulfato de cobre v el inicio de oxidacidn rapida, se determing por la
interseccidn de la recta de la linea basal con la tangente de la fase de oxidacion,” %
Los coeficientes de variacién intra e interensayo para la FL fueron 2.84% y 5.77%,
respectivamente. Los resultados se expresaron en minutos,

Se eligié la FL por que es una medicién reproducible y un marcador aceptable de |a
oxidabilidad de LDL.¥ La FL se relaciona con el contenido antioxidante de la LOL® que
fue ia caracteristica que nosotros buscamos médificar con la dieta deficiente en

vitamina E y selenio.
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Subclases de LDL

Las subclases de LDL se determinaron por el método de Krauss y Burke® modificado.
Brevemente, se corrié una electroforesis en gradiente del 2 al 14% de poliacrilamida,
en condiciones no desnaturalizantes y no reductoras. Se cargaron 10 i
{aproximadamente 5-10 pg de proteina) en cada une de los pozos. La electroforesis se
realizé durante 20 horas a 150 V. La solucién amortiguadora de corrida fue 0.08 M Tris,
0.08 M de acido bodrico y 0.003 M de EDTA-H,0, pH 8.3. Después de la separacion, el
gel se fijd durante 15 a 20 minutos en metanol/acido acéticofagua (45:10:45% viv). La
tincion se realizd con azul de Coomassie (0.1% piv) er; metanol/acide acéticolagua
(45:10:45 % vlv). Ei gel se decolord en metanol/acido acético/agua (45:10:45% viv) con
agitacion constante, hasta que los blancos quedaron transparentes. Los geles se
hidrataron en agua glicerinada al 1% y una vez secos se analizaron con un
densitometro (modelo 620 de Bio-Rad Laboratories Lid., U.K.) usando ¢! programa
Molecular Analyst, de Bio-Rad v. 1.1. Para la construccion de la grafica de calibracién
se utilizaron como estandares una cama de latex (38 nm) y de proteinas de alto peso
molecular (Pharmagcia): tiroglobulina (17 nm), apoferritina (12.2 nm) y catalasa (6.2 nm).

La grafica de calibracién se ajustéd a la mejor recta quedando una ecuacion cuadratica:

(y = 1 OblOH el bz eb[a]ex’ wb{a]ext

Los resultados se expresaron en nandmetros.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularon las medidas de tendencia central v de dispersién de las variables
centinuas. La diferencia global entre fos cuatro grupos estudiados se evalud con el
ANOVA paramétrico y no paramélrico (prusba de Kruskall-Wallis por rangos) en
funcion de la distribucion de la variable. Con la prueba de Scheffé (variables
paramétricas) o de U de Mann-Whitney {variables no paramétricas) se determiné entre
cudles grupos existian diferencias significativas. El logaritmo de la concentracién molar
del agonista necesaria para producir el 50% de la respuesta maxima (log CES0) se
calculd con el pagyuete Microsoft Excel para Windows 95 v. 7.0. La asociacion entre las
variables estudiadas se determind por el analisis de correlacion simple utilizando el
coeficiente de correlacion de Pearson para las variables de distribucidon normal y
prueba de Spearman para las de distribucidén no normal. La independencia de las
asociaciones se determind por analisis de regresion midltiple por pasos. Para todas las
pruebas se establecid el nive! de significado estadistico de 0.05. El andlisis estadistico

se realizd con el paguete estadistico SPSS v. 8.0.
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RESULTADOS

1. Caracteristicas generales

Las caracteristicas generales de los grupos estudiados se presentan en la tabla 3. El
aﬁélisis de varianza (ANOVA) paramétrico y ne paramétrico, reveld diferencias
significativas entre los grupos para el peso, proteinuria, proteinas totales y albimina.
De acuerdo a lo esperado, los animales nefréticos presentaron niveles mayores de
proteina en orina y concentraciones menores de albimina en suerc en comparacion
con los testigos. Los niveles de proteinas totales fueron significativamente menores en

las ratas SNdef al compararlas con los grupos restantes.

Tabla 3. Caracteristicas generales de los grupos estudiados

Grupos
Testigo Testigo Nefrética Nefrotica p
deficiente deficiente
n 15 17 8 10
Peso (g) 316.1:13.4 2869188  2450+11.2°  1924+138% <005
C. alimento (g/24 h} 23.543.5 20.72.1 20.1+1.8 16.911.2 ns
Proteinuria (mg/24h)  7.41+1.98  9.91£2.23 437.360.1%° 370.14426% <0.01
Proteinas (g/dl) 7.34+0.3 6.52+£0.15 6.7910.14 5.89£0.25°°  0.01
Albomina (g/dl) 3.2240.05 3.12+0.07 2.1740.12% 248:0.15™°  <0.01
Glucosa (mg/dl) 70.814.69 71.743.0 69.317.36 73.443.57 ns
Creatinina (mg/dl) 0.71+0.02 0:89&0.06 0.8040.05 0.77£0.04 ns

L_os datos estén expresados como media + error estandar, G, alimento = consumo de alimento. ns = no
significativo. a vs testigo, b vs testigo deficiente, ¢ vs nefrética,
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Las ratas SNdef fueron las de menor peso, seguidas por SN, Tdef y finalmente las T; el
consumo de alimento fue similar en los cuatro grupos y no explica estas diferencias.
Los niveles de glucosa y creatinina fueron similares en los cuatro grupos.

En comparacién con los que recibieron dieta habitual, la concentracion de vitE en los
diferentes tejidos analizados fue significativamente menor en los animales alimentados
con dieta deficiente en vitE y Se, independientemente de si presentaban o no nefrosis
{tabla 4). Sorpresivamente la concentracion de vitE en corazén y rindn de las ratas

SNdef fue menor a la de los Tdef.

Tabla 4. Concentraciones de vitamina E en tejidos

Grupos
Tejidos Testigo Testigo Nefrotica Nefrética [¢]
deficiente deficiente
n 15 17 8 10
Corazén 17.00:2.46  2.42£0.20%  17.93x2.50 1.21£0.11°°  <0.001
Puimon 15.11£1.99 3.13:0.27* 16.69+1.89 2.49+0.24°° <0.001
Higado 16.04+2.41 2.8640.27% 18.99:1.87 2.89:0.13°% <(0.001
Bazo 16.62+0.94 2.13+0.32% 17.09+1.63 1.8820.34™ <0.001
Rifidn 9.08+1.23 1.9910.19% 7.46+0.83 0.78+0.09™ <0.001

Suprarrenales 101.5+12.8 16.83+1.90% 139.6+16.9 10.58+0.7% <0.001

Los datos estin expresados como media % error estdndar (nmol vitamina E/g de tejido). ANOVA: a vs
testigo, b vs testigo deficiente, ¢ vs nefrética
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2, Lipidos, lipoproteinas y vitamina E

En comparacidn con las ratas testigos, las nefréticas mostraron elevacion significativa
de los niveles de CT, TG, ¢c-HDL y ¢-LDL {tabla 5). Las concentraciones de vitE en el
suerc de ratas SN fueron significativamente mas altas (tabla 5) que en los otros grupos.
Puesto que la vitE se transporta en las lipoproteinas, era de esperarse que el aumento
de estas particulas en las ratas SN* se asociara a mayor concentracion absoluta de
witE en estos animales. Sin embargo, cuando esios valores se expresaron como la
relacion molar vitE/c-LDL (figura 1) se observd mayor cantidad de vitE por colesterol de
LDL en los testigos que en las ratas SN. Como se podia anticipar, los animales
alimentados con dieta deficiente en antioxidante tuvieron el indice vitE/c-LDL mas bajo.

Todas ias diferencias alcanzaron significado estadistico.

Tabla 5. Concentracién de lipidos, lipoproteinas y vitamina E en suero

Grupos
Testigo Test'igc Nefrética Nefrt?tica ANOVA
deficiente deficiente p

n 15 17 8 10

CT (mg/dl) 68.8+4.66  74.134.48  187.8x10.13°® 1655+7.71%  <0.001
TG (mg/dl) 68.817.22 92.547.70° 172.6+28.5% 140.4+21.9% <0.001
¢-HDL (mg/dl) 53.113.61 52.6+3.51 118.9+4.85% B83.70£881%° <0.001
c-LDL (mg/dl) 6.021x1.10 7.41£1.04 39.38+4.69% 59.3446.61 % <0.001

[x107 (molL)] [157429) [193+27]  [10232122] {1543 172

Vitamina E (ug/ml)  3.03:0.29  1.1130.10°  11.01#2.05™®  1.51:0.07™  <0.001
[x10° (mollL)] [6.97=0.7] [2.5540.23] [25.32+4.71]  [3.47+0.16}

Los datos est4n expresados como media + error estdndar. CT = colesterol total, TG = tracilgliceroles,
¢-HDL = colesterot de la lipoproteina de alla densidad, c-LDL = colesterol de la lipoproteina de baja
densidad. ANOVA: a vstesligo, b vs testigo deficiente, ¢ vs nefrdtica
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3. Relajacitn dependiente de endotelio

Figura 1. Relacién molar de
vitamina Efcolesterol de LDL.,

T = testigo (n = 15), Tdef = testigo
deficiente en antioxidantes
(n=15), SN = nefrotica (n=8),
SNdef = nefrdtica deficiente en
antioxidantes (n=10). Los datos
estan expresados comoe  media
+ emror estandar. ANOVA p<0.001,
a vs. testigo, b ws. testigo
deficiente, ¢ vs. nefrética

SNdef

Los anillos de aorta con endotelic intacto se relajaron en forma concentracion-

dependiente en respuesta a concentraciones crecientes de acetilcolina (figura 2) y

carbacal (figura 3).
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Figura 2. Relajaciéon vascular en
respuesta a acetilcolina en anillos de
aorta precontraidos.

T= testigo (n = 15), Tdef = testigo
deficiente en antioxidantes (n = 17),
8N = nefrética (n = 8), SNdef = nefrética
deficiente en antioxidantes (n = 10).
Los datos estdn expresados como
media * error estandar, ANOVA
p<0.001, a vs. testigo, b vs. testigo
deficiente, ¢ vs. nefrética.
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Figura 3. Relajacion vascular en
fespuesta a carbacol en anillos de
aorta precontraidos.

T = testigo (n = 15), Tdef = testigo
deficiente en antioxidantes (n = 17),
SN = nefrética (n=8), SNdef = nefrética
deficiente en antioxidantes {n = 10).
Los datos estdn expresados como
media + emror estdndar. ANOVA
p<0.001, a vs. testigo, b vs. testigo
deficiente, ¢ vs. nefrética.

ajacién
N
o

F-Y
o

Porcentaje de rel
[0}
Q

100

0.602 002 0.2 ‘ 2 20
[Carbacaol] (uM)

Las curvas concentracion-respuesta de tos anillos de ratas nefréticas (SN y SNdef) se
desplazaron significativamente (p<0.001} a la derecha en comparacion con las curvas
de los animales testigo (Figuras 2 y 3, ver CEg en tabla B). En la figura 2, se observa
que en los animales nefréticos, principalmente los deficientes en vitE y Se, la respuesta
a todas las concentraciones de Ach empleadas fué significativamente menor que en los
testigo. La mejor respuesta de relajacién dependiente de endotelio en las ratas testigo
{85.04%) fué diferente no sdlo a la presentada por las ratas SNdef {59.36%, p<0.001) y
SN (64.44%, p<0.001), sino también significativamente mayor gue la de las ratas Tdef
(74.35%, p<0.001, figura 2, tabla 6).

Resultados similares a los observados con acetilcolina, se obtuvieron al emplear
carbacol (figura 3). La relajacién maxima en respuesta a carbacol fue significativamente
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menor en las ratas SNdef (83.23%, p<0.001) y SN (83.88%, p<0.001) al compararlos
con los Tdef (92.05%) vy T (92.5%) (tabla 6). También se observé un desplazamiento
significativo hacia la derecha de las curvas dosis-respuesta a Car de los animales
SNdef y SN con respecto a las de los Tdef y T (ver CEs, tabla 6).

La funcion endotelial, evaluada por la respuesta a concentraciones crecientes de Achy
Car, vy a través de la concentracion efectiva para obtener el 50 por ciento de la
relajacion (CEs), disminuyé en los animales con SN {(grupo SN y SNdef} en

comparacién con los testigo (T y Tdef) (figuras 2 y 3, Tabla 6).

Tabia 6. Efecto de la nefrosis y deficiencia en antioxidantes sobre la relajacidn inducida
con acetilcolina y carbacol (0.002-20 uM).

Grupo CEx (M} [.og CEso (M) Porcentaje de
relajacién maxima
Acetilcolina
Testigo 6.14 x 107¢1.0 x 107 -6.49:0.08 85.05+1.61
Testigo deficiente 2.87 x 10%48.7 x 107° -6.12+0.09° 74,3942 142
Nefrotica 341X 10°%1.2 x 10°% -5.78+0.00° 64.44+2 86"
Nefrética deficiente 9.59 x 10°46.8 x 10°® -5.7420.10% 59.3642.77%
Carbacol

Testigo 5.91x107+7.92 x 10°® -6.3840.05 92.50+0.85
Testigo deficiente 7.13 x 10741.02 x 107 -6.3540.06 92.05+0.90
Nefrética 9.28 x 10%15.51 x 10°*  -592+0.11% 83.88+2.32"
Nefrética deficiente 3.36 x 10°+8.46 x 107°*  _5.7640.07™ 83.23+1.61%

Los datos estan expresados en promedio £ error estandar. Log CEsp = logaritmo de la concentracidn
efectiva de agonista para obtener el 50% de la respuesta méxima, CEsy = Concentracion efectiva del

agonista para oblener el 50% de la respuesta maxima. ANOVA p<0.0001, a vs. lestigo, b vs. testigo
deficiente, ¢ vs nefrética.
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4, Susceptibilidad a la oxidacion de la LDL

Evaluamos [a susceptibilidad a la oxidacion de la LDL aislada de ratas T, Tdef, SN v
SNdef. La figura 4 muestra una curva tipica de la cinética de oxidacion de la particula
inducida por la adicion de CuS0Q, La duracion de la fase de latencia es una medida
directa de la resistencia de la LDL a la oxidacién vy, principalmente, esta relacionada
con €l contenido de antio;cidantes y algunas caracteristicas intrinsecas de la particula

de LDL, entre otras, la abundancia relativa de AGPI y colesterol 2

Figura 4. Cinética de la oxidacién in
vitro de LDL.

La oxidacion de la LDL se registrd
espectrofotomeélricamente en  forma
continua a 234 nm, para seguir la
formacién de dienos conjugados
después de la adicion de CuSQ, al
tiempo cero.

T = testigo, Tdef = testigo deficiente
en antioxidantes, SN = nefrética,
SNdef = nefrdtica deficiente en
antioxidantes.

Densidad éptica (234 nm)

O 40 80 120 160 200
Tiempo (minutos)

Se encontrd diferencia con significado estadistico entre los cuatro grupos estudiados
(figura 5). La FL mas corta se observd en las ratas SNdef, indicando que la LDL de
estos animales es mas susceptible a la oxidacién (figura 5). Por el contrario, la LDL de
las ratas testigo, alimentadas con dieta normal, fué la més resistente al proceso de

oxidacion (fase de latencia mas prolongada).
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Figura §. Susceptibilidad a la
oxidacion de [a LDL de ratas
nefroticas y testigo con y sin
deficiencia de antioxidantes
en la dieta.

T= testigo (n=8), Tdef = testigo
deficiente en  antioxidantes
{(n=8), SN = nefrética (n=8},
SNdef = nefrética deficiente en
antioxidantes (n=6).

Los datos estan expresados
como media + error estandar.
ANOVA p<0.05, a vs. Testigo,
b vs. Testigo deficiente, ¢ vs.
nefrotica.

La FL se asocié directa y significativamente con la concentracién de alblmina en suero

(r = 0.5808, p<0.01) y la relacién molar vitE/c-LDL {r = 0.6520, p<0.01), y de manera

inversa y significativa con los niveles de proteina en orina (r = -0.7988, p<0.01), CT {r=

-0.7005, p<0.01), c-LDL {r = -0.8504, p<0.01) (figura 6).
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Figura 6. Correlacién de Spearman entre !a fase de latencia y otras variables,

36



5. Subclases de LDL
Las subclases de LDL de los animales estudiados se determinaron por electroforesis
en un gel en gradiente de poliacrilamida y condiciones no reductoras. Las subclases de

LDL fueron similares en los cuatro grupos de animales estudiados (figura 7).

’{_—; 301

= ——

& 251

S Figura 7. Subclases de LDL de
L 20 ratas nefréticas y testigo con y
E sin deficiencia de antioxidantes
o en la dieta.

@ 1561 T= testigo (n=15), Tdef = testigo
[13) deficiente en antioxidantes
T 1D- {n=10), SN = nefrética (n=38),
o SNdef = nefrética deficiente en
T 5 antioxidantes (10).

£ Los datos estan expresados como
) media + error estandar. ANOVA
(] 0 p = no significativa.

T Tdef SN SNdef

6. Asociacion entre la disfuncién endotelial y las variables analizadas,

La asociacion del logaritmo de la concentracion efectiva 50 de Ach y Car con los
niveles de las otras variables se investigd mediante anélisis de correlacion (tabla 7). Se
encontrd una relacién directa y significativa del logCEs, de Ach y Car con la proteinuria,
CT, TG, c-HDL, ¢-LDL e inversa y significativa con ia relaciéon molar vitamina E/c-LDL y
FL. El tamafio de la particula de LDL sdlo se asocié directa y significativamente con el

logCEs, de Ach.
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Tabla 7. Correlacién de Spearman entre la concentracidén efectiva 50 de acetilcolina y
carbacol y ofras variables.

Acetilcolina Carbacol
Log CE50 Log CESO
e P fs p
Proteinuria 0.5060 <0.01 0.2955 <0.05
Albtmina -0.2067 ns -0.1775 ns
Colesterol total 0.6408 <0.01 0.4536 <0.01
Triacilgliceroles 0.3887 <0.01 0.3244 <0.01
c-HDL | 0.4571 <0.01 0.3089 <0.05
c-LDL 0.6801 <0.01 0.3805 <(0.01
Relacion vitE/e-LDL -0.6415 <0.01 -0.5034 <0.01
Tarnario de LDL 0.3163 <0.05 -0.0777 ns
Fase jatencia -0.5621 <0.01 -0.5621 <0.01

¢-HDL = colesterol de la lipoproteina de alta densidad, ¢-LOL = colesterol de la lipoproteina de baja
densidad, relacién vitE/c-LDL = relacion molar de la vitamina E por el colesterol de la lipoproteina de
baja densidad.

7. Andlisis multivariado

Para examinar la independencia de las asociaciones entre log CEsy de Ach y Car y los
lipidos, relacion vitE/e-LDL, FL y proteinuria, se empled el andlisis de regresion
mdltiple. En el modelo se utilizaron coma variables independientes la proteinuria, CT,
TG, ¢-HDL, ¢-LDL, tamafio de la particula de LDL, FL vy la relacion molar vitE/c-LDL y
como variables dependientes los valores del logaritmo de CEsy para Ach y Car. En la

tabta 8 se muestra que el log CEs de Ach se asocié en forma inversa e independiente
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s6lo con la FL, mientras que el log CEsy de Car se asocid en forma directa e

independiente con c-LDL,

Tabla 8. Analisis de regresion muitiple para el logaritmo de la concentracion efectiva 50

de acetilcolina y carbacol.

Variables

Dependientes Independientes B p

Log CE,,; acetilcolina Proteinuria -0.0934 06768
Colesterol total 0.1396 0.5894
Triacilgliceroles 0.1106 0.5744
Colesterol de LDL 0.2597 0.3610
Colesterol de HDL 0.0013 0.e94¢
Tamafio de LDL 0.1929 0.2569
Relacidn vitamina E/c-LDL -0.2274 0.3041
Fase de latencia -0.6525 0.0007

Log CEg, carbacol Proteinuria -0.1946 0.3645
Colesterol total -0.4825 0.8677
Triacilgliceroles -0.0737 0.7071
Colesterol de LDL 0.5506 0.0043
Colesterol de HDL -0.0443 0.8301
Tamaro de LDI. 0.1333 0.4590
Relacién vitamina E/c-L.DL -0.0680 0.7649
Fase de latencia -0.0417 0.8906

Log CES0 = logaritmo de 1a concentracidn efectiva de acetilcolina o carbacol para obtener el 50% de la

respuesta méxima,
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DISCUSION

La presencia de dislipidemia es comdn en las enfermedades renales y puede contribuir
a la mayor incidencia de enfermedad arterial coronaria en estas entidades.® El objetivo
de este trabajo fue investigar el efecto de las anormalidades lipoproteicas del SN
experimental sobre la refajacion dependiente de endotelio en ratas con y sin deficiencia
de antioxidantes en la dieta, asi como examinar la asociacidn del tamafic y la
susceptibilidad a la oxidacion de LDL con la disfuncidn endotelial. Nuestra hipétesis fue
que la alteracidn en la relgjacion vascular dependiente de endotelio se asocia con una
mayor susceptibilidad a la oxidacién de LDL, que puede ccurrir como consecuencia del
incremento en la concentracion de c-LDL, de la deficiencia de vitamina E y selenio y,
probablemente, del cambio en el tamafio de la particula de la lipoproteina de baja
densidad.

Se ha informado que, en el SN experimental inducido por ANP, existe un incremento de
los niveles circulantes de las fracciones lipoproteicas.”'*® En este estudio, en las ratas
con SN (SN y SNdef) se observd un aumento significativo de los niveles en suero de
CT, TG, c-LDL y c-HDL (tabla 5) en comparacién con los te—stigos (T y Tdef). Aunque se
elevaron tanto los niveles de ¢-HDL como de c-LDL, el incremento de esta (itima
fraccion fue 6.5 y B veces mayor en las ratas SN y SNdef vs. T y Tdef, respectivamente;
mientras que, el incremento de ¢-HDL fue de tan sélo 1.5 y 2.5 veces en las SNdef y
SN en comparacién con las Tdef y T, respectivamente. La magnitud de la HC fue
menor a la descrita previamente en a literatura. lto ef a/. reportaron concentraciones de

colesterol total de 483+18 mg/dI™ y 51922 mgicil';‘J a los 30 y 40 dias, respectivamente,
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post-induccion de la nefrosis con daunomicina. En este estudio encontramos valores de
colesterol total de 187.8+10 mg/dl en las ratas SN y 165.547.7 mg/dl en las SNdef,
después de 56 dias de evolucion del SN. La severidad de la HC del SN se encuentra
intimamente relacionada con la magnitud de proteinuria.’® A los 30 y 40 dias, Ito y
colaboradores reportaron 550+43 mg de proteinas/dia® y 6562100 mg de
proteinas/dia,'® respectivamente. En nuestro caso fue de 437 + 60 mg de proteinas/dia
para las ratas SN y 370 + 43 mg de proteinas/dia para las SNdef, a los 56 dias de
evolucion de la enfermedad (tabia 3). Por lo tanto, és posible que la menor elevacidn
de colesterol en este estudio se deba al menor grado de proteinuria observado en
estos animales.

Por otra parte, en el SN, el CT habitualmente se correlaciona de manera inversa con
los niveles de albumina.®® En nuestras ratas SN los niveles de albGmina en suero se
asociaron inversa y significativamente con colesterol total (r = -0.5139, p<0.01), c-LDL
(r = -0.6303, p<0.01), y proteinuria (r = -0.4682, p<0.01), indicando la estrecha relacién
existente entre [a pérdida de proteinas por la orina y la HC presente en el SN.

Es de interés mencionar que en este estudio pudimos confirmar anormalidades de
lipidos y lipoproteinas previamente descritos en ef sindrome nefrético del ser humano y
dell animal experimental. Sin embargo, no pudimos demostrar que el SN se asocie a
cambios en el tamafo de LDL en este modelo experimental.

Aunque el peso inicial fue similar en todos los grupos y no se observaron diferencias
signiﬁcativés en consumo de alimento, nuestras ratas con SN, al igual que en estudios

10,15

previos, tuvieron menor peso en comparacion con las testigo, lo cual indica que la

ganancia ponderal s lenta en los animales nefréticos.
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Los niveles tisulares de vitamina E se relacionan con el consumo de este compuesto;
asimismo, su concentracidén en higado es considerada como un indice de la ingesta
diaria y como reservorio de vitamina E en el organismo.® En el presente trabajo, el
estado antioxidante de los animales se moduld mediante la dieta. En los animales
alimentados con dieta deficiente en antioxidantes (Tdef y SNdef), las concentraciones
de vitamina £ en suero y en higado fueron significativamente mencres que en las ratas
gue recibieron la dieta habitual. Estos hallazgos comprobaron que la dieta deficiente en
vitamina £ y selenio, administrada por ocho semanas, produce una deplecion
adecuada de esta vitamina en suers y tejidos y, por tanto, deficiencia de antioxidantes.
Se hace notar que a pesar del aumento de vitamina E circulante en las ratas con SN, la
concentracion tisular de esta vitamina fue similar a |z del grupo testigo, en todos los
drganos estudiados (tabla 4). Esto puede deberse a una regulacion a la baja en el
receptor de LDL demostrada en el SN experimental;”™ 1a menor actividad del receptor
de LDL impide la captura de VLDL y LDL (lipoproteinas que transportan la vitamina E)
por el higado vy tejidos extrahepaéticos,

Por otro lado, los valores de vitamina E en los tejidos fueron similaras en los grupos
Tdef y SNdef con excepcion de rifidn y corazén, donde la disminucién de la vitamina en
las ratas SNdef fue mas acentuada que en las Tdef (tabla 4), resultado para el cual no
tenemos una explicacion.

Al igual que lo observado en ratas con hipercolesterolemia inducida por dieta rica en
colesterol,* la concentracidn mas alta de vitamina E en suero se encontré en el grupo
SN. Esto, como ya se mencicnd, se debe al mayor nimero de particuias de LDL

presentes en la HC. Sin embargo, al calcular la relacién molar vitamina E/c-LDL, se
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observd menor cantidad de vitamina E por colesterol de LDL en las ratas con SN en
comparacion con las T. Este resultado sugiere gque en los animales con SN,
principalmente en los SNdef, existe una deficiencia relativa de vitamina E que puede
condicionar una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo in vivo.

En el humano y en el animal experimental, ia HC se asocia a incremento en el proceso
dé oxidacion, lo que favorece la disfuncidn endoteliat y la aterogénesis.’****' En
pacientes con elevacion de LDL se han enconirado anormalidades en la vasoditatacion
dependiente de endotelio.* La disfuncién endotelial también se ha abservado en ratas
con HC y deficiencia de antioxidantes,™ asi como en animales con SN.*® Nuestros
resultados apoyan los hallazgos de estos estudios. La funcidn endotelial, evaluada por
ia respuesta a concentraciones crecientes de Ach y Car, y a través de la concentracion
efectiva para obtener el 50 por ciento de la relgjacion (CEsp), disminuyd en los animales
con SN (grupo SN y SNdef) en comparacion con los testigo (T y Tdef). Aunque la
disfuncion endotelial fué mas acentuada en los animales SNdef, sugiriendo que la
deficiencia de antioxidantes agravd la anormalidad endotelial, la diferencia fué
significativa sélo cuando se analizd la CEsp en respuesta a Car. La CEs, en respuesta a
Ach en el grupo Tdef, fué significativamente menor que en el grupo T (tabla 6), lo cual
sugiere que aun en ausencia de alteraciones lipoproteicas, la deficiencia de
antioxidantes, por si misma, también produce anormalidades en !a funcion endo~telial.
La deficiencia nutrimental de vitamina E y selenio favorece la produccién de aniones
superéxido y, probablemente, altera la funcién del endotelio mediante €l incremento en
la destruccion de NO por radicales libres derivados del oxigeno.* La oxidacién de LDL

in vitro es mayor al aumentar la cantidad de AGPI presentes en la particula y disminuye
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al incrementar su contenido en antioxidantes. La vitamina E es el antioxidante més'
abundante y cuande ia dieta se suplementa con esta vitamina, su contenido en la
particula aumenta y la hace mas resistente al proceso de oxidacion.”

Son varios los mecanismos a través de los cuales el endotelio controla ia funcién
vascular; uno de ellos es a través de la liberacion de NO gue difunde a las células del
musculo liso vascular, donde incrementa el nivel de GMP ciclico dando lugar a la
relajacion de! vaso.®*® La accién biclégica del NO se altera en respuesta a numerosos
estimulos nocivos. Se ha demostrado in vitro™ e in vivo™ que la LDLox es un potente
inhibidor de la dilatacién dependiente de endotelio. Kugiyama ef. al.* observaron, en
anillos de arteria de conejo, que la LDLox, pero no la LDL nativa, induce una dilatacidn
anormal en respuesta a Ach. Sin embarge, en el SN no se habia estudiado 1a relacion
entre la relajacion dependiente de endotelio vy la susceptibilidad a la oxidacion de la
LDL. La susceptibilidad de estas lipoproteinas a la oxidacion fue mayor en las ratas
nefréticas, principalmente en las SNdef, las cuales también mostraron mayor alteracion
de la reiajacién dependiente de endotelio. Ademas, el andlisis de regresion multiple
mostrd gue la funcidn endotelial en respuesta a Ach v Car se asocié en forma
independiente con la duracién de la FL y con las concentraciones de c-LDL,
respectivamente. Estas observaciones, no descritas previamente en el SN, sugieren
que |la oxidacién de LDL participa de manera importante en la disfuncion endotelial de
este modelo experimental. Los resultados son consistentes con trabajos que han
informado el efecto de la HC y LDLox sobre la funcién del endotelio.®® Son varios los
mecanismos mediante los cuales la LDLox puede inhibir la relgjacion vascular mediada

por endotelio;®! estos incluyen: a) disminucidn de la sintesis de NO® como
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consecuencia de reduccion de la transcripcion, asi como aumento de degradacion del
ARNm de la sintasa de NO,¥"7° b) reduccién de la liberacion de NO,”" ¢) aumento en la
destruccion de NO por interaccion directa con LDLox? y d) incremento en la
produccién de radicales libres de oxigeno™ capaces de reaccionar e inactivar al
NO.52™ Es probable que la funcién endotelial anormal observada en este estudio sea
consecuencia tanto de la HC secundaria al 8N, como de la disminucién en la
proteccion antioxidante de la LDL, lo que da como resultado un incremento en la
susceptibilidad a la oxidacién de esta particula lipoproteica.

En resumen, en el presente estudic se demostrd por primera vez que, en el SN
experimental, el defecto en la relajacion dependiente de endotelio se asocia en forma
independiente con las concentraciones del ¢-LDL y la susceptibilidad a la oxidacion de
esta lipoproteina, pero no con el tamafo de la particula. A su vez, la susceptibilidad a
la oxidacion de LDL se asocio en forma directa con la concentracion de albdmina en
suero y la relacion molar vitamina E/c-LDL y en forma inversa con la proteinuria y los
niveles de c-LDL; los resultados sugieren la existencia de una estrecha relacion de la
proteinuria, hipealbuminemia, HC y deficiencia relativa de vitamina E, caracteristicas

todas ellas del SN, con la susceptibilidad a la oxidacion de LDL.
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CONCLUSIONES

En animales con SN la deficiencia relativa de vitamina E y la disfuncion endotelial se
relacionan con un aumento en la suscepiibiiidad a la oxidacion de la LDL, pero no con
cambios en el tamafic de la particula. Estos hallazgos sugieren due el estrés oxidativo
es un determinante importante de la disfuncién endotelial del SN experimental y
probablemente del ser humano. La deficiencia en antioxidantes puede ser
fisiopatologicamente importante tanto en el inicio como en la progresion de enfermedad

vascular secundaria al SN.

Los resultados de este trabajo, apoyan el empleo terapéutico de la vitamina E en el SN
Nuestros datos hacen pensar que en el SN del ser humano o del animal experimental,
la suplementacién con vitamina E, favorecera el aumento en la concentracion de este
antioxidante en la partfcula de LDL, haciéndola méas resistente a los procesos
oxidatives y, por consiguiente, disminuyendo la disfuncidn endotelial y muy
probablemente la progresidén del dafio renal asi como las complicaciones
cardiovasculares presentes en esta enfermedad.

Se requieren estudics adicionales para determinar la participacion de la LDL oxidada
en esta enfermedad renal, asi como para evaluar el posible mecanismo a través del
cual fa hipercolesterolemia yfo LDL oxidada, en conjunto con la deficiencia en vitamina

E, dan lugar a {a disfuncién endotelial del SN.

46



BIBLIOGRAFIA

1. Marsh JB: Lipoprotein metabolism in experimental nephrosis. J Lipid Res 25:1619-1623, 1984
2. Kaysen GA: Plasma composition in the nephrotic syndrome. Am J Nephrol 13:347-359, 1993

3. Harris RC, 1smail N: Extrarenal complications of the nephrotic syndrome. Am J Kidney Dis 23:477-497,
1904

4, Olbricht CJ, Koch KM: Treatment of hyperiipidemia in nephrotic syndrome: time for a change?.
Negphron 62:125-129, 1992

5. Wheeler DC, Bernard DB: Lipid abnormalities in the nephrotic syndrome: causes, consequences, and
treatment. Am J Kid Dis 23:331-346, 1994

6. Keane WF, Kasiske BL: Hyperlipidemia in the nephrotic syndrome. N Engl J Med 323:603-604, 1990
7. Kaysen GA: Nonrenat complications of the nephrotic syndrome. Annu Rev Med 45:201-210, 1994

8. Ordofiez JD, Hiatt RA, Killebrew EJ, Fireman BH: The increased risk of coronary heart disease
associated with nephrotic syndrome. Kidney Int 44.:638-642, 1993

9. Stroes ESG, Joles JA, Chang PC, Koomans HA, Rabelink TJ: Impaired endothelial function in patients
with nephrotic range proteinuria, Kidney Int 48:544-550, 1995

10. Ito M, Cguri M, Naruse A, Ito H, Suzuki Y, Satake N: Impaired endothelium-dependent relaxation in

isolated thoracic aorta of rats with daunomycin-induced nephrosis. J Pharmacol Exp Ther 258:388-395,
1991

11. lto M, Yamamoto [, Naruse A, Suzuki Y, Satake N, Shibata S: Impaired relaxing response to
isoprenaline in isolated thoracic aorla of nephrotic rats: decrease in release of EDRF from endothelial
cells. J Cardiovasc Pharmacol 29:232-239, 1897

12, Gherardi E, Calandra $: Plasma and urinary lipids and lipoproteins during the development of
nephrotic syndrome induced in the rat by puromycin aminonuclecside, Biochim Biophys Acta 710:188-
196, 1981

13. Avram MM: Similarities between glomerular sclerosis and atherosclerosis in human renal biopsy
specimens: a role for lipoprotein glomerulopathy. Am J Med 87:39N-41N, 1989

14. Eddy AA: Interstitial inflammation and fibrosis in rats with diet-induced hypercholesterolemia. Kidney
Int 50:1139-1149, 1996

18. Hirano T, Mamo JCL, Nagano S, Sugisaki T: The iowering effect of probucol on plasma lipoprotein
and proteinuria in puromycin aminonucleoside-induced nephrotic rats. Nephron 58:95-100, 1991

16. Hirance T, Morohoshi T: Treatment of hyperlipidemia with probucol suppresses the development of

focal and segmental giomeruloscierosis in chronic aminonucleoside nephrosis. Nephron 60:443-447,
1992

17, Magil AB, Frohlich JJ, Innis SM, Steinbrecher UP: Oxidized low-densily lipoprotein in experimental
focal glomerulosclerosis. Kidney Int 43:1243-1250, 1993

47



18. Steinberg D, Parthasarathy S, Carew TE, Khoo JC, Witztum JL: Beyond cholesterol. Medifications of
low-density lipoprotein that increase its atherogenicity. N Engl J Med 320:915-924, 1980

19. Esterbauer H, Gebicki J, Puhl H, Jurgens G: The role of lipid peroxidation and antioxidants in
oxidative modification of LDL. Free Radic Biol Med 13:341-390, 1992

20. Witztum JL, Steinberg D: Role of oxidized low density lipoprotein in atherogenesis, J Clin Invest
88:1785-1792, 1991

21. Cox DA, Cohen ML; Effects of oxidized low-densily lipoprotein on vascular contraction and relaxation:
clinical and pharmacological implications in atherosclerosis. Pharmacol Rev 48:3-19, 1996

22. Berry EM: The effects of nutrients on lipoprotein susceptibility to oxidation. Curr Opin Lipidol 3:5-11,
1992

23. Matthys KE, Van Hove CE, Kockx MM, Andries LJ, Van Osselaer N, Herman AG, Buit H: Exposure to
axidized low-density lipoprotein in vivo enhances intimal thickening and selectively impairs endothelitm-
dependent dilation in the rabbit. Cardiovas Res 37:239-246, 19938

24, Bassenge E, Busse R: Endothelial modulation of coronary tone. Prog Cardiovasc Dis 30:349-380,
1988

25, Celermajer DS: Endothelial dysfunction: Does it matter? [s it reversible? J Am Coll Cardiol 30:325-
333, 1897

26, Vogel RA: Coronary risk factors, endothelial function, and atherosclerosis® A review. Clin Cardiol
20:426-432, 1997

27. Quyyurmni AA: Endothelial function in health and disease: new insights into the genesis of
cardiovascular disease. Am J Med 105:325-39S, 1908

28, Griffin BA, Caslake MJ, Yip B, Tait GW, Packard CJ, Shepherd J: Rapid isolation of low density
lipoprotein (1.DL) subfractions from plasma by density gradient ultracentrifugation. Atherosclerosis 83:59-
67, 1990

28. Krauss RM, Blanche PJ: Detection and quantitation of LDL subfractions. Curr Opin Lipidof 3:377-383,
1992

30. Sevanian A, Hwang J, Hodis H, Cazzolate G, Avogaro P, Bittolo-Bon G Contribution of an in vivo
oxidized LDL to LDL oxidation and its association with dense LDL subpopulations. Arterioscier Thromb
Vasc Biol 16:784-793, 1996

31. Chait A, Brazg RL, Tribble DL, Krauss RM: Susceptibility of smail, dense, iow-density lipoproteins to
oxidative maodification in subjects with the atherogenic lipoprotein phenotype, pattern B. Am J Med
94:350-356, 1993

32, Farrell PM, Roberts RJ: Vitamin E. Modern nuirition in heaith and disease. Edited by Shels ME, Oison
JA, Shike M, Philadelphia, Lea & Febiger, pp 326-340, 1994

33. Liebler DC: The role of metabolism in the antioxidant function of vitamin E. Crit Rev Toxicol 23:147-
169, 1993

34, Kayden HJ, Traber MG: Absorption, lipoprotein transport, and regulation of plasma concentrations of
vitamin E in humans. J Lipid Res 34:343-358, 1993

35. Raij L, Nagy J, Coffee K, DeMaster EG: Hypercholesterolemia promotes endothelial dysfunction in
vitamin E- and selenium-deficient rats, Hyperiension 22:56-61, 1983

48



36, Princen HMG, van Duyvenvoorde W, Buytenhek R, van der Laarse A, van Poppel G, Leuven JAG,
van Hinsbergh VWM: Supplementation with low doses of vitamin E protects LDL from lipid peroxidation
in men and women, Arterioscler Thromb Vasc Biol 15:325-333, 1995

37. Esterbauer H, Striegl G, Puhi H, Rotheneder M: Continuous monitoring of in vitro oxidation of human
low density lipoprotein. Free Rad Res Comms §:67-75, 1989

38. Zhang A, Vertommem J, Van Gaal L, De Leeuw [: A rapid and simple method for measuring the
susceptibility of low-density-lipoprotein and very-low-density-lipoprotein to copper-catalyzed oxidation.
Clin Chim Acta 227:159-173, 1994

3§. Cominacini L, Garbin U, Davoii A, Micciolo R, Bosello O, Gaviraghi G, Scuro LA, Pastorino AM: A
simple test for predisposition to LDL oxidation based on the fluorescence development during copper-
catalyzed oxidative modification. J Lipid Res 32:349-358, 1991

40, Napoli C, Postiglione A, Triggiani M, Corse G, Palumbe G, Carbone V, Ruocco A, Ambrosio G,
Montefusco S, Marloni A, Condorelli M, Chiariello M: Oxidative structural modifications of low density
lipoprotein in homozygous familial hypercholesterolemia. Atherosclerosis 118:259-273, 1995

41. Regnstrom J, Nilsson J, Tornvall P, Landou C, Hamsten A: Susceptibility to low-density lipoprotein
oxidation and coronary atherosclerosis in man. Lancet 339:1183-1186, 1682

42. Maggi E, Marchesi E, Ravetta V, Falaschi F, Finardi G, Bellomo G: Low-density lipoprotein oxidation
in essential hypertension. J Hypertens 11:1103-1111, 1893

43. Salonen JT, Korpela H, Nyyssonen K, Porkkala E, Tupmainen T-P, Belcher JD, Jacobs DR, Salonen
R: Lowering of body iron stores by blood letting and oxidation resistance of serum lipoproteins: a
randomized cross-over trial in male smokers. J Intern Med 237:161-168, 1995

44. Maggi E, Bellazzi R, Falaschi F, Frattoni A, Perani G, Finardi G, Gazo A, Nai M, Romanini D,
Bellomo G: Enhanced LDL oxidation in uremic patients: an additional mechanism for accelerated
atherosclerosis? Kidney Int 45:876-883, 1994

45. Anderson TJ, Meredith T, Charbonneua F, Yeung AC, Frei B, Selwyn AP, Ganz P: Endothelium-
dependent coronary vasomotion relates to the susceptibility of LDL to oxidation in humans. Circulation
93:1647-1650, 1996

46. Toikka JO, Niemi P, Ahotupa M, Niinikoski H, Viikari JSA, Ronnemaa T, Hartiala JJ, Raitakad OT:
Large-artery elastic properties in young men. Relationships to serum lipoproteins and oxidized Iow-
density lipoproteins. Arterioscler Thromb Vasc Biof 19:436-441, 1999

47. Jialal 1, Grundy SM: Effect of dietary supplementation with alpha-locopherol on the oxidative
modification of low density lipoprotein. J Lipid Res 33:809-806, 1992

48. Dieber-Rotheneder M, Puhl H, Waeg G, Striegl G, Esterbauer H: Effect of oral supplementation with

D-a-tocophero! on the vitamin E content of human low density lipoproteins and resistance {o oxidation. J
Lipid Res 32:1325-1332, 1991

49, I\!eungeuﬂ T, Kostner K, Katzenschlager R, Zehetgruber M, Maurer G, Weidinger F: Additional benefit
of vitamin E supplementation to simvastatin therapy on wvasoreactivity of the brachial artery of
hypercholesterolemic men. J Am Coll Cardiol 32:711-716, 1998

§0. Trachtman H, Schwob N, Maesaka J, Valderrama E: Dielary vilamin E supplementation ameliorates
renal injury in chronic puromycin aminonucteoside nephropathy. J Am Soc Nephrol 5:1811-1819, 1995

49



51. Washio M, Nanishi F, Ckuda 8, Cnoyama K, Fujishima M: Alpha tocopherol improves focal
glomerulosclerosis in rats with addamycin-induced progressive renal failure. Nephron 68:347-352, 1994

52. Kugivama K, Kerns SA, Morrisett JD, Roberts R, Henry PD: Impairment of endothelium-dependent
arterial relaxation by lysolecithin in modified low-density iipoproteins. Nature 344:160-162, 1980

53. De Ltong DM, De Long ER, Wood PD, Lippel K, Rifkind BM: A comparison of methods for the
estimation of plasma low and very low density lipoprotein cholesterol. JAMA 256:2372-2377, 1986

54. Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ: Protein measurement with the folin phenol reagent.
J Biol Chem 193:265-275, 1951

55, Huang CJ, Shaw HM: Tissue vitamin E status is compromised by dietary protein insufficiency in
young growing rats, J Nutr 124:571-578, 1994

66. Baitos G, Carvajal K, Cardoso G, Zamora J, Franco M: Vascular reactivity and effect of serum in a
rat model of hypertriglyceridemia and hypertension. Am J Hypertens 10:379-338, 1997

57. Brussaard HE, Gevers Leuven JA, Kluft C, Krans HMJ, van Duyvenvoorde W, Buytenhek R, van der
Laarse A, Princen HMG: Effect of 17 p-estradiol on plasma lipids and LDL oxidation in postmenopausal
women with type il diabetes mellitus. Arterioscler Thromb Vasc Biol 17:324-330, 1997

58. Maggi E, Chiesa R, Melissano G, Castellano R, Astore D, Grossi A, Finardi G, Bellomo G: LDL
oxidation in patients with severe carotid atherosclerosis. A study of in vitro and in vivo oxidation markers.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 14:1892-1899, 1994

59. Esterbauer H, Dieber-Rotheneder M, Striegl G, Waeg G: Role of vitamin E in preventing the
oxidation of low-density lipoprotein. Am J Clin Nutr 53:3148-3218, 1991

60, Krauss RM, Burke DJ: Identification of multiple subclasses of plasma jow density lipoproteins in
normal humans. J Lipid Res 23:97-104, 1982

61. Joven J, Masana L, Villabona C, Vilella E, Bargallé T, Trias M, Figueras M, Turner PR: Low density
lipoprotein metabolism in rats with puromycin aminonucleoside-induced nephrotic syndrome. Metabolism
38:491-495, 1989

62. Ito M, Naruse A, Yamamoto |, Oguri M, Suzuki Y, Satake N, Shibata S: Nephrosis augments
contractile response to adrenoceptor agonists by the decrease in release of endothelium-derived relaxing
factor from the endothetial celis. J Pharmacol Exp Ther 269:589-595, 1994

63. Vaziri ND, Liang KH: Down-regulation of hepatic LDL receptor expression in experimental nephrosis.
Kidney Int 50:887-893, 1996

64, Gilligan DM, Sack MN, Guetta V, Casino PR, Quyyumni AA, Rader DJ, Panza JA, Cannon RO: Effect
of antioxidant vitamins on low density lipoprotein oxidation and impaired endothelium-dependent
vasadilation in patients with hypercholesterolemia. J Am Coll Cardiol 24:1811-1617, 1994

65. Davidge ST, Ojimba J, MclLaughlin MK: Vascular function in the vitamin E-deprived rat. An
interaction between nitric oxide and superoxide anions. Hypertension 31:830-835, 1998

66. Loscalzo J, Welch G: Nitric oxide and its role in the cardiovascular system. Progr Cardiovasc Dis
38:87-104, 1995

67. Harrison DG: Endothelial control of vasemoation and nitric oxide production. A potential target for risk
factor management. Cardiol Clin 14:1-15, 1996

68. Moncada S, Higgs A: The L-arginine-nitric oxide pathway. N Engl J Med 329:2002-2012, 1993

50



9. Wennmalm A: Endaothelial nitric oxide and cardiovascular disease. J Intern Med 235:317-.327, 1994

70. Selwyn AP, Kinlay S, Creager M, Libby P, Ganz P: Cell dysfunction in atherosclerosis and the
ischemic manifestations of coronary artery disease. Am J Cardiol 78:17-23, 1997

71. Sattar N, Pelrie JR, Jaap AJ: The atherogenic lipoprotein phenolype and wvascular endothelial
dysfunction. Atherosclerosis 138:229-235, 1998

72. Chin JH, Azhar S, Hoffman BB: Inactivation of endothelial derived relaxing factor by oxidized
lipoproteins. J Clin Inves 89:10-18, 1992

73. Chara Y, Peterson TE, Harrison DG: Hypercholesterolemia increases endothelial superoxide anion
production. J Clin Invest 81:2546-2551, 1993

74. Rubanyi GM, Vanhoutte PM: Superoxide anions and hyperoxia inactivate endothelium-derived
relaxing factor. Am J Physiol 250:H822-H827, 1986

51



AGRADECIMIENTOS

A Biss
CWM@M%MW&WM&MW.&MWWJWM%@
W;WWWWWJWMWWWmadWMMM
W,W@%M@W'mwwmdmwmm.bmmmfw
Wmdh@@ﬂhmia%hm?@hmwmmwmmﬁa
Plcidad. Por los, momntor do prefundn busliga donds un, e do buy . b doouslls o o g o
confiangas, pon o insdando, do dushusion. y dusspmanga on qus una sasciin. b o dads bramguiidad
wmw@wmhm&ﬂaﬂawmmuﬁu&d@wmm}m&gmym&m
misms, Por o bisae qua b chocws o mi nosbrs mo b infundids na profunda, hangudidad,
pramiisndoma conliruan mi camins. Hacias por mi fomdia, ain o cwsiminle, ha sids fusnde
W&mgw,a’@mmm&m%&%&wﬂm&wm
Pmmm@m&aﬂm,w&nmmqmwmmmww&wo?
consson panes aclfioar, mi achtud. Sonch o ambisnls du pag y hanguilded. ma hosn diudon
infamsamunde lo, vida,.
bmmmmwd@mgwﬂmmwo&dmwmwﬂd
w&damdadww;m/rmm ngmm&wwmmw vrwodway
aﬁwwmmbﬂswmwaﬂ)mwmwtﬁwm&damjmmwm bam
agudademdua%um&dadw#m&uﬂ&?maﬁow'mfwmwwm%mmmy}z/vwmm,;iwz?a,
gwmﬁaﬂwmmwmamﬂb{nﬁaywm&mwmw,yagmc(zwna,ﬁmmaw
%MMMWWWWEWWW.WJMM4m?wrumfw&ac&}oaofa»w3
mmmgmadafw@.aqufwmmedﬁogwﬁ%MmmmﬂmW?
coflangar on lo g soy y do s

bw,ummpadzm apo?amn&wdmfac{m?wuﬂwma'am&mm,pmgwm

Homos do amen.
Hracion por Hiana, gfwrnpfe» do bonacidad Yy upanacibn. Por, lodan y cade wna do fo sifuagonos gl
n6y unitnen i 4 mok ham. pwrw/m gopan do wna wrdadena viprmcia do v . fenamanan.,

52



Amjad@m&mpm.‘ﬂ&m

bwmmdwﬂwmﬂw&m calids, awga&m%a&?wwﬂmmﬁm
wwdwwmmw&ﬁ&%gm?mmmm dudas, UHM.?UNL{HA%‘%L
Ml«gmmmwmm?fma&gnm@ mmgm@ammmwﬁmwwmpmm
bmwmmwwmmm&m&m hw%&@i?mmm%m&b
bmmhwmw,m%dmhmgwwwmwmw&&mmﬂa
mu@,mw@mw&y%@%m%%bmmwm
dicko fo ame., cands fus manss ma bon colmade do canician Raciindeme sendin profundamants
amada.
bmmmhm&%mwﬂa%}a&w?mﬂwwdmmmmeﬁm@
M@Wa@&mmmm,mmam,mgm@
hwmwdwiaﬂ....ww&aa?bmm@?dn&wm?w&mﬁhamd
m,ﬂw,mm?m
ﬁmmePm&m%W@ww.mhmwMMWWd&M,
wd&ﬂwmymo.uc&fom bmﬁ%mﬁs&%fu.@aﬂmmmwmpmﬁd%,mhwmsm
WWMWWM%MMWMMMWMMMat wne
Iracias por casi divg adios do in consbugends. una hisdovia: comin, . b que hamen csncrdads fanles
mem;mdwm&mdm@hw?mmymam.ﬁmw
M&M?W bmmmmmmwdwmgm?mp/wfa?m&awmo{wm.
WW&MW bmmmwﬁwmwmw@mmﬂc{ud]mfu, sin fw
3%@%3@3&0%?,%@&3@maﬁ&gmu&gmfw&uﬁ....y&;ﬂm@.

53



. mis, Fadhos
WW%&W@M&MW.@WWWWCQ,M%&%WM,M
divon, gumplo. 15 ol do fomba ¢ mugo, do bim, sino. do pongas omplon fundads y unida, on, o
ams, b sincvidad, o rapels, f smpromiss. s sonbicnon, on mi o frms dusss do buchan pos algs
bmmfmwﬁwwwwmwmda?mﬂﬂwmdbmﬂ%?&qm&w,m
W&Wh@mmmwdmﬂm,mmwmm
Ww&ww&m&}mww&mwfmﬂ}mawffamw.mw.
bmwmwwww,m&mum?}mm,mmdm&m&?@mﬂo?
vida, ﬁaymmvfomﬂu#%m M&W%mecﬁ@mc&amwmw
aim pusds sor majon. Shacias, pon, o nagals do an fsgen s da amen,  plicidod, donds runca, ha
llods nads ¢ simps, sobos amon qus compantin

3%,&0@&1&%@@0@@1‘%@% P@mhﬂmm?aﬂw,mhmm,mufw%w
wmpmfzhmaﬂumm,,nmeﬂdxﬁ&sgoyfmww@w}m. Wmm&mwmm
m&gmwwfomﬂaﬁﬂmahmg&mwm?&mw%

A Mami

Porgus lu yjumple. d mujon ha sids sompos quin. do mis pasos; como hija, compaiionss, wpona, madhe
Mﬁ@MW&W@.mmWfMﬂM@mmmw. @Mﬂmdmmmm
Whad&magmm&gmiwdw&mmmm,mexpm%numbmmm”bnw
&cﬂdmw)nqw‘z&dw. @Mwmhmdpmo&hmmdofhm.a’am.w%m.g
mmmmmwm,mmwm&m?&d@ qummmpmﬁnﬂo.
Mcammfﬂe?a/n mﬂm.wwmwnfo&mgwmﬂmﬂmufwmm ?mmwwdaglwwryufo

WWMWWWW mwdawmmoagﬂmac{aiawdglmd@
f&gam,mm&z.ﬁwm@



A Papi

Porgun. sl lun, pavsidos, smos lan, dfvnds, Pon o i constonds v, o by o qunen,
ma@a@d%ﬂﬁﬂwm&d&ﬂmmm&&wmdm,m%mw
Pmm%umwmmhmﬁw,wm?moa?%pmmﬂw%”memmima&w;
ma ha nagads fambos duvachos qua seniam, miss siends olguisn, ojunar, pero me ke dads fa, epordumidad
mw&;d&h&&q/awﬁomﬂwmﬂmmﬂwmaﬂfﬁa,mmeﬂ/mdm
mmmmmmwpﬁ&wmn?%mm HJMWMMMWWEEW%G;
WMWA@J@MMWWW%@MQWMW
Pa/wfaauahﬁoﬂmfa,m»%&gam pwwwnwﬂamnf?wnmafmmomm&m@?
caming. ﬂmm%&mm&ww&wh&hwﬁm,m&%&qumw
m;&b&mpmxmiamuaﬂ:m%a&fad@. Amm#ﬁwmﬁamw&m,muﬁmww,
WWW@WW%JMMMW@WWWJMG&M
wn/rm]?a.

Muchor gracian papi .JE€ ATIO.

4 Biania

bmmhwwd@w?w@. ﬁjmgua:imfmc‘mfmwmpmmmmﬂhnwg,
mmhc&dmwm,wp@wcfwmwm?mﬂmmmmmmmm#mww?m
una, cancajacta. @Wmmmmw,mmﬂuﬁnmhﬁwfwvwfmbmﬁmyd
mmcada,ue?m?mm[@ pmmwmm&xn&aﬁrp&m,mﬁmud@waﬁmﬁmmwd@m
&mm‘mhmm.@WWmmﬁmm.dm&whm
%wwmmwwaﬂbﬂmmth#mWw&@mﬁ@m
ﬂml:o«oﬂ;m @Mwwwubmmm?&m&&.mm%?w&wamwmuq
do mi. mmmwgwazmﬂm@&&mmmpw?wuwﬂémfm-gnm&yﬁm
wa@mﬂm,mgmafmwnmmd?a&am@mﬂ&mm&mwmmthdwﬁmf.
JE JUSERS

55



A Tl g By

bmpmiodsmamm. Wmd@mhw&wwgm&w%wd@mw. Por,
WWWW ﬁmmﬂmgm@m,m&ww?hagﬁ%,m&
pamm[am&m WMWWMM&W. ﬂammﬁa?m?cwmwgaﬂém

A mi Abis
bmbmwhm,mw&mlﬁw&h%famwwm
wa,amfz. @Wmdmﬁmm%m&wmu@a. WMMJW%W@W
WMM,WQWW%G@MWAMQ&LM @MM&?MMC{&M
mawmbdwhmwwmeﬁﬁbﬂdmym Por thmar mi vida do inslantes fan
ﬁwn@m?mnummm&xdom fpmwnwdcmz a?udama.mww?ﬁafa/»d@mfmdmm. {Pas,
fsda,fa,&??ubhc{adaa,mudm JE JUIERA.

Amgumda,.ﬂc{w,

bmmﬁww&m&w?m. WMQMM&WW,PMM&
mm?mmxﬁm?w%mmwﬁmmwmwﬁwﬂb??waﬂ@wmw
Wmnfaﬂd&fm&cmw&fmd&mmwﬁwgm e@mhﬁmmmd@gafﬁyddammaﬁm,gm
wm&ﬁmmwmga&vmmda,m’a.wmp&la

A Paby Fucnls

@WW(MW%'&WWMW“WMWWW
w?wmanfzfam& WwwmgMMWh&W?dmmm%M%Mamh

A mi lin Rebe
bmmmmmw&?wwmmmhm. ﬁz’mfwmoxmiwniwy,

mmm?ug.ow?wnﬂa,c[aiamnﬂodlwmpﬂ. @mmmmm%,?mmﬂm
necuandos.

56



A Fepin

bmm,n%lﬂadab&wcfama’wwmpuiwﬁny%&daﬁw mmﬁmdm&wamujw?mma%dmmtw
WMW@MJM@W@ @m&wwaMwﬂwmm@mwﬁ%
nosulfadss ne wan ahnfadsres. Por b comslants infmis en mis dudas. @mi&dﬂbwwwm
ﬁ»wwufadomﬂadwnd&o&%&gamém. @M&MWM&FHM@M@A&L%?W. Fon
Wmmm&mmm@w@h&a&m’wﬁwmmafmmdmm mmm?m
WM%MJW?MWW%WW

£ Joiis
ﬁmh&mmpﬁﬁh@dmm.mhwwmm&mhw?wﬂwm
fu&omm%m, PWWWMWM'”W'W’WW?MW
maﬁmwmdmmwmmmwm&wwm Por tu
WW&EMM,WWMWJW%MM&W%WW@M
@WMWWMW&M,WhMJWmWWM
wpamfa,wwof?umwﬂb«fud. WMM&MWM?@&&M&?WWMMW
Mgm%%@mhw%@&mu@&@mmm&i@mm
P’mwf\aabm. @MMWWWW@W’W’”JWQWM' Por
mpm&wdwmmmfmgmwnfm&dahwm&f/m mm,umawc&fwnmm@c&fm&&
ap&mu&mmﬁw d ol walls wn un opundia cmpulids y s

omigos.
bwmwm%&wW?me%mhwh@mmuﬁmm
déndoma lo, posdilidand oo ne Mmﬁwm?pdmmgmafw C@Wc{wﬂmw«@a

meMWP@MMmmM. qu,uw}m&wmap@g@mpmfam&f:m?u@#afmdma
dulcarly timps ol whudis. misnbias . compantin, i obligacionss, laborals. Prgus ol habaar onbo
ﬁaﬂqjoc{uﬂaﬂﬂwfamb. @mmmﬂaampojaﬂw&%v@?w&m&m. @M?ubsiwmm&awm
ma?udommwxfmmdm?wwmmm?mmﬂ@wwh. QDMEaAFa.fcfrmam/an»
pwm&o?hnmmgmﬂmwﬁda&m&w;m&mmm. Pon. brimdanme b,

57



Wéd&mw%whv@%eﬂw@&?fwm. WMWWW%?
amims en fodas lon scosiomes qua infonls abandonan o camins. JE JUIERD MUCKE.

A mi qunida o inolidobls Adeta:

bmmpmwgnmwnpﬂswmwsﬁ?admymym Wmmummmm&mf»c&mp&mywuﬁm
@MJWWMWJMWMM?W‘ @m&bwm&wg&apo?@c&um@
ﬂw&m?m&m&wpmmim,m?wmm;a%mm#mmmmﬁnm. Por
wmﬂmwmmm&mmyiumdwmf@mdomdw@&mmﬂmmﬁam%?h
gamas para saquin of comins, For lodo o intonis qua siompre mesirasle por mis aclividades, wusioe,

A o B Bondra, Yoy, Aonsyo
@Wmdm&,hu&d&mﬁmmaﬁdwm—m. @Mfﬂbmﬁaﬂmmc}m
Wmmm%wmm@mww [PM&&WWM?QEWW@M@&%
MM.WWM@W.

AL B, Joss Prdhaga

momundo, on g yo b Lanbos, dudas. P d apogo & indois por cade pass dads. Por o
WM&WMWM,WWMW@W&WW@MJ
tiompo 4 o prscupacion invenlidor on cada, una, di fos dopas di why habaje. Per ponmilin una,
mgaummdmmiacl?imﬂcp [Pmm?wnmpmmdev«{a?awd&mmwmm
Machas gracis!

4 ta B Chagaga, i Bu. Marco Anlris ey, Gapie

3WMWMWath&MW ﬁmmaﬂamuacwmgmaﬁwdom
o mi Jormacién dunanty wle piisde fam importamb v mi vide, ocadimiza. Por fas raunisees o fos
Wh&%ﬂa@.ﬁmmmiw&c[acﬁmw'wmﬁeam@%. Wmfo,mf;mwntdm. [Pwimm-
WMH@W%MMM&WWJMWM.WWWM
fa oPM&miclo.c[, do conscn um poce mas olls, def mu%tuiadm y f&ﬁm ab sn fumams. Por weuche.
m:h.bnqw'of:dm?m,omabmuam&opdmw ﬁ’mm&&mw«n@ﬂl&a,mm@@d@mu&

Hnacian.

58



A o Sra. Mo Conlhy

stz do s Caboradis simp, abinds. pasa, mis, dudus g of desarnolls do mi, abajo enporimantal
@MMWM&WWMWWWW%&M&MWM
o bogravon duk, b ol momants. P o abonsivn . o limpo dediadds o b woisisn, do who

busbajo.

A o B, Mo Elna, o, Rabio, s, Vorsniza, Hucrn, Lo, ol . Bolands Hoamisndley
WQMWMWMMWMMW’PMJWW“&W
4 CONACT
bmd@wmw&@m?ﬂwmdwmwwm@m
M&W?'M%’WJWWWEWMW'WW
A o Facdllad dv Ciamcias
bmmmaﬂmhw?wwmmw&@anWmmm.md

MWW&W&WJMWWWW&
ﬁmwmmmmw%wm formocion do lovncintunay, fus puvidas

Wm%&hmmm‘mmmm%&m,%mmwm
MW%W@MWMM. @M&?Q-MMQMMW?MMWW
Wwﬁwwmwma&am.wmmwmmhfbﬂg&c&mmwﬁwwfm,
MZMM%MMM%M%MWW%WamMMMWEaMM.m@
mf&nw?m?ufﬁua,c&mwwwm

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA 59



e B

LA ISLA DE LA luVEsnsAclon

Regla Unica: No Obstrulr ta Troyectoria de la Invesilqaclon‘\ R

CAMPO DE FIEBRE
DE ACOFID DE

Ay [ DATOS 0.0.D.

O‘Q 2= q“"' © DELT& UE DATOS

“ DESECHABLES!
“t- SELVA DE{. ANA-
LISIS DE DATOS a°

CUNBRES DE
LA COMFUSIO

o 1_\:}' ,-——- TTTes _‘_-:io CEMENTERIO DE
308REPH uuccluu).f 7 g;u.u, . LAS HIPOTESIS
of SNTo3 -ﬂm ’4 T a DESCARTADAS
{ i, DA WA mm £ .
COLINA DEL -

ABURR!I!I!HTD

e, 7 5
A 155~ '&>E°L
% BRUMA ST ¢ e .

8 % ponoe ESTOY?’« / vt

CIUDAD DE LAICS,
ESPERANZA

A LA ISLA DE LA

EMPIECE LLANURﬁ% oE : GRANSOES'ERTO BAHIA_  ADMINISTRACION
INFOR -
AQU' ESCRITO DELA ™ =i S ot -
Lﬂ LlTERﬂTU “DELIA DE § DE i

3

{LOS Emro- AbEL

’ ne.r_scﬂ"'é’“]_ - d-D' aD PAR}AAggr%ﬁséjgu ST0
,’ =y PANTAND
Y. B anUSCRIT 0%

DIVERSI0 B i/
7 N g Y4
53

a2 / .y Jrr )
~/—-——sm/rngzo GEQGRAFICO
' et CANCER RES

1980 Det; 40{12} CONTRATAPA
Te. por Alfredo Virusgas Herndndaz

2

HARBURG -BRUDON
STALLMAN
-1965-



	Portada 

	Índice

	Abreviaturas 

	Resumen 

	Antecedentes 
	Planteamiento del Problema

	Objetivo  Hipótesis 

	Material y Métodos

	Resultados

	Discusión  

	Conclusiones 

	Bibliografía

	Agradecimientos 



