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La juventud es algo más que una etapa de 

la vida. Es una actitud mental frente a ella. 

Ser joven es tener temple en la voluntad, 

calidad y altura en la imaginación, vigor en 

I~s emociones. 

Solo seremos viejos cuando hayamos 

perdido nuestros ideales. 

Seremos jóvenes en la medida de nuestra 

fe, de la confianza en nosotros mismos, y 

en tanto la esperanza aliente nuestro 

ánimo. 

Mientras nuestro corazón sea capaz de 

recibir mensajes de belleza, de alegria y 

de entusiasmo, seguiremos siendo 

jóvenes. Solo habremos envejecido si al 

corazón 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 corazón, 

es como si vuestro ser más amado tuviera que vestirse con esa tela. 

Es construir una morada con cariño y embellecerla como si 

fuese para albergar al ser más amado. 

Es como poner la semilla con ternura y cosechar con 

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

Es fundir a todas las cosas que creáis un soplo de vuestro propio espíritu. 

Gibrán Jalil Gibrán 

3 



El mundo 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 corazón. 

Hombres de conciencia fija e inmutable como la aguja que marca el norte. 

Hombres que defiendan la razón aunque los cielos caigan y la tierra tiemble. 

Hombres que digan la verdad sin temor al mundo. 

Hembres que o se jacten ni huyan; que ne flaqueen ni vacilen. 

Hombres que tengan valor sin necesidad de acicate. Hombres 

que sepan lo que han de decir y lo digan; que sepan cuál 

es su puesto y lo ocupen; hombres que conozcan su trabajo 

y su deber y lo cumplan. 

Hombres que no mientan, ni se escurran ni rezonguen, hombres que quieran comer sólo lo 

que han ganado y que no deban lo que llevan puesto. 

o. Sweet M. 
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RESUMEN 

Antecedentes: Se ha demostrado que la hipercolesterolemia (He) y, de manera 

particular, la lipoproteína de baja densidad oxidada (LDLox), son factores importantes 

en el desarrollo de la disfunción endotelial. En el síndrome nefrótico (SN) la 

dislipidemia más frecuente es el incremento en los niveles del colesterol de LDL. 

Existen datos que muestran la alteración en la relajación vascular dependiente de 

endotelio, en el SN del ser humano y del inducido experimentalmente; sin embargo, no 

se ha estudiado el efecto de las subclases (tamaño) y la susceptilididad a la oxidación 

in vitro de LDL sobre la disfunción endotelial presente en esta enfermedad renal. 

Objetivo: Investigar la relación de la disfunción endotelial con las subclases y 

susceptibilidad a la oxidación de LDL en ratas con SN con o sin deficiencia de los 

antioxidantes vitamina E (vitE) y selenio (Se) en la dieta. 

Material y métodos: Se estudiaron cuatro grupos de ratas machO Wistar: testigo 

alimentados con dieta habitual (T), testigo 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 (SNdef). La nefrosis, inducida por la administración subcutánea de 

aminonucleósido de puromicina (ANP), y la alimentación con la dieta deficiente en 

antioxidantes se iniciaron en forma simultánea. En la semana 9, los animales se 

sacrificaron por decapitación. En el suero se determinaron los niveles de albúmina, 

creatinina, proteínas totales, vitE, glucosa, colesterol total (CT), triacilgliceroles (TG), 

colesterol de la lipoproteina de alta densidad (c-HDL), colesterol de la lipoproteina de 

baja densidad (c-LDL), subclases y susceptibilidad a la oxidación de LDL. Se calculó la 
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relación molar vitamina E/c-LDL (vitE/c-LDL) como un índice del 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 oxidación de 

LDL se midió por la técnica de Esterbauer modificada. Se empleó la duración de la fase 

de latencia (minutos), definida como el intervalo entre la adición del sulfato de cobre y 

el inicio de oxidación rápida, como índice de la susceptibilidad a la oxidabilidad de LDL. 

La concentración de vitamina E se midió por cromatografía líquida de alta resolución 

(HPLC). La funcionalidad endotelial se evaluó mediante el análisis de las respuestas 

de anillos de aorta torácica precontraídos, a la administración de concentraciones 

crecientes de acetilcolina (Ach) o carbacol (Car). Los resultados se expresaron como 

concentración efectiva 50 (CEso) Y porcentaje de relajación máxima. 

Resultados: Los animales con SN presentaron hiperlipidemia con elevación de los 

niveles séricos de CT, TG, c-HDL y c-LDL. La relación molar vitE/c-LDL fué 

significativamente menor en las ratas SNdef (25.52 x 10''), Tdef (165.66 x 10"') y SN 

(268.81 x 10"') con respecto a la de los testigos (617.55 x 10", p<0.001). En 

comparación con los testigos, la relajación dependiente de endotelio inducida por Ach 

o Car fue significativamente' menor en los animales nefróticos. En las ratas SN y SNdef 

se observó disminución significativa de la duración de la fase de latencia (11.82 mino y 

19.99 min., respectivamente), con respecto a la observada en los grupos Tdef y T 

(26.76 mino y 36.68 min., respectivamente). No se encontraron diferencias en las 

subclases de LDL entre los grupos estudiados. El análisis univariado mostró que la 

respuesta de relajación vascular dependiente de endotelio, inducida por Ach o Car, se 

asoció con aumento de la susceptibilidad a la oxidación de LDL expresado por 
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disminución en la duración de la fase de latencia (i = -0.5621, p<0.01 y r = -0.5007, 

p<0.01, respectivamente) y con una menor relación molar de vitE sérica por colesterol 

de LDL (r = -0.6415, p<0.01 y r = -0.5034, p<0.01, respectivamente). La fase de 

latencia y el colesterol de LDL fu¡¡ron las únicas variables que se asociaron en forma 

independiente con la relajación vascular dependiente de endotelio inducida por Ach y 

Car, respectivamente. 

Conclusiones: Estos hallazgos sugieren que la disfunción endotelial del SN es 

consecuencia del aumento en la susceptibilidad a la oxidación de LDL, secundaria a la 

deficiencia en agentes antioxidantes, y no a cambios en el tamaño de la partícula de la 

lipoproteína de baja densidad. 
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ANTECEDENTES 

1. Síndrome nefrótico, características y cambios en la permeabilidad capilar 

En el síndrome nefrótíco (SN) la pérdida de la permeabilidad capilar selectiva da lugar 

a proteinuria,' la cual provoca desequilibrio en las velocidades de síntesis y 

catabolismo de las proteínas plasmáticas.' El SN se caracteriza por proteinuria, 

hipoalbuminemia, edema, hiperlipidemia (HLP), lipiduria y estado de 

hiperccagulabilidad3 Estas alteraciones sistémicas son responsables de gran parte de 

la morbimortalidad de esta enfermedad. La HLP, presente en 70-100% de los pacientes 

con SN,4 se caracteriza por elevación de los niveles de triacilgliceroles (TG), colesterol 

total (CT), cclesterol de la lipoproteína de baja densidad (c-LDL) y colesterol de la 

lipoproteína de muy baja densidad (c_VLDL)2.3 Las concentraciones de la lipoproteína 

de alta densidad (HDL) pueden ser normales, sin embargo las subclases de HDL 

presentan una distribución anormal con reducción en los niveles de HDL, e incremento 

de HDL3
S

•
7 Estas anormalidades lipoproteicas aumentan el riesgo de aterosclerosis 

(AE) y, particularmente, de enfermedad arterial coronaria (EAC). Un estudio 

prospectivo, controlado, con seguimiento a 5 años demostró un aumento de 5 veces en 

el número de eventos coronarios en 143 pacientes con SN crónico en comparación con 

sujetos control apareados por sexo y edad· Además, se ha mostrado relajación 

vascular dependiente de endotelio anormal, en el SN del ser humano' y en el inducido 

experimentalmente.'o", 

Los modelos experimentales de SN también presentan HLP" Uno de los más 

empleados es el inducido con aminonucleósido de puromicina (ANP) que se 
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caracteriza por niveles elevados de todas las fracciones de lipoproteínas.3.5.12 Además 

de ser un importante factor de riesgo para el desarrollo de EAC, la hipercolesterolemia 

(HC) del SN parece estar involucrada en el inicio y progresión de daño glomerular.'3 En 

ratas con nefrectomía unilateral, el aumento de colesterol dietario provocó HC y 

progresión de la enfermedad renaL" En este modelo experimental el tratamiento con 

probucol, agente antioxidante, redujo la proteinuria, mejoró el perfil de Iípidos'5 y 

disminuyó el desarrollo de la glomeruloesclerosis focal y segmentaria.'· En el SN 

experimental, el análisis histológico de los depósitos en los glomérulos reveló la 

presencia de colesterol y fosfolípidos. Además, con técnicas inmunohistoquímicas se 

ha demostrado la presencia de lDl oxidada (lDlox) en glomérulos de ratas con 

glomeruloesclerosis focaL '7 

2. LDL oxidada, efectos sobre la función endotelial 

El exceso de LDL circulante y el mayor tiempo de residencia de estas partículas en el 

compartimento intravascular, así como su mayor penetración al espacio subendotelial, 

favorecen la modificación oxidativa de sus componentes lipídicos y proteicos. In vivo, 

se generan grandes cantidades de radicales libres, durante diversos procesos 

fisiopatológicos, capaces de producir lipoperoxidación. Además, los macrófagos, las 

células endoteliales y de músculo liso pueden participar en la lipoperoxidación de los 

ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) de la LDL's-" Inicialmente, los antioxidantes 

lipofílicos previenen la modificación de la lipoproteína; sin embargo, cuando los 

antioxidantes se consumen, los AGPI se oxidan y se forman hidroxiácidos reactivos. 

Hasta este momento, la estructura de la apolipoproteína 8100 (ap08100) se encuentra 
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intacta y la partícula se considera "mínimamente modificada". 21 Una vez establecida, la 

lipoperoxidación se autocataliza y da lugar a una reacción en cadena, con cúmulo de 

gran cantidad de productos de lipoperoxidación que reaccionan y modifican 

covalentemente los residuos de aminoácidos de la apoB100, provocando la 

disminución progresiva de la carga positiva de la partícula.22 Los nuevos epítopes ya 

no son reconocidos por el receptor natural de LDL y la LDLox es captada con avidez y 

en mayor cantidad por el receptor atípico ("scavenger") de los macrófagos. '8.
20 A 

diferencia de los receptores naturales de LDL, los receptores atípicos carecen de la 

capacidad de regularse a la baja, en consecuencia, la captación de grandes cantidades 

de LDL modificada transforma a los macrófagos en células espumosas que al 

acumularse forman la llamada estría grasa, considerada como la lesión inicial de la AE. 

La oxidación confiere citotoxicidad y aterogenicidad a la partícula de LDL. '8,20 La 

exposición vascular local a LDLox in vivo promueve el engrosamiento de la íntima e 

inhibe la relajación vascular mediada por endotelio.23 

3. Función endotelial y su modulación por los antioxidantes 

La fisiología normal de la pared vascular depende de la presencia de un endotelio 

funcionalmente intacto, capaz de modular el tono vascular local y prevenir la 

trombosis2
' El endotelio regula el intercambio de agua y moléculas pequeñas 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 cambios en fuerzas 

hemodinámicas y responder a estímulos físicos y químicos mediante la síntesis de una 
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gran variedad de moléculas vasoactivas y tromborreguladoras así como a factores de 

crecimiento. 25 El óxido nítrico (NO) se genera en la células endoteliales por la oxidación 

de la L-arginina a L-citrulina en una reacción estereoespecífica catalizada por la 

sintasa del óxido nítrico endotelial. El NO liberado por el endotelio difunde al interior de 

las células del músculo liso, donde la interacción con el átomo de fierro del grupo hemo 

de la guanilato ciclasa activa a esa enzima y favorece el incremento de GMP cíclico21
.26 

y la reducción de calcio intracelular, produciendo la relajación vascular.25 Además, el 

NO inhibe la agregación y adhesión plaquetaria a la pared de los vasos sanguíneos. El 

NO tiene una función importante en el sistema cardiovascular mediante la modulación 

de la vasomoción y hemostasis. El daño endotelial, ya sea provocado por un trauma 

físico o por una lesión a nivel celular, se considera actualmente como un evento 

potencialmente iniciador de la aterogénesis. Aún en animales normocolesterolémicos, 

el daño físico al endotelio puede originar la formación de lesiones aterosclerosas.25 Las 

alteraciones en la fisiología endotelial se han involucrado tanto en la AE temprana 

como en el progreso de la enfermedad'5 El enlace biológico entre el daño endotelial y 

la AE quizá esté relacionado con una disminución en la biodisponibilidad del NO, que 

puede predisponer a la adhesión plaquetaria y de leucocitos, a la vasoconstricción y 

proliferación de células del músculo Iiso.21 En modelos experimentales para AE, HG, 

hipertensión (HTA) y diabetes, se ha demostrado que la disminución de NO junto con el 

aumento en los niveles del anión superóxido, parecen ser las causas de la disminución 

en la actividad del agente vasorrelajante. 27 El incremento de radicales libres en la 

pared vascular generados por la LDLox pueden oxidar al NO a nitritos, nitratos y 
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peroxinitritos, provocando una mayor formación de radicales libres y la activación de 

citocinas,27lo cual se traduce en disminución de la relajación dependiente de endotelio. 

·4. Susceptibilidad a la oxidación de LDL 

Las LDL son partículas heterogéneas en tamaño, densidad, carga eléctrica y 

composición. Las técnicas de electroforesis y ultracentrifugación permiten separar a la 

LDL en dos o más fracciones que difieren en composición, densidad, tamaño y peso 

molecular. 26.29 Las partículas más pequeñas y densas son más susceptibles a la 

oxidación.so.31 La vitamina E (vitE) y el selenio (Se) son factores importantes en la 

protección de los lipidos contra la oxidación."·" La vitE se encuentra estructuralmente 

incorporada en la LDL 19.32.34 Y actúa como un antioxidante intrínseco que impide la 

transferencia de electrones involucrada en el inicio y propagación de la 

lipoperoxidación." El Se es un cofactor necesario para la sintesis y actividad de la 

glutation peroxidasa, enzima responsable de la detoxificación de los peróxidos 

orgánicos capaces de oxidar a las Iipoproteínas.35 La capacidad para resistir la 

modificación oxidativa depende, entre otros factores, de la cantidad de antioxidantes 

presentes en la LDL. La suplementación con vitE incrementa el contenido de este 

antioxidante en la particula y aumenta su resistencia a la oxidación.'" 

"Los métodos empleados para investigar la oxidación de la LDL pueden dividirse en dos 

categorías: a) la evaluación de la susceptibilidad a la oxidación in vitro de la partícula 

aislada y b) la detección de la LDLox in vivo. Para investigar la oxidabilidad de la LDL, 

la lipoproteína aislada se enfrenta a estímulos pro-oxidantes.37 La cinética de oxidación 

se puede medir por la formación de dienos conjugados37 y sustancias reactivas al ácido 
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tiobarbitúrico,38 por el desarrollo de fluorescencia38,,, y por cambios en la mobilidad 

electroforética de la apoB100'o La mayoría de los estudios clínicos han mostrado 

mayor susceptibilidad a la oxidación de la LDL, o bien, un incremento en la cantidad de 

LDLox, en condiciones como la HG,'" EAG,41 HTA,'2 tabaquismo," uremia,44 disfunción 

endotelíaI2,,45 y disminución de la elasticidad de arterias'6 El suplemento con un 

antioxidante como vitamina E, además de conferir a la LDL mayor resistencia a la 

oXidación,,.,47, .. mejora la relajación vascular dependiente de endotelio en el humano" 

y disminuye la progresión del daño renal en la nefrosis experimental. SO,51 Estos datos 

apoyan la participación de la LDLox en el inicio y progresión de la AE, 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En el síndrome nefrótico, la dislipidemia más frecuente es el aumento en las 

concentraciones de c-LDl. Además de ser un factor de riesgo importante para el 

desarrollo de EAC, la HC puede acentuar el daño renal. Numerosos estudios han 

demostrado que la He se asocia con incremento en la proporción de LDLox, partícula 

tóxica para los tejidos, especialmente el endotelio, en el que puede provocar alteración 

funcional evidente aún en aquellos casos en los que la morfología de las células 

endoteliales permanece normal. 52 Existen reportes de alteración en la relajación 

vascular dependiente de endotelio en pacientes' y animales con SN"o,11 anormalidad 

probablemente inducida por la HC que acompaña a esta patología, Las LDL son 

partículas heterogéneas en tamaño y densidad,28,29 Las partículas pequeñas y densas 

son más susceptibles a la oxidación,30,31 La susceptibilidad a la oxidación de la LDL 

depende, entre otros factores, de su contenido en vitamina E,36,47,48 

En la literatura no existe información sobre la relación entre HC, subclases de LDL, 

susceptibilidad a la oxidación de esta Iipoproteína y alteración de la función 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 relajación dependiente de endotelio en ratas con y sin 

deficienGÍa de antioxidantes en la dieta, y la asociación entre el tamaño y la 

susceptibilidad a la oxidación de la LDL con la disfunción endotelial. 

HIPÓTESIS 

La alteración en la relajación dependiente de endotelio en ralas nefróticas se asocia 

con una mayor susceptibilidad a la oxidación de LDL, que puede ocurrir como 

consecuencia del incremento en la concentración de c-LDL, de la deficiencia de 

vitamina E y selenio y del cambio en el tamaño de la partícula de la lipoproteína de 

baja densidad. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Diseño experimental 

Se usaron ratas Wistar macho recién destetadas (aproximadamente 30 g de peso). 

Después de la ablactación, los animales se alimentaron durante dos semanas con dieta 

habitual (TD 84254, Teklad Premier Laboratory Diets, Madison, Wis). Transcurrido ese 

periodo, 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. Nefróticas con dieta habitual (SN) 

4. Nefróticas con dieta deficiente en vitamina E y selenio (SNdef) 

La inducción del SN e inicio de la alimentación con dieta deficiente en antioxidantes 

(TD84253, Teklad Premier Laboratory Diets, Madison,Wis) fueron simultáneos. El SN 

se indujo con inyecciones subcutáneas repetidas de ANP al 2% en NaCI al 0.85% 

aplicadas los días 0,1,2,3 Y 4 (15 mg/kg peso) y con refuerzos los días 16 y 39 (doSis 

50 mg/kg peso). En las mismas fechas se inyectó a los animales testigo un volumen 

similar del vehículo (NaCI al 0.85%). Las ratas Tdef y SNdef se alimentaron con la dieta 

comercial deficiente en vitE y Se, mientras que los animales T y SN continuaron con la 

dieta habitual. Los animales tuvieron libre acceso al agua y alimento. La composición 

de 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 metabólicas para la recolección de 

orina de 24 horas. Después de un ayuno de 12-14 horas las ratas se pesaron y 

sacrificaron por decapitación. Se recolectó sangre y el suero se obtuvo por 
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centrifugación a 2500 rpm (908 x g) durante 20 minutos, se adicionó EDTA (1 mg/ml de 

~suero) como antioxidante y se almacenó a -70·C hasta su uso. Se disecaron el 

corazón, pulmón, hígado, bazo, riñón y glándulas suprarrenales y se almacenaron a 

-70·C para la determinación posterior de los niveles de vitE. 

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

Componente 

Levadura Torula 

DL-metionina 

Sacarosa 

Manteca, sin toeaferol 

Mezcla de minerales 

Sulfato de manganeso (MnSO"H,O) 

Sulfato de cromo-potasio (CrK(SO,),'12H,O) 

Acido p-aminobenzoico 

Biotina 

Vitamina 8 12 

Pantotenalo de calcio 

Citrato dihidrogenado de colina 

Acido fálico 

Inositol 

Complejo bisulfito sódico de menadione 

Niacina 

Piñdoxina HCI 

Riboflavina 

Tiamina HCI 

Vitamina A (palmitato en aceite de maíz) 

Vitamina O, (en aceite de maíz 400,00 U/g) 

Mezcla de sacarosa con 0.0445% de selenita 

Acetato de DL-alfa tocoferol1000 U/g 

Dieta habitual 

(g/Kg.) 

300.00 

3.0 

594.1283 

50 

50.0 

0.154 

0.0193 

0.1 

0.0004 

0.05 

0.02 

1.0 

0.002 

0.1 

0.015 

0.03 

0.01 

0.01 

0.01 

0.06 

0.005 

1.236 

0.05 

Dieta deficiente de 

vitamina E y Se (g/Kg.) 

300.00 

3.0 

595.4143 

50 

50.0 

0.154 

0.0193 

0.1 

0.0004 

0.05 

0.02 

1.0 

0.002 

0.1 

0.015 

0.03 

0.01 

0.01 

0.01 

0.06 

0.005 
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Tabla 2. Composición de la mezcla de minerales 

Componente 

Carbonato de calcio 

Cartlonato de magnesio 

Sulfato de magnesio 

Cloruro de sodio 

Cloruro de potasio 

Fostato monobásico de potasio 

Pirotosfato fénico soluble 

Yoduro de potasio 

Sulfato de manganeso 

Floruro de sodio 

Sulfato de aluminio y potasio 

Sulfato cúprico 

Análisis de laboratorio 

Upidos y lipoproteínas 

Fórmula 

CaCO, 

MgCO, 

MgSO, 

NaCI 

KCI 

KH,PO, 

KI 

MnSO,oH,O 

NaF 

AIK(SQ,),o12H,O 

CuSQ, 

g/Kg. de mezcla 

543.0 

25.0 

16.0 

69.0 

112.0 

212.0 

20.5 

0.08 

0.35 

1.0 

0.17 

0.90 

Las concentraciones séricas de CT y TG se determinaron por métodos enzimáticos, 

con reactivos de Boehringer Mannheim en un autoanalizador bicromático Hitachi 705. 

El colesterol de HDL se midió después de precipitar las Iipoproteínas que contienen 

apo B con fosfotungstato-MgCI,. Los valores de las Iipoproteinas de baja densidad se 

calcularon empleando la fórmula de Friedewald modificada por DeLong.53 Los 

coeficientes de variación fueron: intraanálisis de 0.43%,0.89% Y 1.72% e interanálisis 

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 
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participación del laboratorio de Lipidos del Instituto Nacional de Cardiología en el 

Programa de Estandarización del Centro de Control de Enfermedades de Atlanta, 

Georgia, E.U.A. Las mediciones se realizaron por duplicado. Los resultados se 

expresaron en mg/dL 

Glucosa, creatinina. albúmina y proteínas totales 

La glucosa se midió por el método de glucosa oxidasa con reactivos de Boehringer 

Mannheim en un autoanalizador bicromático Hitachi 705. La creatinina y albúmina 

séricas se determinaron por los métodos , de Jaffé y verde de bromocresol, 

respectivamente, en un autoanalizador IIab 900 (Instrumentation Laboratory). Las 

proteínas totales se cuantificaron con el método de Lowry el. al, 54 Las determinaciones 

se efectuaron por duplicado, Los resultados de glucosa y creatinina se expresaron en 

mg/dl; los de albúmina y proteínas totales se expresaron en g/dI. 

Vitamina E 

La vitE tisular y sérica se midió por HPLC (Millipore, bomba de cambio de flujo manual 

modelo 510) de acuerdo al método de Huang y Shaw"' modificado, El tejido se 

descongeló y homogeneizó en un amortiguador de fosfatos (0,01 M, pH 7.4), A un 1.0 

mi del homogenado se le adicionaron 2.0 mi de una solución de 10 gil de pirogalol en 

alcohol absoluto y 0,3 mi de una solución saturada 2,5 M de KOH, Los tubos tapados 

se agitaron en vortex y se incubaron a 70·C en baño María durante 30 minutos, 

Después de la saponificación, los tubos se enfriaron en un baño de hielo, se adicionó 

1.0 mi de agua y 4.0 mi de n-hexano, Para el análisis de vitE sérica, se mezclaron de 
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0.3 a 0.5 mi de plasma con 2 mi de la solución de pirogalol, 1 mi de HCI concentrado y 

6 mi de n-hexano. Los tubos, que contenían la muestra de tejido o de suero, se 

agitaron en vortex por 2 minutos y después de la separación se recuperó la capa 

orgánica. Una vez evaporado el solvente, el residuo se disolvió en 0.6 mi de metanol. 

Se inyectaron 20 111 de muestra. Para la determinación se utilizó una columna Novapak 

C18 de fase reversa a una velocidad de flujo de 1.0 ml/min (1800 psi) en condiciones 

isocráticas y con metanol como fase móvil. El a-tocoferol se registró con un detector de 

densidad óptica a 292 nm. Se utilizó a-tocoferol (USPC, INC No. catálogo 66760) para 

elaborar una curva con las siguientes concentraciones 0.60, 3.01, 6.02, 12.05 Y 

24.1 nmoles. El tiempo de retención del pico del a-tocoferol fue 3.68 ± 0.025 minutos. 

En tubos por separado se agregó una cantidad conocida de a-tocolerol para calcular la 

recuperación obtenida. La recuperación de ex-tocoferol varió de 94.31 a 100.46%. Se 

utilizó el integrador Millipore modelo 746 para procesar los datos. Las determinaciones 

se hicieron por duplicado. En suero, los resultados de vitamina E se expresaron en 

I1g/ml y en tejidos en nmoles de vitamina E por gramo. 

Función endotelial 

La función endotelial se estudió con una técnica previamente descritaS' La aorta 

torácica se extrajo rápidamente. Después de eliminar el tejido conectivo, se cortó 

transversalmente en anillos (3 mm de longitud), teniendo especial cuidado para no 

dañar el endotelio: La funcionalidad del endotelio se evaluó siempre analizando una 

rata testigo y una nefrótica con la misma dieta. En cada experimento se utilizó un par 

de anillos de la parte central de la misma aorta. Cada uno de los anillos se suspendió 
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horizontalmente en una cámara para órgano aislado (volumen 5 mi), sujeto por dos 

ganchos de Nichrom. Uno de ellos se fijó a la pared de la cámara y el otro a un 

transductor de tensión isométrica (FT03, Grass Medical Instruments) conectado a un 

polígrafo Grass modelo 79D. Los anillos se mantuvieron en solución Tyrode (glucosa 

4.5 mM, NaCI 118 mM, KH,PO, 1.2 mM, NaHC0324 mM, MgSO,·7H,O 1.2 mM, KCI 

4.7 mM, CaC¡'·2H,O 2.5 mM, pH 7.4) a 37·C y con burbujeo constante de carbógeno 

(95% O, Y 5% CO,). Los anillos se sometieron a una tensión inicial de 2 9 Y se 

equilibraron durante 1 h. La tensión se verificó constantemente en este periodo y, 

cuando fue necesario, se reajustó a 2 g. Se obtuvieron curvas de concentración­

respuesta a la administración de acetilcolina y carbacol. Los análisis se realizaron por 

cuadruplicado. La relajación inducida por acetilcolina o carbacol se expresó como 

porcentaje de reducción de tensión (relajación) con respecto a la tensión obtenida en 

respuesta a norepinefrina o fenilefrina (0.2 j.JM), respectivamente. 

Aislamiento de la LDL por ultracentrifugación 

De cada animal, 1 mi de suero que había permanecido congelado y almacenado a 

-70·C, se descongeló y utilizó para el aislamiento de la LDL a 10°C. La LDL se aisló 

por ultracentrifugación a 100,000 r.p.m. (355,206xg) en la ultracentrífuga TL100 

(Beckman). Brevemente, se ajustó la densidad del suero a 1.063 g/mi con bromuro de 

potasio sólido y se ultracentrifugó durante 4 horas. Terminada la corrida, se mezclaron 

200 !JI del sobrenadante con 676 f.l1 de solución salina isotónica (SSI) y se continuó la 

ultracentrifugación durante 3 horas. Se recuperó el infranadante y se lavó con SSI por 

ultracentrifugación durante 3 horas. En la preparación de LDL se cuantificó la 
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concentración de proteína por el método de Lowry el. al. 54 Con objeto de disminuir el 

tiempo entre el aislamiento y el ensayo para medir la susceptibilidad a la oxidación, la 

preparación no se dializó5
'. 

Susceptibilidad a la oxidación de la LDL 

La susceptibilidad a la oxidación in vi/ro de la LDL se determinó por el método descrito 

por Esterbauer" con pequeñas modificaciones. La LOL aislada se diluyó en 

amortiguador de fosfatos 10 mM, pH 7.4 (PBS), 0.16 M NaCI saturado con oxígeno, a 

una concentración final de 50 Jlg de proteína/mI. La oxidación de la lipoproteína se 

inició mediante la adición de una solución recién preparada de CUS04 a una 

concentración final de 25 JlM, a 37°C. La cinética de oxidación se monitoreó mediante 

lecturas espectrofotométricas a 234 nm, para seguir la formación de dienos 

conjugados",58. Se registraron lecturas de densidad óptica (DO) cada 2 minutos, 

durante 200 minutos, Con estos datos se construyó la curva de la cinética de oxidación 

y a partir de ella se calculó la fase de latencia (FL). La FL, definida como el intervalo 

entre la adición del sulfato de cobre y el inicio de oxidación rápida, se determinó por la 

intersección de la recta de la línea basal con la tangente de la fase de oxidación,37,44,58 

Los coeficientes de variación intra e interensayo para la FL fueron 2.94% y 5.77%, 

respectivamente, Los resultados se expresaron en minutos. 

Se eligió la FL por que es una medición reproducible y un marcador aceptable de la 

oxidabilidad de LDL." La FL se relaciona con el contenido antioxidante de la LDL59 que 

fue la característica que nosotros buscamos modificar 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 Burke60 modificado. 

Brevemente, se corrió una electroforesis en gradiente del 2 al 14% de poliacrilamida, 

en condiciones no desnaturalizantes y no reductoras. Se cargaron 10 ¡JI 

(aproximadamente 5-10 ¡Jg de proteína) en cada uno de los pozos. La electroforesis se 

realizó durante 20 horas a 150 V. La solución amortiguadora de corrida fue 0.09 M Tris, 

0.08 M de ácido bórico y 0.003 M de EDTA'H20, pH 8.3. Después de la separación, el 

gel se fijó durante 15 a 20 minutos en metanolfácido acético/agua (45:10:45% v/v). La 

tinción se realizó con azul de Coomassie (0.1 % p/v) en metanol/ácido acético/agua 

(45:10:45 % v/v). El gel se decoloró en metanol/ácido acético/agua (45:10:45% v/v) con 

agitación constante, hasta que los blancos quedaron transparentes. Los geles se 

hidrataron en agua glicerinada al 1 % Y una vez secos se analizaron con un 

densitómetro (modelo 620 de Bio-Rad Laboratories Ud., U.K) usando el programa 

Molecular Analyst, de Bio-Rad v. 1.1. Para la construcción de la gráfica de calibración 

se utilizaron como estándares una cama de látex (38 nm) y de proteínas de alto peso 

molecular (Pharmacia): tiroglobulina (17 nm), apoferritina (12.2 nm) y cata lasa (6.2 nm). 

La gráfica de calibración se ajustó a la mejor recta quedando una ecuación cuadrática: 

(y = iO'IOI"ILJ""I'I-" "131""'1'1"') 

Los resultados se expresaron en nanómetros. 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Se calcularon las medidas de tendencia central y de dispersión de las variables 

continuas. La diferencia global entre los cuatro grupos estudiados se evaluó con el 

ANOVA paramétrico y no paramétrico (prueba de Kruskall-Wallis por rangos) en 

función de la distribución de la variable. Con la prueba de Scheffé (variables 

paramétricas) o de U de Mann-Whitney (variables no paramétricas) se determinó entre 

cuáles grupos existían diferencias significativas. El logaritmo de la concentración molar 

del agonista necesaria para producir el 50% de la respuesta máxima (lag CE50) se 

calculó con el paq4ete Microsoft Excel para Windows 95 v. 7.0. La asociación entre las 

variables estudiadas se determinó por el análisis de correlación simple utilizando el 

coeficiente de correlación de Pearson para las variables de distribución normal y 

prueba de Spearman para las de distribución no normal. La independencia de las 

asociaciones se determinó por análisis de regresión múltiple por pasos. Para todas las 

pruebas se estableció el nivel de significado estadístico de 0.05. El análisis estadístico 

se realizó con el paquete estadístico SPSS v. 8.0. 
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RESULTADOS 

1. Característícas generales 

Las características generales de los grupos estudiados se presentan en la tabla 3. El 

análisis de varianza (ANOVA) paramétrico y no paramétrico, reveló diferencias 

significativas entre los grupos para el peso, proteinuria, proteínas totales y albúmina. 

De acuerdo a lo esperado, los animales nefróticos presentaron niveles mayores de 

proteína en orina y concentraciones menores de albúmina en suero en comparación 

con los testigos. Los niveles de proteínas totales fueron significativamente menores en 

las ratas SNdef al compararlas con los grupos restantes. 

Tabla 3. Características generales de los grupos estudiados 

Grupos 

Testigo Testigo Nefrótica Nefrótica p 
deficiente deficiente 

n 15 17 8 10 
Peso (g) 316.1±13.4 286.9±9.8 245.0±11.2' 192.4±13.8 " <0.05 

C. alimento (g/24 h) 23.5±3.5 20.7±2.1 20.1±1.5 16.9±1.2 ns 

Proteinuria (mg/24h) 7.41±1.98 9.91±2.23 437.3±60.1 " 370.1±42.6 " <0.01 

Proteínas (g/di) 7.34±0.3 6.52±O.15 6.79±O.14 5.89±0.25 ,be 0.01 

Albúmina (g/di) 322±O.05 3.12±O.07 2.17±O.12'b 2.48±0.15 ,be <0.01 

Glucosa (mg/dl) 70.8±4.69 71.7±3.0 69.3±7.36 73.4±3.57 ns 

Creatinina (mg/dl) 0.71±0.02 O.89±O.O6 0.80±O.05 0.77±O.04 ns 

Los datos están expresados como media ± error estándar. C. alimento::: consumo de alimento. ns = no 
significativo. a vs testigo, b vS testigo deficiente, e vs nefrótica, 
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Las ratas SNdeffueron 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 comparación con los que recibieron dieta habitual, la concentración 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 concentración de vitE en corazón y riñón de las ratas 

SNdef fue menor a la de los Tdef. 

Tabla 4. Concentraciones de vitamina E en tejidos 

Grupos 

Tejidos Testigo Testigo Nefrótica Nefrótica p 
deficiente deficiente 

n 15 17 8 10 

Corazón 17.09±2.46 2.42±O.29" 17.93±2.50 1.21±O.11'''' <0.001 

Pulmón 15.11±1.99 3.13±O.27" 16.69±1.89 2.49±O.24" <0.001 

Higado 16.04±2.41 2.86±O.27" 18.99±1.87 2.89±0.13" <0.001 

Bazo 16.62±O.94 2. 13±O.32'0 17.09±1.63 1.98±0.34'0 <0.001 

Riñón 9.08±1.23 1.99±0.19'0 7A6±0.83 0.78±0.09'''' <0.001 

Suprarrenales 101.5±12.8 16.83±1.90" 139.6±16.9 1 0.58±O. 7'0 <0.001 

Los datos están expresados como media ± error estándar (nmol vitamina E/g de tejido). ANOVA: a vs 
testigo, b vs testigo deficiente, e vs nefrótica 
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2. Lípidos, lipoproteínas y vitamina E 

En comparación con las ratas testigos, las nelróticas mostraron elevación significativa 

de los niveles de CT, TG, c-HDL y c-LDL (tabla 5). Las concentraciones de vitE en el 

suero de ratas SN fueron significativamente más altas (tabla 5) que en los otros grupos. 

Puesto que la vitE se transporta en las lipoproteínas, era de esperarse que el aumento 

de estas partículas en las ratas SN" se asociara a mayor concentración absoluta de 

vitE en estos animales. Sin embargo, cuando estos valores se expresaron como la 

relación molar vitE/c-LDL (figura 1) se observó mayor cantidad de vitE por colesterol de 

LDL en los testigos que en las ratas SN. Como se podía anticipar, los animales 

alimentados con dieta deficiente en antioxidante tuvieron el índice vitE/c-LDL más bajo. 

Todas las diferencias alcanzaron significado estadístico. 

Tabla 5. Concentración de lípidos, lipoproteínas y vitamina E en suero 

Grupos 

Testigo Testigo Nefrótica Nefrótica ANOVA 
deficiente deficiente p 

n 15 17 8 10 
CT (mg/dl) 68.8±4.66 74.1±4.48 187.8±10.13'b 165.5±7.71'b <0.001 

TG (mg/dl) 68.8±7.22 92.5±7.70' 172.6±28.S'b 140.4±21.9'''' <0.001 

c-HDL (mg/dl) 53.1±3.61 S2.6±3.51 118.9±4.8S'b 83.70±8.81 " <0.001 

c-LDL (mgtdl) 6.02±1.10 7.41±1.04 39.38±4.69,b 59.34±6.81'b <0.001 
[ x1 O (moIlL)] [1S7±29] [193±27] [1023 ±122] [1543 ±172] 

Vitamina E (I'g/ml) 3.03±0.29 1.11±O.10· 11.01±2.0S'b 1.S1 ±O.07'''' <0.001 
[x10·3 (moI/L)] [6.97±0.7] [2.SS±O.23] [2S.32±4.71] [3.47±O.16] 

Los datos están expresados como media ± error estándar. CT = colesterol total, TG ::: triacilgliceroles, 
c-HDL ::: colesterol de la lipoprotefna de alta densidad, c-LDL = colesterol de la Ilpoproteína de baja 
densidad. ANOVA: 8 vs testigo, b vs tesUgo deflciente, e vs nefrótica 
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Figura 1. Relación molar de 
vitamina E/colesterol de LDL. 
T = testigo (n = 15), Tdel = testigo 
deficiente en antioxidantes 
(n=15), SN = nefrótica (n=8), 
SNdef = nefrótica deficiente en 
antioxidantes (n:::10). Los datos 
están expresados como media 
± error estándar. ANOVA p<O.001, 
a V$. testigo, b vs. testigo 
deficiente, e VS. nefrótica 

3. Relajación dependiente de endotelio 

Los anillos de aorta con endotelio intacto se relajaron en forma concentración-

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

carbacol (figura 3). 
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Figura 2. Relajación vascular en 
respuesta a acetilcolina en anillos de 
aorta precontraidos. 
T= testigo (n = 15), Tdef = testigo 
deficiente en antioxidantes (n = 17), 
SN = nelrótica (n = 8), SNdel = nelrótica 
deficiente en antioxidantes (n = 10). 
Los datos están expresados como 
media ± error estándar. ANOVA 

ab p<O.001, a vs. testIgo, b VS. testigo 
ab deficiente, e VS. nefrótica, 
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Figura 3. Relajación vascular en 
respuesta a carbacol en anillos de 
aorta precontraidos . 
T = testigo (n = 15), Tdef = testigo 
deficiente en antioxidantes (n = 17), 
SN = nefrótica (n=8), SNdef = nefrótica 
deficiente en antioxidantes (n = 10). 
los datos están expresados como 
media ± error estándar. ANOVA 
p<O.001, a vs. testigo, b vs. testigo 
deficiente, e vs. nefrótica. 

Las curvas concentración-respuesta de los anillos de ratas nefróticas (SN y SNdef) se 

desplazaron significativamente (p<O.001) a la derecha en comparación con las curvas 

de los animales testigo (Figuras 2 y 3, ver CEso en tabla 6). En la figura 2, se observa 

que en los animales nefróticos, principalmente los deficientes en vitE y Se, la respuesta 

a todas las cóncentraciones de Ach empleadas fué significativamente menor que en los 

testigo. La mejor respuesta de relajación dependiente de endotelio en las ratas testigo 

(85.04%)fué diferente no sólo a la presentada por las ratas SNdef (59.36%, p<O.001) y 

SN (64.44%, p<O.001), sino también significativamente mayor que la de las ratas Tdef 

(74.39%, p<O.001, figura 2, tabla 6). 

Resultados similares a los observados con acetilcolina, se obtuvieron al emplear 

carbacol (figura 3). La relajación máxima 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%) y T (92.5%) (tabla 6). También se observó 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 CEso tabla 6). 

La función endotelial, evaluada por la respuesta a concentraciones crecientes de Ach y 

Car, y a través de la concentración efectiva para obtener el 50 por ciento de la 

relajación (CEso), disminuyó en los animales con SN (grupo SN y SNdef) en 

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

Tabla 6. Efecto de la nefrosis y deficiencia en antioxidantes sobre la relajación inducida 
con acetilcolina y carbacol (0.002-20 11M). 

Grupo 

Acetilcolina 

Testigo 

Testigo deficiente 

Nefrótica 

Nefr6tica deficiente 

Carbacol 

Testigo 

Testigo deficiente 

Nefrótica 

Nefr6tica deficiente 

CE50 (M) 

6.14 x 10·'±1.0 x 10" 

2.87 x 10"±8.7 x 10'" 

3.41 x 10·'±1.2 x 10·"b 

9.59 x 10"±8.8 x 10"'b 

5.91 x 10·'±7.92 x 10" 

7.13 x 10·'±1.02 x 10·' 

9.28 x 10"±5.51 x 10"'b 

3.36 x 10"±8.46 x 10·'"'' 

Log CEso (M) 

-6.49±O.08 

-6. 12±O.09' 

.5.78±O.09'b 

·5.71±0.10,b 

·6.38±O.05 

·6.35±0.O6 

·S.92±O.11'b 

·5.76±O.07'bo 

Porcentaje de 

relajación máxima 

85.05±1.61 

74.39±2.14' 

64.44±2.86" 

59.36±2.77'b 

92.50±O.85 

92.05±O.90 

83.88±2.32'b 

83.23±1.61 ab 

Los datos están expresados en promedio :t error estándar. Log CEso ::: logaritmo de la concentración 
efectiva de agonista para obtener el 50% de la respuesta máxima. CE5(I = Concentración efectiva del 
agonista para obtener el 50% de la respuesta máxima. ANOVA p<O.0001, a V5. testigo, b vs. testigo 
deficiente. e vs nefrótica. 
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4. Susceptibilidad a la oxidación de la LDL 

Evaluamos la susceptibilidad a la oxidación de la LDL aislada de ratas T, Tdef, SN y 

SNdef. La figura 4 muestra una curva típica de la cinética de oxidación de la partícula 

inducida por la adición de CUS04. La duración de la fase de latencia es una medida 

directa de la resistencia de la LDL a la oxidación Y. principalmente, está relacionada 

con el contenido de antioxidantes y algunas características intrínsecas de la partícula 

de LDL, entre otras, la abundancia relativa de AGPI y colesterol.22
•
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Figura 4. Cinética de la oxidación in 
vitro de LDL. 
la oxidación de la LDL se registró 
espectrofotométricamente en forma 
continua a 234 nm, para seguir la 
formación de dienas conjugados 
después de la adición de CUS04 al 
tiempo cero. 
T = testigo, Tdef = testigo deficiente 
en antioxidantes, SN = nefrólica. 
SNdef = nefrótica deficiente en 
antioxidantes. 

Se encontró diferencia con significado estadístico entre los cuatro grupos estudiados 

(figura 5). La FL más corta se observó en las ratas SNdef, indicando que la LDL de 

estos animales es más susceptible a la oxidación (figura 5). Por el contrario, la LDL de 

las ratas testigo, alimentadas con dieta normal, fué la más resistente al proceso de 

oxidación (fase de latencia más prolongada). 
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Figura 5. Susceptibilidad a la 
~ 40 oxidación de la LDL de ratas .S 
E nefróticas y testigo con y sin 
~ deficiencia de antioxidantes 
(1) 30 a en la dieta. '0 T= testigo (n=8), Tdef = testigo t: 
ID deficiente en antioxidantes - 20 (n=8), SN neffÓtica (n=8), .!!! = 
ID SNdef = nefrótica deficiente en 
"C antioxidantes (n=6). 
O 10 Los datos están expresados a. 
E como media ± error estándar. 
ID ANOVA p<O.OS. a vs. Testigo, 
F O b vs. Testigo deficiente. e vs. 

T Tdef SN SNdef nefrótica. 

La FL se asoció directa y significativamente con la concentración de albúmina en suero 

(r = 0.5806, p<0.01) y la relación molar vitE/c-LDL (r = 0.6520, p<0.01), y de manera 

inversa y significativa con los niveles de proteína en orina (r = -0.7989, 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. Correlación de Spearman entre la fase de latencia y otras variables. 
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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). 

~ 30 E 
e 
~ 

25 C\l :; Figura 7. Subclases de LDL de 
o 

20 ratas nefróticas y testigo con y 
'E sin deficiencia de antioxidantes 
C\l 
c. en la dieta. 

.!!! 15 T= testigo (n=15), Tdef = testigo 
C!l deficiente en antioxidantes 

"O 10 (n=10), SN = nefr6tica (n=8), 
e SNdef = nefrótica deficiente en - antioxidantes (10). C!l 5 E Los datos están expresados como 

-C\l media ± error estándar. ANOVA 
i5 O p = no significativa. 

T Tdef SN SNdef 

6. Asociación entre la disfunción endotelial y las variables analizadas, 

La asociación del logaritmo de la concentración efectiva 50 de Ach y Car con los 

niveles de las otras variables se investigó mediante análisis de correlación (tabla 7). Se 

encontró una relación directa y significativa del 10gCE50 de Ach y Car con la proteinuria, 

CT, TG, c-HDL, c-LDL e inversa y significativa con la relación molar vitamina E/c-LDL y 

FL. El tamaño de la partícula de LDL sólo se asoció directa y significativamente con el 

10gCEso de Ach. 
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Tabla 7. Correlación de Speannan entre la concentración efectiva 50 de acetilcolina y 
carbacol y otras variables. 

Acetilcolina Carbacol 

Log CE" Log CE,. 

r, p r, p 

PrQteinuria 0.5060 <0.01 0.2955 <0.05 

Albúmina -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-HOL 0.4571 <0.01 0.3089 <0.05 

c-LOL 0.6601 <0.01 0.3805 <0.01 

Relación vitE/c-LOL -0.6415 <0.01 -0.5034 <0.01 

Tamaño de LOL 0.3163 <0.05 -0.0777 ns 

Fase latencia -0.5621 <0.01 -0.5621 <0.01 

c-HOL - colesterol de la lipoproteína de alta densidad, c-LDL = colesterol de la Iipoproteína de baja 
densidad, relación vitElc--LDL = relación molar de la vitamina E por el colesterol de la Iipoproteína de 
baja densidad. 

7. Análisis multivariado 

Para examinar la independencia de las asociaciones entre log CEso de Ach y Car y los 

lípidos, relación vitE/c-LDL, FL y proteinuria, se empleó el análisis de regresión 

múltiple. En el modelo se utilizaron como variables independientes la proteinuria, CT, 

TG, c-HDL, c-LDL, tamaño de la particula de LDL, FL Y la relación molar vitE/c-LDL y 

como variables dependientes los valores del logaritmo de CEso para Ach y Car. En la 

tabla 8 se muestra que el log CEso de Ach se asoció en forma inversa e independiente 
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sólo con la FL, mientras que el log CEso de Car se asoció en forma directa e 

independiente con c-LDL. 

Tabla 8. Análisis de regresión múltiple para el logaritmo de la concentración efectiva 50 
de acetilcolina y carbacol. 

Variables 

Dependientes Independientes p 

Log CE,. acetilcolina Proteinuria -0.0934 0.6768 

Colesterol total 0.1396 0.5894 

Triacilgliceroles 0.1106 0.5744 

Colesterol de LDL 0.2597 0.3610 

Colesterol de HDL 0.0013 0.9949 

Tamaño de LDL 0.1929 0.2569 

Relación vitamina Elc-LDL -0.2274 0.3041 

Fase de latencia -0.6525 0.0007 

Log CE .. carbacol Proteinuria -0.1946 0.3645 

Coleoterol total -0.4825 0.8677 

Triacilgliceroles -0.0737 0.7071 

Colesterol de LDL 0.5506 0.0043 

Colesterol de HDL -0.0443 0.8301 

Tamaño de LDL 0.1333 0.4590 

Relación vitamina Elc-LDL -0.0690 0.7649 

Fase de latencia -0.0417 0.8906 

Log CESO = logaritmo de la concentración efectiva de acetilcollna o carbacol para obtener el 50% de la 
respuesta máxima, 
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DISCUSiÓN 

La presencia de dislipidemia es común 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 relajación dependiente de endotelio en ratas con y sin deficiencia 

de antioxidantes en la dieta, así como examinar la asociación del tamaño y la 

susceptibilidad a la oxidación de LDL con Ja disfunción endotelial. Nuestra hipótesis fue 

que la alteración en la relajación vascular dependiente de endotelio se asocia con una 

mayor susceptibilidad a la oxidación de LDL, que puede ocurrir como consecuencia del 

incremento en la concentración de c-LDL, de la deficiencia de vitamina E y selenio y, 

probablemente, del cambio en el tamaño de la partícula de la lipoproteína 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 observó un aumento significativo de los niveles en suero de 
--- -. 

CT, TG, c-LDL y c-HDL (tabla 5) en comparación con los testigos (T y Tdef). Aunque se 

elevaron tanto los niveles de c-HDL como de c-LDL, el incremento de esta última 

fracción fue 6.5 y 8 veces mayor en las ratas SN y SNdef vs. T y Tdef, respectivamente; 

mientras que, el incremento de c-HDL fue de tan sólo 1.5 y 2.5 veces en las SNdef y 

SN en comparación con las Tdef y T, respectivamente. La magnitud de la HC fue 

menor a la descrita previamente en la literatura. Ito el al. reportaron concentraciones de 

colesterol total de 483±18 mg/dlS2 y 519±22 mg/dl'O a los 30 y 40 días, respectivamente, 

40 



post-inducción de la nefrosis con daunomicina. En este estudio encontramos valores de 

colesterol total de 187.8±10 mg/dl en las ratas SN y 165.5±7.7 mg/dl en las SNdef, 

después de 56 días de evolución del SN. La severidad de la HC del SN se encuentra 

íntimamente relacionada con la magnitud de proteinuria. 15 A los 30 y 40 días, Ito y 

colaboradores reportaron 550±43 mg de proteínas/día" y 656±100 mg de 

proteínas/día, 'o respectivamente. En nuestro caso fue de 437 ± 60 mg de proteínas/día 

para las ratas SN y 370 ± 43 mg de proteínas/día para las SNdef, a los 56 días de 

evolución de la enfermedad (tabla 3). Por lo tanto, es posible que la menor elevación 

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 albúmina:·4 En nuestras ratas SN los niveles de albúmina 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 relación 

existente entre la pérdida de proteínas por la orina y la HC presente en el SN. 

Es de interés mencionar que en este estudio pudimos confirmar anormalidades de 

Jípidos y lipoproteínas previamente descritos en el síndrome nefrótico del ser humano y 

del animal experimental. Sin embargo, no pudimos demostrar que el SN se asocie a 

cambios en el tamaño de LDL en este modelo experimental. 

Aunque el peso inicial fue similar en todos los grupos y no se observaron diferencias 

significativas en consumo de alimento, nuestras ratas con SN, al igual que en estudios 

previos,'o", tuvieron menor peso en comparación con las testigo, lo cual indica que la 

ganancia ponderal es lenta en los animales nefróticos. 
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Los niveles tisulares de vitamina E se relacionan con el consumo de este compuesto; 

asimismo, su concentración en hígado es considerada como un índice de la ingesta 

diaria y como reservorio de vitamina E en el organismo.32 En el presente trabajo, el 

estado antioxidante de los animales se moduló mediante la dieta. En los animales 

alimentados con dieta deficiente en antioxidantes (Tdef y SNdef), las concentraciones 

de vitamina E en suero y en hígado fueron significativamente menores que en las ratas 

que recibieron la dieta habitual. Estos hallazgos comprobaron que la dieta deficiente en 

vitamina E y selenio, administrada por ocho semanas, produce una depleción 

adecuada de esta vitamina en suero 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 

concentración tisular de esta vitamina fue similar a la del grupo testigo, en todos los 

órganos estudiados (tabla 4). Esto puede deberse a una regulación a la baja en el 

receptor de LDL demostrada en el SN experimental;'" la menor actiVidad del receptor 

de LDL impide la captura de VLDL y LDL (Iipoproteínas que transportan la vitamina E) 

por el hígado y tejidos extrahepáticos. 

Por otro lado, los valores de vitamina E en los tejidos fueron similares en los grupos 

Tdef y SNdef con excepción de riñón y corazón, donde la disminución de la vitamina en 

las ratas SNdef fue más acentuada que en las Tdef (tabla 4), resultado para el cual no 

tenemos una explicación. 

Al igual que lo observado en ratas con hipercolesterolemia inducida por dieta rica en 

colesterol," la concentración más alta de vitamina E en suero se encontró en el grupo 

SN. Esto, como ya se mencionó, se debe al mayor número de partículas de LDL 

presentes en la HG. Sin embargo, al calcular la relación molar vitamina E/c-LDL, se 
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observó menor cantidad de vitamina E por colesterol de LDL en las ratas con SN en 

comparación con las T. Este resultado sugiere que 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, la HC se asocia a incremento en el proceso 

de oxidación, lo que favorece la disfunción endotelial y la aterogénesis.'6.20.21 En 

pacientes con elevación de LDL se han encontrado anormalidades en la vasodilatación 

dependiente de endotelio.64 La disfunción endotelial también se ha observado en ratas 

con He y deficiencia de antioxidantes,'" así como en animales con SN 9
.
10 Nuestros 

resultados apoyan los hallazgos de estos estudios. La función endotelial, evaluada por 

la respuesta a concentraciones crecientes de Ach y Car, y a través de la concentración 

efectiva para obtener el 50 por ciento de la relajación (CEso), disminuyó en los animales 

con SN (grupo SN y SNdef) en comparación con los testigo (T y Tdef). Aunque la 

disfunción endotelial fué más acentuada en los animales SNdef, sugiriendo que la 

deficiencia de antioxidantes agravó la anormalidad endotelial, la diferencia fué 

significaliva sólo cuando se analizó la CEso en respuesta a Caro La CEso en respuesta a 

Ach en el grupo Tdef, fué significativamente menor que en el grupo T (tabla 6), lo cual 

sugiere que aún en ausencia de alteraciones lipoproteicas, la deficiencia de 

antioxidantes, por sí misma, también produce anormalidades en la función endotelial. 

La deficiencia nutrimental de vitamina E y selenio favorece la producción de aniones 

superóxido y, probablemente, altera la función del endotelio mediante el incremento en 

la destrucción de NO por radicales libres derivados del oxigeno·' La oxidación de LDL 

in vitro es mayor al aumentar la cantidad de AGPI presentes en la partícula y disminuye 
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al incrementar su contenido en antioxidantes. La vitamina E es el antioxidante más 

abundante y cuando la dieta se suplementa con esta vitamina, su contenido en la 

partícula aumenta y la hace más resistente al proceso de oxidación46 

Son varios los mecanismos a través de los cuales el endotelio controla la función 

vascular; uno de ellos es a través de la liberación de NO que difunde a las células del 

músculo liso vascular, donde incrementa el nivel de GMP cíclico dando lugar a la 

relajación del vaso.66-69 La acción biológica del NO se altera en respuesta a numerosos 

estímulos nocivos. Se ha demostrado in vitro52 e in vivo23 que la LDLox es un potente 

inhibidor de la dilatación dependiente de endotelio. Kugiyama et. al. 52 observaron, en 

anillos de arteria de conejo, que la LDLox, pero no la LDL nativa, induce una dilatación 

anormal en respuesta a Ach. Sin embargo, en el SN no se habia estudiado la relación 

entre la relajación dependiente de endotelio y la susceptibilidad a la oxidación de la 

LDl. La susceptibilidad de estas lipoproteinas a la oxidación fue mayor en las ratas 

nefróticas, principalmente en las SNdef, las cuales también mostraron mayor alteración 

de la relajación dependiente de endotelio. Además, el análisis de regresión múltiple 

mostró que la función endotelial en respuesta a Ach y Car se asoció en forma 

independiente con la duración de la FL y con las concentraciones de c-LDL, 

respectivamente. Estas observaciones, no descritas previamente en el SN, sugieren 

que la oxidación de LDL participa de manera importante en la disfunción endotelial de 

este modelo experimental. Los resultados son consistentes con trabajos que han 

informado el efecto de la He y LDLox sobre la función del endotelio." Son varios los 

mecanismos mediante los cuales la LDLox puede inhibir la relajación vascular mediada 

por endotelio;" estos incluyen: a) disminución de la sintesis de NO" como 
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consecuencia de reducción de la transcripción, así como aumento de degradación del 

ARNm de la sintasa de NO"?'?O b) reducción de la liberación de NO,71 c) aumento en la 

destrucción de NO por interacción directa con LDLox72 y d) incremento en la 

producción de radicales libres de oxígeno" capaces de reaccionar e inactivar al 

NO.52.?4 Es probable que la función endotelial anormal observada en este estudio sea 

consecuencia tanto de la HC secundaria al SN, como de la disminución en la 

protección antioxidante de la LDL, lo que da como resultado un incremento en la 

susceptibilidad a la oxidación de esta partícula lipoproteíca. 

En resumen, en el presente estudio se demostró por primera vez que, en el SN 

experimental, el defecto en la relajación dependiente de endotelio se asocia en forma 

independiente con las concentraciones del c-LDL y la susceptibilidad a la oxidación de 

esta lipoproteína, pero no con el tamaño de la partícula. A su vez, la susceptibilidad a 

la oxidación de LDL se asoció en forma directa con la concentración de albúmina en 

suero y la relación 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 relación de la 

proteinuria, hipoalbuminemia, HC y deficiencia relativa de vitamina E, características 

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

En animales con SN la deficiencia relativa de vitamina E y la disfunción endotelial se 

relacionan con un aumento en la susceptibilidad a la oxidación de la LDL, pero no con 

cambios en el tamaño de la partícula. Estos hallazgos sugieren que el estrés oxidativo 

es un determinante importante de la disfunción endotelial del SN experimental y 

probablemente del ser humano. La deficiencia en antioxidantes puede ser 

fisiopatológicamente importante tanto en el inicio como en la progresión 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 suplementación con vitamina E, favorecerá el aumento en la concentración de este 

antioxidante en la partícula de LDL, haciéndola más resistente a los procesos 

oxidativos y, por consiguiente, disminuyendo la disfunción endotelial y muy 

probablemente la progresión del daño renal así como las complicaciones 

cardiovasculares presentes en esta enfermedad. 

Se requieren estudios adicionales para determinar la participación de la LDL oxidada 

en esta enfermedad renal, así como para evaluar el posible mecanismo a través del 

cual la hipercolesterolemia y/o LDL oxidada, en conjunto con la deficiencia en vitamina 

E, dan lugar a la disfunción endotelial del SN. 
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lJwcilL> f"'" -. ~ al ~, "" fa¡, '1"" ~ "'" ~ Iv, Iivm¡» 't ~ ¡¿ 
Im,,~. O'"""/",, ~ ~ ~ id-, ~, ~,~ 't dmim." '1"" 
"'" ~ '" ~ J, ~ 0>7> "'1-' (JNma!> f"'M' wila;" ~ """t ~. rP"", /", 
'f'W" ~ eL. ~~, fW" ~ '1"" J, wwiJ" ." """ ad.. '1"" ." """t ~ culJm";,, 

rP"""/",, "" ~ '1"" k. ow.pcub ~, ~ 1", di,J,. .t Iivm¡» f"I"" ¡wk r "" 
~ '" ~ ..Ji.ciIml. 0'"", !.do;, e"., ~ .", '1"" e"., JwJ.,;, ~'""""'" ~ f.o., ~ 

cuwrnu.la.k 't fW" a.c¡uJk ~ "'" fa¡, '1"" ~ "'" ~ '" ~ """" W;k '" mil, 

~. rP." e"., ~ '1"" ~ P"''''' ~ J, ~ 't ~ ru1kmJ... 0'"", 
~ .t ~ "'" 0Jk ~""'"' ~ eL. f.o., ~; wJn¡, '" f"-M'" eL. e"., ~ di{i.<k, 
rlihJwL. """'" ",1", ~ ~, .t cun.I WoJJJh "'" "'" ~ ~ 'f ,.t". 
¡¿ .....• ~ 
lJwcilL> fW" ~ ~ Iv, ~ 't ~ + /", ~ CMnJ> ,¿ fu- mh, 

~ la, ~ eL. "" ~ J, ~ 'f ~ ~ al fúnnL· C~ "'" dmk 4 

A mi,~ juL¡ 
lJwcilL> '" /", r ¡wk aMJ;¡" '" mil, J.cw... O'"""/",, F1. "'" "P? ~ f"I"" '1"" 'r ~ 
~ Iivm¡» al vl.ud;¡, ~ /", ~ mil, ~~. 0'"",/"" al ~ • 
~ J, ~ /v.o ~ 'f wdia1, ~ ~ e"., "1'aciJy, f"'M' el vl.ud;¡, 't el 
~ eL. ~. rP." "'" <>iJ:I.<> '" mil, ~ 't ""'t wrJ." mil, dmim." O'"",/"" ,~ /", ~ 
.". ~ '" "'"f""'V" J, ~ ~. '" ~ fW' ~ (J, la, "wl.o, 0'"" b. ~ ~, 
~ 'f fa¡, ~ ~"" '- omJad. e"., """ ~Jinrw" ,~ 0'"" ~ la, 
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~ d. URl<» ~ 'f'" ka, ~ el !-po !f Ia,~. IPcn ~-~ !f 
~ """ ~ fa., ~ 'f'" ~ ~ J~. ye ,2W2~1'J mucJlI'J. 

A mi, ~ • ~ .o4dJda,: 

bw.ciJJh, fW' tu, r""'" " """'" ~ '1 ""~ IP"", w., un!<» ~ ~ '1 ~. 
IP"", .i Iim.¡» ~ .", .i ~ • ~ '1 ~. IP"", tu, Vrwaf,uJ,f" "f"'r ~ 
"'" &v.r dia;, rk ~, .", 'f'" 7U> "'" fdb tu, ~ '1 ~ ?"""' ~. 1Po/>, 

~ .." -- dia;, rk ~.'J ~ .i ~ .mJ." ?"""' ~ la, ~ '1 la, 

'f'!"A" ?"""' ~ el ~. IP"", t.J." .i ~ 'f'" ~ ~ fW" miJ,. ~, ~, 

riwM, '1 ~. IP"", tu, ~ wri. mib ~. IP"", tu, ~ "'f"" ~ '1 ~. 

A la, &. ~ b&nw¡- .o4""'r 
IP~ .", .i rwt" fa, ~ F """ allá, 'f'" + -rkrrun... IP"", fa., ma.iiama& """ 'f'" 
~ 7U> ~ ~ Iiru> ~. IP"", "'" ~ 'f .i Iim.¡» rI.rIkak a. ,.,.k" 
ddOJ., r-~ t.J." a. ~. 

Al.B.,. ~ IP~ 

JJw.ciJJh, fW" ""'" 'f'" """" '"M rk iJni.c.iM, 'f ~ Mk ~. IP", + .", mi """ -

~ .", 'f'" 'f> !t.w. f.ado." dv.cJ,,¡,. (p"" J "f'? • ~ fW" wda, P- dad.. IP"" fa, 

~ rk ~..".& ~, ~ 'f'" "'" ~ a. uat.- e. 'f'" fMtr· IP"" el 
Iim.¡» 'f fa, ~ ;;,w,didM, .", wda, wna. rk fa., Jopo.. rk Mk ~. (p"", ~ wna. 

~ d. O!ffIiJ1,d '1 ~. IP"" ""'" r""'" "'f~ rk vik !f o.codbmiw.. 'f'" 7U> .Im.d.a,,¡. 

~ ~M.CJ.o.J 

A la, J)'llL. C~, AI.B.,. ~ A"J..."¡,, ~ &'"f"1'" 
bw;;i;;, fW' ~ I.amb t..np. '" fa, ~ rk Mk~. IP"" '"" J.,wwaciMw. 'f'" ~ 
'" mi, ~ ~ Mk f"'~ /a;n, ~ Oh> mi, vik ~. IP"" fa., ~ .", fa., 

'f'" b ~, ¡-"'" .", ,.,j;Ja.d '"""1"" • """1"'" IP"", fa, ~ ~. IP""'IIJ.< "". 
~ ". ~ ,..e. ~ l<ht. 'f'" ~ al. ~ {"M..a.I., M~ 
la. 'fW"~ rk ___ UA ?"'" mM allá, del ~a.d.", 'f ~"'" al ,,1\. '""",an .... {lO"", Mcudw, 
mib Vnt¡uielud.", 't f"'>~- <J<JJ>iM .pdo",", IP"" ~ MiM ~\. "'" oda. ob.po. rk mi, ui.cla 

bw.ciJJh, 
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A la, .f)"",. m, CaNiu¡: 
IP"", "" ~ 't ~ f""'" la, ~ d." la. ~ ~. IP"", ~ 1M 
~ d." "" ~w, ~ ~ f""'" 17I.iA, dmJm, 't .1 ~ d." mi ~ ~. 
IP"", r.", ~ d.w. d." ~ "'" d-.J." ~ Iuh. wna. ~ d." ~ ~ "'"' ~ amw.U, 

'J'-'< ~ dmJ. ~ al ~. IP"", la. ~ 't .1 ~ ~ Q.. la, ~ d." .J. 
~ . 

.4 fa, &. m.. et-, JI-"" ~, &. 1}v.Múr.a, }JutJJvnoJ>, la.v¡ 't al .f)_. ~ ~ 

~ IP"", + """ ~ cid ~ 'J'-'< ~.J. ~,fW".1 ~ ~ (lo la, ~ 
cid miMn<>. &" ~ ¡u,-. d." f'"!" ~. 

A C&nACr¡3 
}Jo.cu:i.af" al C~ ~ d." CiMIcio.. 't :J~ fW" J, "N' ~ 'J'-'< "d,,; d.w..o.mi.. 17I.iA, 

~ d." ~ '1' ,.¡"", f¿, fW" .1 "N' ~ f""'" la. ~ cId~, ,¡". "" 

ru¡uk ..b ~ ~ """" ~ wna. ~ . 

.4 la, YamibJ d." Ci.onci.a;" 

}Jo.cu:i.af" fW" ~ 1M ~ 't ~ 'J'-'< "'" 1m- adru" ~ mi ~ ~, "" .1 
~ ~ d." Ia,~. Jfc, ¿ wna. f'"!"~. 

A fa, ~ ~ A~ d." 'ffIM¡"" mi ~ UnAm 
}Jo.cu:i.af" I""'-'f" ."iN, 1m- adru" ~ ~ ~ mi ~ d." ~, 1m-~ 
~ ~ f""'" 'J'-'< ~ iJniJia¡" .1 ~ fW" la, u.la. d." ea. ~. IP"", 
~ 't "N'" mi ~ ~ ~ "'" 1." """'f"" ~ ~ alwm"",. 't +; 
~ fW" ~ d. 1M O/I!m.()¡" _WJN.a.> f""'" ?-" "" alk. I.u, ~, 't f""'" "" ¡w,f" adioo, 

cid cmmf,¡¡,. 't ~ cid ~ onJ.,;.w" IP"" /0,. ~ 'tOCUM"" ~ 't ~ '1"" 

~ ~ '" mi, o.I.camt..., fW"'I"" "" mi CCIn1linu> '" 1." !vvr d." '"""" """'" fW" 1m- adru", 
~ ~' ~ "" ~ '" '"" iNunt,~ mi, vik + I~ ~ mi vida, ("M"",d m. 
~ '"'"'1' ~ d. """ Uft~. 
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