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RESUMEN

En el presente trabajo se ha analizado el posible papel de los metabolitos activos
derivados del oxigeno, mediante la valoracion de los lipoperéxidos, en la progresién del
deterioro renal asociado a la vejez. El estudio se ha realizado en seres humanos varones
Jjovenes y ancianos y también en ratas Wistar macho de diferentes edades. En todos los
casos se evalué la funcién renal en relacion con la concentracion plasmatica y la excre-
cion urinaria de lipoperéxidos, medidos como malonildialdehido. El grupo de ancianos
present6 proteinuria (sin significacion clinica) y una reduccién del 50 % del aclaramiento
de creatinina con respecto a los jévenes. Por su parte, ratas de dieciocho meses no pre-
sentaron proteinuria, pero mostraron una disminucién estadisticamente significativa del
flujo plasmatico renal y de la tasa de filtracion glomerular. Las concentraciones plasmati-
cas de lipoperoxidos y su excrecion urinaria disminuyeron en los sujetos de edad avan-
zada, mientras que no hubo variacion significativa en estos parametros entre ratas jove-
nes y viejas. Estos resultados sugieren que no existe una relacién entre una produccién
incrementada de metabolitos activos derivados del oxigeno, a nivel sistémico o renal, y
la alteracion de la funcién renal asociada al envejecimiento. Sin embargo, no excluyen
necesariamente la presencia de fenomenos locales de peroxidacion lipidica a nivel glo-
merular durante la progresion del dario renal asociado al envejecimiento.
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LIPOPEROXIDES AND THE PROGRESSION OF AGE-RELATED RENAL DETERIORATION

SUMMARY

It has been studied the possible role of reactive oxygen species, measured as lipope-
roxides, in the progression of age-related renal changes. This study has been performed
in male human beings (youngs and elders) and also in male Wistar rats. In every case, re-
nal function was studied in relation with the plasma concentration of lipoperoxides (mea-
sured as malonyldialdehide) and their urinary excretion. Elder volunteers showed protei-
nuria without clinical significance and a 50 % reduction in creatinine clearance with re-
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spect young volunteers. On the other hand, 18 months old rats had a statistically signifi-
cant reduction in renal plasma flow and glomerular filtration rate. Proteinuria was not

found in any group of rats. Plasma levels of lipoperoxides and their urinary excretion were
lower in elders, whereas these parameters did not change significantly in older rats as com-
pared to young ones. These results suggest that there is not any relationship between the
age-related renal changes and an increased production (renal or sistemic) of reactive oxy-
gen species. However, these results do not necessarily exclude local phenomena of lipid
peroxidation at the glomerular level during the progression of age-related renal damage.

Key words: Renal function. Aging. Lipoperoxides.

Introduccion

Entre las alteraciones asociadas al proceso biologico del
envejecimiento se encuentra el deterioro progresivo de la
funcion y estructuras renales. A partir de los treinta afos,
la filtracion glomerular y el flujo sanguineo renal se redu-
cen de forma lineal, de manera que los octogenarios pre-
sentan valores que son la mitad o la tercera parte de los
correspondientes a adultos jovenes', aumentando de for-
ma significativa el nimero de glomérulos esclerosados?,
con la consiguiente reduccion de masa renal>. En conse-
cuencia, cuando un anciano contrae una enfermedad re-
nal que reduce atin mas el nimero de nefronas funcio-
nantes, tiene un elevado riesgo de sufrir una insuficiencia
renal.

Evidencias recientes sugieren que los metabolitos acti-
vos derivados del oxigeno (MADO), compuestos suma-
mente toxicos, podrian estar implicados en los efectos pa-
tologicos observados en algunos modelos de glomerulo-
nefritis experimental?, insuficiencia renal aguda® y nefro-
patia progresiva®. Igualmente, se ha sugerido un papel de
los MADO en los mecanismos de progresion del daio re-
nal en ciertos modelos experimentales®. La agresion por
estos compuestos puede detectarse en funcién de algu-
no de los derivados que generan al reaccionar con cons-
tituyentes biologicos del individuo. Por ejemplo, los lipi-
dos se transforman en lipoperéxidos y éstos, a su vez, de-
rivan hacia compuestos finales como el malonildialdehi-
do (MDA)’.

Parece cada vez mas claro que la progresiva esclerosis
glomerular que acomparia al envejecimiento es un feno-
meno multifactorial, en el que los MADO podrian jugar
algin papel. Su contribucion, bien a la instauracion, bien
a%a progresion de los cambios renales tipicos del enve-
jecimiento, es hoy un foco de gran interés.

Tratando de estudiar el posible papel de los MADO en-

la progresion del deterioro renal asociado a la vejez, en
el presente trabajo se estudio la funcion renal en varones
ancianos sanos en relacion con sus niveles plasmaticos
de lipoperoxidos y la excrecion urinaria de los mismos. Pa-
ralelamente, con objeto de obtener informacién mas
completa sobre este problema, se evaluaron los mismos
parametros en un modelo de ratas Wistar de diferentes
edades.
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Material y métodos

Pacientes y recoleccion de muestras

Los sujetos elegidos para realizar el presente estudio
fueron hombres comprendidos entre los veintiuno y los
ochenta y siete anos, no fumadores y sanos, que no to-
maban medicacion alguna. A todos ellos se les realiz6 un
examen médico previo que const6 de una exploracion cli-
nica (incluyendo medida de la presion arterial) y un ana-
lisis rutinario de sangre, descartandose cualquier enferme-
dad evidente.

Los voluntarios se dividieron en dos grupos de acuer-
do con su edad: jovenes (veintitrés-treinta y cinco anos,
n = 11) y ancianos (setenta-ochenta y siete afios, n = 10).
Todos ellos recibieron instrucciones sobre el procedi-
miento para la recogida de orina de veinticuatro horas.
En esta muestra se evalu6 la excrecién de proteinas vy el
aclaramiento de creatinina (Ccr). Posteriormente, los pa-
cientes recogieron orina en dos frascos estériles: en uno
de ellos se comprobé la ausencia de bacteriuria y en el
otro se midieron las concentraciones de lipoperoxidos y
de creatinina. En el momento de la entrega de la muestra
de orina se procedi6 a la extraccion de sangre. Se reco-
gieron 8 ml: 4 ml sobre EDTA 7,5 %, para la determina-
cion de lipoperdxidos plasmaticos, y los otros 4 ml en
seco para el andlisis bioquimico.

Las alicuotas de sangre y orina destinadas a la determi-
nacion de lipoperoxidos se procesaron de inmediato
como se describe posteriormente. Las muestras de san-
gre para el andlisis bioquimico se centrifugaron veinte mi-
nutos a 3.000 rpm y el suero o plasma se guard6 a —20
°C hasta su analisis. Las otras muestras de orina también
fueron guardadas a —20 °C. Las determinaciones bioquimi-
cas que se realizaron fueron concentraciéon de creatinina,
acido arico y colesterol en suero. Para ello se utilizd un
autoanalizador Hitachi 717 (Boehringer-Mannheim). Las
proteinas en orina se determinaron por el método del aci-
do tricloroacético.

Animales de experimentacion y recogida de muestras

Se utilizaron ratas macho de raza Wistar procedentes
de nuestro animalario, que se mantuvieron con alimenta-



cion estandar y bebida ad libitum. Se confeccionaron dos
grupos de estudio: uno integrado por ratas de tres meses
de edad (n = 15) y otro por animales de dieciocho meses
(n=15).

Para la obtenci6n de orina se colocaron las ratas en jau-
las metabolicas y se procedié a recoger las muestras co-
rrespondientes a veinticuatro horas. En estos animales,
tras la recogida de orina, se obtuvo sangre (en las mismas
condiciones descritas para humanos) mediante puncién
en la bifurcaciéon aortofemoral. La separacion de plasma
y las determinaciones bioquimicas en orina y suero se
realizaron de modo idéntico al descrito en el apartado an-
terior.

Estudio de Ia funcién renal en ratas

Se realiz6 mediante técnicas previamente descritas®.
Para ello, los animales se anestesiaron con pentobarbital
sodico (40 mg/kg de peso) intraperitoneal. A continua-
cion se practico una traqueotomia para facilitar la ventila-
cion pulmonar y limpieza de secreciones durante el tiem-
po en el que las ratas permanecian anestesiadas. Poste-
riormente se aislaron la arteria y vena femorales para in-
troducir a continuacién catéteres PE 50. El catéter de la ar-
teria se conect6 a un transductor de presiones que, a su
vez, estaba conectado a un registro. La vena femoral se
conecto a una bomba de infusion, con la cual se infun-
di6 a la rata, a una velocidad constante de 1,2 ml/hora,
una solucion de cloruro sédico isotonico. Esta solucién
contenia (carboxil-'‘C) inulina y acido p-amino(’H)-hiptri-
co (PAH). Con el fin de conseguir una recogida perma-
nente de orina se cateterizo la vejiga. Se realizaron tres pe-
riodos de aclaramiento, de veinte minutos cada uno, con-
siderando la media de los tres periodos. Las concentra-
ciones de inulina y PAH en plasma y orina se cuantifica-
ron mediante contador de centelleo.

Cuantificacion de malonildialdehido (MDA)

El MDA es un indice de la concentracion de lipoper6-
xidos. Se midi6 en plasma y orina de humanos y ratas
usando el método descrito previamente por Satoh® con
ligeras modificaciones.

La sangre se centrifugd a 12.000 x g durante treinta mi-
nutos para separar el plasma. A 0,5 ml de este plasma se
afadio 1 ml de &cido tricloroacético. Tras treinta minutos,
el precipitado se separ6 por centrifugacion a 1.500 x g du-
rante quince minutos y se lavé dos veces con acido sul-
farico 0,1 M. El precipitado final se resuspendié en 1 ml
de agua destilada y se mezclo con 1,5 ml de acido tio-
barbitarico y 1 ml de acido sulfarico 0,1 M. La mezcla se
mantuvo a 100 °C en un bario de agua durante treinta mi-
nutos. Después se dejo enfriar y el cromoégeno rosa pro-
ducido se extrajo con 2 ml de alcohol n-butilico. La ab-
sorbancia del extracto se ley6 a 532 nm frente a una cur-
va de calibracion generada con 1,1,3,3-tetraetoxipropano
que, en medio acido, libera cantidades equimoleculares
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de MDA (uno de los principales productos finales de la
peroxidacion lipidica). La recuperacién de MDA anadido
al plasma como 1,1,3,3-tetraetoxipropano, en un rango
de 1,5-2,5 umol/I, fue del 97,4 £ 4,2 %.

Las muestras de orina para la determinacién de MDA
se acidificaron previamente con HCl hasta un pH = 1. Pos-
teriormente, 2 ml de esta orina acidificada se mezclaron
con 1,5 ml de acido tiobarbitdrico y se incubaron a 100 °C
treinta minutos. El cromégeno resultante se precipit6 con
1,5 ml de NaOH 5 MYy se separ6 por centrifugacion (1.500
x g, diez minutos) y posterior decantacion del sobrena-
dante. El pellet se resuspendi6 en 500 pl de acido sulfd-
rico 10 M y el MDA se extrajo con 2 ml de alcohol n-bu-
tilico. La absorbancia del extracto se midié a 532 nm.

Métodos estadisticos

Todos los valores se expresan como X + EEM. En todos
los casos se comprobé la normalidad de las distribucio-
nes de valores mediante la prueba de Kolmogorov-Smir-
noff. Las comparaciones se realizaron mediante la «t» de
Student para datos no pareados. Una p < 0,05 se consi-
dero estadisticamente significativa.

Resultados

Como se muestra en la tabla 1, sélo se detectaron di-
ferencias minimas en los parametros de bioquimica séri-
ca de los dos grupos de varones: los ancianos presenta-
ron menos &cido drico que los voluntarios jévenes, no ob-
servandose cambios significativos de los niveles séricos
de creatinina y colesterol entre ambos grupos. Por el
contrario, la tasa de filtracion glomerular, medida como
aclaramiento de creatinina, se redujo en un 50 % aproxi-
madamente en los varones mayores de sesenta y nueve
anos. Este grupo present6, ademas, un aumento estadis-
ticamente significativo de la excrecion urinaria diaria de
proteinas.

Tabla I. Pardametros mas relevantes en suero y orina en
individuos sanos de diferentes edades

Jévenes Ancianos
Suero:
Creatinina (mg/dl) .......c.con...... 1,19 £ 0,03 1,21+ 0,06
Acido drico (mg/dl).. 6,70 £ 0,37 5751 0,25*
Colesterol {mg/d|) 229,10 £ 13,70 225,00 £ 26,11
Orina:
Diuresis (ml/min)...........c........ 0,93 £0,10 0,90 £ 0,02
Aclaram. creatinina (ml/min). 105,28 + 10,55 57,28 £5,67°*
Proteinuria (mg/dia) ............... 0,93 £0,83 63,6 £28,8*

Los datos se expresan como media + EEM; * p <0,05 versus jovenes. Jovenes: in-
dividuos entre veinticinco-treinta y cinco afios, n = 11. Ancianos: individuos entre
setenta-ochenta y siete afos, 2 ="10.
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La figura 1 presenta la concentracion plasmatica de
MDA y su excrecion urinaria. Se observd una reduccion
estadisticamente significativa de ambos parametros en
el grupo de varones de setenta-ochenta y nueve afios.

La tabla Il presenta parametros de bioquimica sérica y
urinaria de rata. Los animales de dieciocho meses presen-
taron mayores valores de creatinina que los de tres. No
se encontraron diferencias con significacion estadistica en
el resto de los parametros analizados. Por el contrario, los
estudios de aclaramiento de inulina y PAH demostraron
una reduccion importante de la tasa de filtracion glome-
rular y del flujo plasmatico renal a los dieciocho meses
(fig. 2{. No se apreciaron cambios significativos de la frac-
cion de filtracion (resultados no mostrados).

Con respecto al MDA, los animales de tres y dieciocho
meses no presentaron variaciones significativas ni en la
concentracion plasmatica ni en la excrecion urinaria
(fig. 3), de este compuesto.
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3 18 3 18

MESES MESES

Fig. 1.~Concentracién plasmtica y excrecion urinaria de
malonildialdehido (MDA) en individuos sanos, jovenes (n= 11)y
ancianos (n= 10). Los datos se expresan como X £ EEM. *p < 0,5
versus jovenes.

Tabla Il. Pardmetros mas relevantes en suero y orina de
ratas de diferentes edades
3 meses 18 meses
Suero:
Creatinina (mg/d).................. 0,58 £0,03 0,80 £ 0,008*
Acido Grico (mg/d))................ 0,75+ 0,67 1,04 £ 0,10
Colesterol {(mg/dl) 66,2125 71,3163
Orina:
Diuresis (ml/min}.....ocvverninnns 22,750 23,6 £4,0
Proteinuria (mg/dfa) ............... 18,4 +8,39 25,07 £8,2

Los datos se expresan, para n=15 en ambos casos, como media + EEM.
*p <0,05 versus tres meses.
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Fig. 2.—Filtracion glomerular, medida como aclaramiento de inulina
(panel superior), y flujo plasmatico renal, medido como aclaramiento
de acido para-aminohiparico (panel inferior), en ratas Wistar de tres
meses (n= 15) y de dieciocho meses (n= 15). Los datos se expresan
como X £ EEM. * p > 0,05 versus tres meses.
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fig. 3.—Concentracion plasmatica y excrecion urinaria de
malonildialdehido (MDA) en ratas Wistar de tres meses (n= 15) y de
dieciocho meses (n= 15). Los datos se expresan como X * EEM.

Discusion

Los datos de funcién renal en varones indican una re-
duccién en el aclaramiento de creatinina del grupo de an-
cianos, un hallazgo confirmado por estudios anteriores?.
La excrecion diaria de proteinas fue mayor también en
este grupo que en el de individuos jovenes, pero ningu-
no de los ancianos presentd proteinuria con significacion
clinica. Esta minima proteinuria no tenia relacion con le-
siones o infeccién del tracto urinario, ya que no se ob-
servo ni hematuria ni infeccion urinaria. Estudios previos
en poblaciones de individuos sanos mayores de sesenta



y cinco-anos ' han demostrado que so6lo un reducido gru-
po de ellos presentan proteinuria clinica y, de hecho, una
revision reciente? no encontr6 informacion suficiente para
concluir que la permeabilidad glomerular podia modifi-
carse con la edad del hombre.

Los cambios de funcion renal de los ancianos apare-
cieron en presencia de cifras normales de colesterol.
Como eran, ademas, individuos normotensos z no fuma-
dores, esta poblacion puede considerarse sin factores de
riesgo de enfermedades cardiovasculares. Este hecho es
importante, dado que algunos de estos factores, particu-
larmente la hipercolesterolemia y la hipertension, tienen
un papel evidente en el mantenimiento y progresion de
lesiones renales™ ™2y, por tanto, la disfuncion renal ob-
servada podria ser una consecuencia especifica de la pre-
sencia de tales factores de riesgo y no del fenémeno de
envejecimiento.

Tanto los niveles plasmaticos como la excrecién urina-
ria de MDA fueron menores en el grupo de ancianos que
en el de jovenes. Por el contrario, no se observaron cam-
bios en la excrecion fraccional de MDA entre ambos gru-
pos (resultados no presentados). La excrecién fraccional
se calcul6 para establecer la posible contribucion tubular
a los cambios en orina. Considerando nuestros resulta-
dos, se puede proponer que la principal causa de la me-
nor excrecion urinaria de MDA en los ancianos fue la me-
nor concentracion plasmatica de estos productos, con la
consiguiente reduccion de la carga filtrada. La contribu-
cion tubular a estos cambios fue, por tanto, minima. Se
ha comunicado que el MDA, uno de los productos fina-
les de peroxidacion lipidica, aumenta en plasma con la
edad ™, pero no hay referencias en individuos mayores de
sesenta y cinco afos, como son los integrantes de nues-
tro grupo de ancianos.

Los datos correspondientes a los estudios en ratas se
presentan en las figuras 2y 3 y en la tabla Il. La eleccion
de animales de dieciocho meses viene motivada por el
hecho de que, tanto referencias previas™ como nuestra
propia experiencia al respecto, sugieren que es en ese in-
tervalo de edad donde podrian comenzar a aparecer las
primeras alteraciones objetivables como glomerulosclero-
sis. Por tanto, nuestro modelo en rata trata de detectar
cudles son los cambios tempranos de funcion renal de-
pendientes de la edad.

Las ratas de dieciocho meses presentaron una reduc-
cion significativa de la filtracion glomerular, con el subsi-
guiente aumento de la creatinina plasmatica y con una
disminucion paralela del flujo plasmatico renal. Estos re-
sultados coinciden con los observados en humanos sa-
nos, si bien no se han realizado mediciones especificas,
en este estudio, de este Gltimo parametro. No obstante,
descripciones de otros autores™ indican que individuos
de noventa afios 0 mas presentan menos del 50 % del va-
lor correspondiente a sujetos de cuarenta-cuarenta y nue-
ve afos. El descenso de flujo plasmatico renal y de filtra-
do glomerular en ratas de dieciocho meses no fue debi-
do a una disminucion de presion arterial, ya que este pa-
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rametro se mantuvo invariable en los animales de tres y
dieciocho meses.

Las alteraciones de funcién renal no se asocian a un au-
mento de la excrecion urinaria de proteinas (tabla 11), lo
que indica que la permeabilidad para proteinas de la ba-
rrera glomerular no se encuentra todavia alterada en ratas
de dieciocho meses. De hecho, el comienzo de la pro-
teinuria en ratas Wistar macho se sitGa a los veinticuatro
meses .

Los niveles plasmaticos y la excrecion urinaria de MDA
fueron similares en los dos grupos de animales estudia-
dos. Estos resultados no coinciden exactamente con los
hallazgos en humanos, ya que en éstos los valores de
MDA se encontraban disminuidos. No obstante, podria
ocurrir que las ratas Wistar de dieciocho meses no fueran
superponibles, desde el punto de vista de la edad, con
los ancianos estudiados, o incluso que existieran diferen-
cias interespecificas. Lo que si es importante, y en esto
coinciden tanto humanos como ratas, es la ausencia de
un incremento en los niveles sistémicos o urinarios de li-
poperoxidos, lo que no apoya la hipotesis de que los
MADO jugarian algin papel en la génesis o progresion
del dafo renal asociado al envejecimiento. No obstante,
estos resultados tampoco permiten excluir la presencia de
fendbmenos locales (a nivel renal) de peroxidacion lipidica
que pudieran estar en relacion con los cambios de fun-
cion renal comentados.

En definitiva, nuestros datos indican que existe una re-
duccion de la filtracién glomerular en varones mayores de
sesenta y nueve afios. Seglin nuestro modelo de rata, se
confirma una pérdida de funcién renal con la edad, que
afecta al flujo plasmatico renal y a la filtracion glomerular.
La presencia de proteinuria seria posterior a la instaura-
cion de los mencionados cambios. Por dltimo, no se con-
firma qué fendmenos de peroxidacion lipidica interven-
gan en la génesis de tales cambios.
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