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Resumen

Existen evidencias de un estrés oxidativo y de una defensa antioxidante disminuida durante el sindrome nefrético
agudo. El estrés oxidativo se ha implicado en la patogénesis de los trastornos cardiovasculares, incluyendo la
hiperlipidemia, la hipercolesterolemia y la aterosclerosis. El cobre (Cu) es esencial para mantener una defensa
antioxidante Optima y su carencia disminuye la capacidad corporal para combatir el estrés oxidativo. En el presente
trabajo se estudid el efecto de la ingesta de una dosis diaria de 2 mg de Cu, durante 30 dias, sobre la concentracién
sérica de colesterol, triglicéridos y albumina y sobre las concentraciones séricas y tisulares de Cu en ratas con
sindrome nefrético (Grupo B). El sindrome nefrético se indujo en las ratas mediante la administracién intravenosa
de adriamicina (7.5 mg/kg de peso). Los resultados se compararon con los obtenidos en ratas con sindrome
nefrético no tratados con Cu (Grupo A) y de ratas normales (Grupo C). Los resultados en el Grupo A muestran que
el colesterol y los triglicéridos séricos estan incrementados (p<0.05), mientras que la albimina y las
concentraciones séricas y tisulares de cobre estan significativamente disminuidas (p<0.05) al comparar con los
otros grupos. La administracién de Cu por via oral en estas ratas disminuye los lipidos séricos e incrementa la
albimina y el contenido de este metal traza en suero y en tejidos. La administracion oral de cobre a estas ratas tiene
efectos benéficos sobre el perfil lipidico mejorando las defensas antioxidantes enddgenas y disminuyendo el estrés
oxidativo in vivo. En conclusién, nuestros resultados sugieren que en los animales con sindrome nefrético existe
una deficiencia marginal de cobre que debe ser documentada en futuras investigaciones y que la administracion de
Cu pudiera ser un tratamiento efectivo, econémico e innovador para reducir la hiperlipidemia en humanos con
sindrome nefrotico.
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Abstract
Effect of copper (Cu) on the serum content of albumin and lipids and serum and tissue concentrations of
copper in rats with experimental nephrotic syndrome.

There is evidence of oxidative stress and impaired antioxidant defense during acute nephrotic syndrome. Oxidative
stress has been implicated in the pathogenesis of cardiovascular disorders, including hyperlipidemia,
hypercholesterolemia and atherosclerosis. Copper (Cu) is essential for optimal antioxidant defense and Cu
deficiency decreases the body’s ability to deal with oxidative stress. In the present study the effect of ingestion of a
daily dose of 2 mg of Cu, during 30 days, on the serum concentration of cholesterol, triglycerides and albumin and
on serum and tissue concentrations of copper of rats with nephrotic syndrome (Group B) was studied. The
nephrotic syndrome was induced in the rats by the intravenous administration of adriamycin (7.5 mg/kg of corporal
weight). The results were compared with those obtained of rats with adriamycin-induced nephrotic syndrome not-
treated with oral copper (Group A) and of normal rats (Group C). The results in Group A show that serum
cholesterol, triglycerides are significantly (p<0.05) increased while albumin and serum and tissue Cu concentration
are significantly decreased (p<0.05) respect the other groups. The administration of oral copper in these rats
decreases serum lipids and increases (p<0.05) albumin and the content of this trace metal in serum and tissues.
Dietary Cu supplementation had beneficial effects on lipid profile by improving endogenous antioxidant defenses
and decreasing the oxidative stress in vivo. In conclusion, our results suggest that in the animals with nephrotic
syndrome induced, there is a marginal deficiency of copper that must be documented in future research and that the
oral administration of copper could be used as effective, economic and innovating treatment to reduce
hyperlipidemia in human with nephrotic syndrome.
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INTRODUCCION daunorrubicina, es uno de los agentes neoplasicos
El clorhidrato de doxorrubicina (Adriamicina®, mas efectivos en combinacion con otras drogas. En
Rubrex®), un antibiético antraciclina aislado de los tejidos normales y cancerosos, las antraciclinas
Streptomyces  peucetius, muy similar a la reaccionan con la citocromo P4, reductasa para
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formar radicales semiquinona intermediarios que
reaccionan con el O, para producir perdxido de
hidrégeno (H,0,) y radicales hidroxil (OH), los
cuales, a su vez, atacan y oxidan las bases del ADN
(Serrano et al. 1999). La adriamicina también induce
alteraciones anatdémicas y funcionales a nivel del
capilar glomerular que se caracterizan por pérdida de
las interdigitaciones de los pedicelos de los
podocitos, con separacion de la membrana basal y
alteraciones de su composicion bioguimica (entre
ellos, formacién de pseudocisteina, disminucion de
la carga anidnica, etc.), que alteran la barrera de
filtracion glomerular con presencia de proteinas en
la orina: proteinuria y produccion de un sindrome
nefrético (Morioka et al. 2001). El sindrome
nefrético es una condicion clinica muy importante y
dramatica, en la cual los mecanismos subyacentes
son mal entendidos y el tratamiento es inespecifico y
a menudo no efectivo (Haraldsson et al. 2008) y se
caracteriza, entre otras cosas, por una excrecion
anormal de proteinas por la orina (proteinuria), una
concentracién disminuida de albdmina plasmatica
(hipoalbuminemia), con una concentracion sérica
incrementada de colesterol (hipercolesterolemia) y
de triglicéridos (hipertrigliceridemia)
concomitantemente  con  alteraciones en el
metabolismo del cobre (Cu) (Behrman y Vaughan
1999) y evidencias de estrés oxidativo y una
disminucion de las defensas antioxidantes durante el
sindrome nefrético agudo. El status antioxidante se
recupera totalmente so6lo durante la remisién del
proceso a largo plazo (Mishra et al. 2011).

Es un hecho conocido que los pacientes con
sindrome nefrotico tienen una excrecion urinaria de
cobre incrementada (Steck et al. 1990, Markovitz et
al. 1955, Cartwright et al. 1954). Sin embargo, la
disminucidn del cobre sérico (hipocupremia) ha sido
demostrada en algunos, pero no en todos los estudios
(Brown et al. 1984; Jensen, 1967; Markovitz et al.
1955). Se ha propuesto que la deficiencia de cobre
puede  estar  comprometida en algunas
complicaciones del sindrome nefrético humano,
como la hipercolesterolemia (Ronddn et al. 2004,
Cartwright et al. 1954) y el estrés oxidativo (Zhu y
Lu 2009).

Los pérrafos precedentes sugieren la interaccion
entre el sindrome nefrético y una posible carencia de
cobre y a partir de un modelo experimental se
pretende evaluar el efecto de la suplementacion con
Cu sobre los cambios en los niveles séricos de
albimina, colesterol y triglicéridos y sobre las
concentraciones séricas y tisulares de este elemento
traza en ratas con sindrome nefrético experimental
inducido por adriamicina. Por esta razon, en el
presente estudio se describe el efecto del cobre
administrado por via oral sobre el contenido sérico
de albamina, colesterol y triglicéridos y sobre el

contenido sérico y tisular de cobre en ratas con
sindrome nefrético inducido por adriamicina (Grupo
B) y se compara con lo que sucede en animales con
sindrome nefrético sin suplementaciéon con Cu
(Grupo A) y en ratas sanas (Grupo C).

METODOLOGIA

Animales y dieta.

Se utilizaron 45 ratas machos Ratus norvegicus,
cepa Sprague-Dawley, de edad y peso uniforme
(126-138 @) procedentes del Bioterio de la
Universidad de Los Andes que se mantuvieron en
jaulas individuales, en el ambiente del laboratorio
durante una semana para las adaptaciones
correspondientes, como etapa previa al inicio del
experimento. Los animales se alimentaron con
Ratarina Protinal®(preparado que contiene 26% de
proteinas, 2% de lipidos, 6% de fibra y 40% de
extracto de libre de nitrogeno; a base de los
siguientes ingredientes: maiz, sorgo, harinas de
ajonjoli, soya y pescado, leche descremada en polvo,
carbonato y fosfato de calcio, sal, minerales “trazas”
(caobalto, cobre, hierro, manganeso, yodo y cinc) y
suplementos de las vitaminas A, By, B,, By, D3, E,
acido pantoténico, biotina, colina y niacina, “ad
libitum” y se les permitio el libre acceso al agua de
bebida.

Induccién del sindrome nefrético.

Al inicio del experimento, luego del periodo de
adaptacion, 30 animales se dividieron en dos grupos
(Grupos A y B), cada uno integrado por 15 ratas,
que fueron sometidas a anestesia general, rapida y de
corta duracion con clorhidrato de ketamina
(Ketaset® 100 mg/ml) a la dosis de 15 mg por 100 g
peso corporal, mezclado con tiopental sddico
(Pentothal Soédico® 30 mg/0.5 g, diluido en 30 ml
de agua destilada) a la dosis de 0.20 mg por 100 g de
peso  corporal, por  via intraperitoneal.
Posteriormente, se realizo el abordaje quirdrgico del
cuello de la rata, se diseco la vena yugular externa
(derecha o izquierda), se realiz6 la fleboclisis y se
les indujo el sindrome nefrético con adriamicina a
una dosis intravenosa Unica de 7.5 mg/kg de peso
corporal (Rondodn et al. 2004). Las 15 ratas restantes
no fueron tratadas con adriamicina y constituyen el
Grupo C (grupo sano no tratado).

A los 15 dias de administrada la adriamicina por via
intravenosa, cuando estd consolidado el sindrome
nefrético, en las ratas del Grupo B (sindrome
nefrético + Cu) se inicié la administracion oral de
una dosis diaria de 2 mg de Cu (CuS0,.7H,0.
Merk® reactivo p.a), disueltos en el agua de bebida,
durante 30 dias. EI Grupo A (sindrome nefrético -
Cu) estuvo integrado por aquellas ratas con
sindrome nefrotico no suplementadas con cobre oral.
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Recoleccion y procesamiento de las muestras.

A los 30 dias, todas las ratas, luego de un ayuno de 8
horas, se anestesiaron con éter dietilico y se les
extrajo una muestra de sangre (3 ml) del seno retro-
orbitario, mediante un tubo capilar de
microhematocrito, que se recolecté en tubos de
vidrio, sin anticoagulante. El suero se separ0
mediante centrifugacion a 1000 rpm por 5 minutos, a
temperatura ambiente y se elimind la capa
superficial de fibrina. Posteriormente, los sueros se
mantuvieron refrigerados a —15°C y se analizaron en
un tiempo aproximado de 15 a 30 dias.

Después de extraer la sangre, los animales se
decapitaron con una guillotina Harvard y se
desangraron durante 1-3 minutos. Se les practicéd
laparotomia + toracotomia, dejando al descubierto
los diversos érganos que se disecaron y se colocaron
en un plato de Petri sobre hielo. De cada uno de los
organos, se pesaron trozos entre 500 mg y 1 g, en
balanza de precision, que se prepararon y se
sometieron a digestibn acida asistida por
microondas, de acuerdo al método de Burguera et al.
(1992). Sélo la porcion muscular del diafragma se
utilizd en este estudio. En relacion con las fuentes
0seas, las tibias o los fémures totales se utilizaron.
Las muestras de pelo, aproximadamente 100 mg, se
tomaron de la parte posterior de la cabeza con una
tijera de acero inoxidable. Las muestras de ufias se
tomaron con un corta-ufias de acero inoxidable, y se
almacenaron en bolsitas plasticas previamente
rotuladas hasta el momento del andlisis. El proceso
de limpieza y digestion &cida por via himeda de las
muestras de pelos y ufas se realizd por la técnica
descrita por Guerrero (2007). La instrumentacion,
los reactivos, las caracteristicas analiticas del
método y la técnica empleada para la determinacion
del cobre en el suero y en los digeridos acidos de
tejidos, pelos y ufias se publicaron previamente
(Ronddn et al. 2004; Burguera et al. 1986). La
concentracion de la albumina sérica se determind
utilizando verde de bromocresol (Pesce y Kaplan
1987). El colesterol sérico total se determind por el
procedimiento enzimatico descrito por Allain et al.
(1974) vy los triglicéridos por el método enzimatico
descrito por Bucolo y David (1973) utilizando los
kits comerciales de los Laboratorios Qualitest®
(Caracas, Venezuela).

ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se expresaron como promedios Yy
desviaciones tipicas. Se asigné un valor de p<0,05
para el analisis de dos colas. El tamafio de la muestra
utilizado en este estudio confiere un poder
estadistico del 0.86 y un nivel de deteccién de
diferencia del 20% con una desviacion estandar de
10. Los datos se analizaron estadisticamente

mediante ANOVA de una via y test de Tukey post-
ANOVA. Para el analisis de datos se empled el
paquete estadistico MINITAB v14, SPSS 15.

RESULTADOS.

La tabla 1 muestra las concentraciones séricas de
colesterol, triglicéridos y de albumina en las ratas
con sindrome nefrético suplementadas o no con
cobre por via oral. Los resultados muestran en el
grupo A (SN-Cu) un incremento significativo
(p<0.05) en las concentraciones de colesterol y de
triglicéridos con marcada y significativa (p<0.05)
disminucién en la albumina, al comparar con las
ratas con sindrome nefrético tratadas con Cu (Grupo
B) y con los controles sanos (Grupo C). Cuando las
concentraciones séricas promedio de cada parametro
se comparan entre si, se observa que todas las
concentraciones son significativamente (p<0.05)
diferentes entre los grupos estudiados. Los
resultados muestran que el sindrome nefrético
experimental (Grupo A) cursa con niveles
incrementados de colesterol y de triglicéridos y con
niveles muy bajos de albimina. Cuando los animales
se tratan con cobre (Grupo B) se observa un
incremento  (p<0.05) en la albdmina y wuna
disminucion (p<0.05) en el colesterol y en los
triglicéridos séricos, respecto al Grupo A.

Tabla 1. Concentracion sérica de colesterol,
triglicéridos y albmina en las ratas con sindrome
nefrético suplementadas o no con cobre oral

Grupos

Parametros A (SN- B C
Cu) (SN+Cu) (Control)

Colesterol 463+18° 176+12° 87+3

(mg/dI)
Triglicéridos ~ 502+14*  138+15" 89+10
(mg/dI)
Albimina  2.7+0.98" 3.620.3° 4.240.8
(g/dl)

Los resultados se expresan como promedios + DE
SN = Sindrome nefroético

# p<0.05 estadisticamente significativo al comparar
con los grupos By C

® P<0.05 estadisticamente significativo al comparar
con el grupo C

La tabla 2 muestra la variacion en la concentracion
de Cu en el suero y en los tejidos en los diferentes
grupos de ratas. En los animales del grupo A (SN-
Cu) los wvalores del metal traza disminuyen
significativamente (p<0.05) en la sangre y en los
tejidos al comparar con los animales del grupo B
(SN+Cu) y del grupo C. La administracion de cobre
por via oral (grupo B) incremento significativamente
(p<0.05) las concentraciones del metal en la sangre y
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en los tejidos estudiados aunque sin alcanzar los
valores del grupo control (grupo C). Las variaciones
menores en la concentracion del elemento se
encontraron en pelo y ufias, como era de esperar por
tratarse de tejidos de menor recambio metabdlico.

Tabla 2. Concentracion de Cu en suero y en tejidos
en los diferentes grupos de ratas
Grupos

Suero A B C
(SN-Cu) (SN+Cu)  (Control)

Cu(mg/l)  0.46£0.14% 0.94x0,23" 1.23+0.43

Organol/tejido

(no/g tejido
fresco)

Corazoén 1.70+0.85° 4.60+1.30° 6.05+1.40
Pulmon 2.89+0.95° 5.40+1.60° 3.46x1.44
Hueso 0.50+0.30° 0.70+0.20° 1.07+0.39
Bazo 2.6£0.89°  4.9+1.20 5.43+1.20
Higado 3.17+0.99° 5.60+1.30° 7.09+1.30
Rif6N 3.71+1.20° 4712  8.06+1.30

Faneras (ug/g
tejido fresco)

Pelo 13.60+2° 15.80+1,30 16.33+2
Ufias 10.30+2° 12.40+3 15+4

Los resultados se expresan como promedios + DE
SN = Sindrome nefroético

# p<0.05 estadisticamente significativo al comparar
con los grupos By C

® P<0.05 estadisticamente significativo al comparar
con el grupo C

DISCUSION.

Las alteraciones renales en la rata se observan luego
de una inyeccion intravenosa Unica de adriamicina a
la dosis de 7.5 mg/kg de peso corporal. La
evolucion de las lesiones se puede resumir de la
siguiente manera: a las 3 horas, mediante
microscopia de luz y técnicas de
inmunofluorescencia  se observan alteraciones
minimas con pérdida de aniones de la membrana
basal del glomérulo. A las 28 horas, mediante
estudio con microscopia electrénica, se observan
solo algunas fusiones locales de los procesos
(pedicelos) de los podocitos. En el dia 13 se aprecia
una pérdida total de la arquitectura normal de los
podocitos, con aparicion de un citoplasma aplastado
de las células epiteliales. Entre los dias 13 y 15 post-
inyeccidn se observa la expresion total del sindrome
nefrético (Bertani et al. 1982). Por esta razén a los
15 dias de la inyeccion intravenosa de la
adriamicina, cuando esta consolidado el sindrome
nefrético se inicid la administracion oral de Cu en el
grupo B.

Nuestros resultados muestran en el Grupo A (SN-
Cu) no tratado con Cu, un incremento significativo

(p<0.05) en las concentraciones séricas de colesterol
(hipercolesterolemia) y de triglicéridos
(hipertrigliceridemia) con una marcada (p<0.05)
disminucién en la albdmina (hipoalouminemia),
hallazgos que se relacionan con el estrés oxidativo
existente (Zhu y Lu 2009).

El sindrome nefrotico es una consecuencia de un
desbalance entre la actividad oxidante y
antioxidante tisular (estrés oxidativo) (Zhu y Lu
2009). En ratas con sindrome nefrético inducido por
una inyeccion intravenosa Unica de adriamicina (5
mg/kg) a los 7, 14, 21 y 28 dias de la administracion
del antibidtico se encuentran niveles incrementados
de los indices del estrés oxidativo de la corteza
renal, tales como los niveles del MDA (malonil-
dialdehido), disminucion de la actividad de la
superdxido dismutasa y de la capacidad antioxidante
total (T-AOC) e incremento del radical anién
superdxido. Entre las especies vasculares de oxigeno
reactivo, el anion superoxido juega un papel critico
en la biologia vascular porque es la fuente de
muchas otras especies de oxigeno reactivo y
desempefiar varias funciones en las células
vasculares. Actualmente se cree que los incrementos
en el estrés oxidativo, a saber la excesiva produccion
de anion superoxido, estdn implicados en la
fisiopatologia de la disfuncion endotelial que
acompafia a un numero de factores de riesgo
cardiovascular. Por otra parte, el estrés oxidativo
vascular juega un papel fundamental en la evolucién
de las condiciones clinicas como la aterosclerosis, la
diabetes y la insuficiencia cardiaca (Zalba et al.
2000). Este hallazgo es interesante, ya que Keaney
Jr.y Vita (1995), Parker et al. (1995), Schettler et al.
(1999), Antoniades et al. (2003) y da Silva Pereira et
al. (2013) han demostrado la relacion entre el estrés
oxidativo, la hipercolesterolemia y la aterosclerosis.
La hipertrigliceridemia (Miri et al. 2012) y la
proteinuria marcada también estan asociadas con el
estrés oxidativo (Serrano et al. 1999). En relacion
con este punto debemos sefalar que en estudios
previos realizados por Rondén et al. (2004) en ratas
con sindrome nefrético inducido por adriamicina se
demostr6 una  marcada y  significativa
hipercolesterolemia, que se ha convertido en un
sintoma clésico de la carencia nutricional de cobre
(Medeiros 1985).

La administracion de cobre oral incrementd la
concentracion sérica de la albimina a limites
normales mientras que las concentraciones de
colesterol y de triglicéridos aunque disminuyen
significativamente (p<0.05) no alcanzan los valores
del Grupo C, lo cual pudiera ser debido a la
administracion de una dosis insuficiente de Cu. Por
lo tanto, deben realizarse estudios adicionales con
cantidades mayores de cobre y periodos mas
prolongados de administracion del metal.
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En el Grupo A también se observd una marcada y
significativa hipocupremia que concuerda con las
investigaciones previas de Cartwright et al. (1948,
1954) y Markowitz et al. (1955). Los valores de la
cupremia en nuestros animales sugieren la existencia
de una carencia marginal del elemento, secundaria a
la exagerada perdida del cobre por la orina
(hipercupruria) que se correlaciona con la cantidad
de proteina presente en la orina (Markowitz et al.
1955; Cartwright et al. 1954) y con la pérdida
urinaria de la ceruloplasmina, una cuproenzima
(Ulinski et al. 2009). Sin embargo, en otros estudios
no se ha demostrado esta disminucion tan marcada
de la cupremia (Stec et al. 1990; Brown et al. 1984;
Jensen, 1967). Inclusive, Mishra et al. (2011) han
encontrado que el nivel plasmatico de cobre es
significativamente mayor en los casos activos del
sindrome nefrético al comparar con los grupos en
remision y en los grupos de remision a largo plazo.
Por esta razon consideramos documentar en
investigaciones futuras la existencia de una carencia
marginal de cobre, de acuerdo con las indicaciones
de Milne (1998, 1994) que incluya determinaciones
de  diversas  cuproenzimas  (entre  ellas,
ceruloplasmina, superdxido dismutasa y otras) en
diferentes tejidos de ratas con sindrome nefrético
inducido por adriamicina.

En las ratas con sindrome nefrético inducido
también se encontrd una disminucion significativa
en los niveles tisulares del cobre, que esta
relacionada con el recambio metabdlico de cada uno
de estos tejidos, por esta razén la menor
disminucidn, aungue significativa, se detecto6 en pelo
y ufias (Mertz 1975). Este resultado concuerda con
los resultados de Pedraza-Chaverri et al. (1984)
quienes en ratas con sindrome nefrético inducido
con puromicina aminonucleosido (PAN)
demostraron una clara y marcada disminucion del
cobre en higado y rifibn mientras que Adelstein y
Vallee (1961) han sefialado que el Cu eritrocitario
esta disminuido en el 60% de los pacientes con el
sindrome.

En relacion con este punto debemos tener presente
que la carencia de cobre induce una dramatica
disminucion de la actividad de la superdxido
dismutasa y de la ceruloplasmina, dos enzimas
antioxidantes, que determinan una marcada
alteracion de los mecanismos de defensa
antioxidantes  (Bureau et al. 2003). La
suplementacion con cobre, en ratas, reduce los
triglicéridos y el colesterol total séricos con
correlacion  positiva entre los niveles de
ceruloplasmina y la administracion del metal traza y
los marcadores de estrés oxidativo, el hidroperoxido
lipidico y el lipoperdxido también disminuyen con
la administracion de Cu (Galhardi et al. 2005). De
acuerdo con estos autores la suplementacion

dietética con Cu tiene efectos beneficiosos sobre el
perfil lipidico, mejora las defensas antioxidantes
enddégenas, disminuye el estrés oxidativo in vivo e
incrementa significativamente los valores séricos y
tisulares del elemento traza en las ratas con
sindrome nefrético. En estudios previos se ha
demostrado que el cobre administrado por via oral
disminuye significativamente el colesterol vy los
triglicéridos en ratas sanas (Alarcon-Corredor et al.
2000) y en pacientes con hiperlipidemia (Alarcén-
Corredor et al. 2006).

En conclusion, nuestros resultados sugieren que en
los animales con sindrome nefrético inducido existe
una deficiencia marginal de cobre que deberad ser
documentada en investigaciones futuras y que la
administracion oral de cobre puede ser utilizada
como un tratamiento efectivo, economico e
innovador para reducir la hiperlipidemia y el estrés
oxidativo en humanos con sindrome nefrético.
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