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I. INTRODUCCION

El sindrome . nefrético (SN) es un padecimiento renal progresivo
caracterizado por: proteinuria, hipoalbuminemia, hiperlipidemia,
hipercoagulabilidad y edema (1), cuyos efectos deletereos van mas alla del
compromiso glomerular; dafia el organismo de forma sistémica y puede llevar
al desarrollo de complicaciones aterosclerdticas si no se trata en forma
oportuna (2). La pérdida urinaria de proteinas promueve el dafio mensangial y
conduce a hipoalbuminemia, ocasionando una disminucién en la presién
oncoética del plasma, por lo que el aumento en la biosintesis de lipidos
plasmaticos representa un intento de!l organismo por recuperar el equilibrio
oncoético. La hiperlipidemia resultante no sélo no es capaz de compensar la
pérdida de proteinas, sino que ademas, produce efectos nocivos a nivel
sistémico, entre ellos hipercoagulabilidad y aterosclerosis causantes del dafio
cardiovascular asociado con el SN (3). El tratamiento de los pacientes con
este padecimiento tiene como objetivos el control de la pérdida proteica, la
disminucién en la biosintesis de lipidos y evitar la aparicion de complicaciones
cardiovasculares (4). La restriccion en la ingestion de proteinas (5) consigue
disminuir la proteinuria a rangos no nefréticos, atenuar la hipercolesterolemia y
los niveles de nitrégeno uréico en sangre, sin embargo, para conseguir el
efecto, las dietas deben tener un bajo contenido de proteinas, lo que

desafortunadamente favorece el desarrollo de malnutricién proteica (6).



Se ha propuesto que el consumo de dietas con proteinas de origen
vegetal pueden ratrasar el dafio renal producido por la hiperfiltraciéon
glomerular y la aterosclerosis de los vasos renales. D'Amico y Gentile
demostraron que una dieta basada en proteina de soya disminuye los niveles
de proteinas urinarias en pacientes nefrépatas (7); por otro lado Anderson y
colaboradores en un meta-analisis observaron que el consumo de proteina de
soya en la dieta mejora los niveles de colesterol total, lipoproteinas de baja
densidad (LDL-Colesterol) y triglicéridos (8). Estos hallazgos permiten pensar’
en el uso de proteina de soya como herramienta para detener la progresion

del dafio renal en el SN.

1.1 Generalidades sobre [a soya

La soya es una leguminosa con un excelente valor nutritivo: contiene un 40%
de proteina, provee la mayoria de los aminoacidos indispensables para el organismo
y cuenta con un alto contenido de isoflavonas. Ademas contiene un elevado
porcentaje de fibra dietética soluble e insoluble, hidratos de carbono complejos, un
adecuado balance de acidos grasos, pequefias proporciones de grasa saturada,
oligosacaridos, vitaminas, minerales (8, 10) y por su origen vegetal no contiene

colesterol (Tabla 1).



Nutrimento Contenido por 100 g base seca
Hidratos de carbono complejos (ﬁ) 21
Hidratos de carbono simples (g) 9
Estaquiosa(mg) - 3300
Rafinosa (mg) 1600
Proteina (g) 36
Acidos grasos totales (g) 19
Grasa saturada (g) 2.8
Grasa monoinsaturada (g) 44
Grasa poliinsaturada (g) 11.2
Relacion acidos a-linolénico/linoleico (mg) 1.3:99
Fibra insolute (g) 10
Fibra soluble (g) 7
Calcio (mg) 276
Magnesio (mg) 280
Potasio (mg) 1797
Hierro (mg) v 16
Zinc (mg) 4.8
Isoflavonas (mg) 5§30

Tabla 1. Componentes principales de 1a soya (11, 12)

La soya es considerada una proteina completa con un indice quimico
comregido por su digestibilidad igual a 1 similar a la albimina de huevo,
utilizada como estandar de oro (11). De acuerdo a lo anterior la proteina de
soya puede ser utilizada como un excelente equivalente de la proteina animal
en la alimentacién del ser humano. Esta proteina contiene un adecuado patrén

de amino &cidos con excepcion de su contenido de metionina, el cual se
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encuentra por debajo de los requerimientos y de la relacidn lisina:arginina que
es mayor de lo habitual, caracteristicas a las que la soya debe parte de su

efecto cardioprotector (13).

1.1.1 La proteina de soya y la salud

Recientemente el consumo de proteina de soya ha sido sefialado en
diversos estudios como una herramienta utii en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares (14), dislipidemias (15), osteoporosis (16),
prevencién del desamollo de céncer (9, 17), manejo del climaterio (14, 18), y

tratamiento de enfermedades renales, inflamatorias e inmunes.

La composicién de la dieta repercute directamente en los niveles de
lipidos en sangre. Gran parte del interés en el estudio de la soya se debe a su
efecto hipocolesteromiante. Estudios epidemiolégicos han demostrado que
altos niveles de colesterol representan un factor de riesgo independiente para
muerte de origen cardiovascular (4, 6, 19), por ello la Administracién de
Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés),
recomienda 25 g de proteina de soya por dia (20), como parte de una dieta
baja en grasas saturadas y colesterol para la prevencién de estos

padecimientos (21).



Se ha sugerido que la soya juega un papel importante en la prevencion
del desarrollo de ciertas neoplasias (17), y en una menor incidencia de cancer
de mama, cervix, colon (15), y prostata (11) y que su efecto protector es
debido a la presencia de saponinas e isoflavonas (22). En nuestro pais, el
cancer continia siendo una de las principales causas de muerte (16),debido a
ello, los esfuerzos por incluir el consumo de soya en nuestra alimentacion

deberian reforzarse.

Muchos de los beneficios de la soya se han atribuido a su contenido de
isoflavonas. Estos compuestos antioxidantes poseen una estructura quimica
muy similar a la de los estrégenos tanto endégenos como exotgenos.
Tradicionalmente, los paises orientales han privilegiado el consumo de esta
proteina en su dieta, gracias a lo cual la incidencia de osteoporosis y

alteraciones propias del climaterio son menos frecuentes (14, 15).

Finalmente, el alto contenido de fibra soluble e insoluble y los inhibidores
de tripsina de la soya, benefician la funcién gastrointestinal: las primeras a
través de estimulos mecénicos, y los segundos por medio de la secrecién de
colecistocinina, hormona encargada de la contraccién vesicular y la secrecion

de sales biliares (17).



1.1.2 Mecanismos propuestos para ol efecto de la soya en los lipidos

Se han propuesto varios mecanismos a través de los cuales la soya

ejerce su efecto hipolipemiante:

La proporcién insulina:glucagon es regulada por los niveles de algunos
aminodacidos de la dieia por ejemplo: la proteina de soya posee una alta
cantidad de glicina y arginina, lo que produce una disminucién en la relacion
insulina:glucagon (17), esto aumenta la gluconeogénesis (23) por un
incremento en la secrecion de glucagon lo que disminuye la biosintesis y/o
aumenta el catabolismo del colesterol, produciendo un efecto

hipocolesterolémico.

Otro mecanismo probable se refiere a que la soya disminuye Ila
secrecion de insulina y de otras hormonas pancreaticas e intestinales,
produciendo una disminucién en la sintesis de lipoproteinas y lipidos por parte

del higado, en especial de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (24, 25).

Por otro lado, estudios en animales muestran que al ingerir soya (26), la
secrecion de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de baja

densidad (LDL) se encuentre inhibida y también existe un aumento en la



remocion de ellos en el higado, por lo que al entrar el colesterol al higado se
favorece la sintesis de acidos biliares, dando como resultado una disminucion

en los niveles séricos de colesterol (27).

La soya posee varios componentes que favorecen la excrecion del
colesterol, a través de acidos biliares. Las saponinas poseen una estructura
triterpenoide o esteroidal similar al colesterol, lamada aglicén, por lo que su
concentracion circulante, junto con la de la ﬁt;ra, favorecen la activacion de la

via de excrecion a través de los acidos biliares.

El acido fitico de la soya tiene un efecto a nivel de ciertos minerales
como Fe, Ca, Zn y Mg; la absorcion de ellos disminuye al ingerir esta proteina
por el efecto quelante del acido, lo que puede mediar la disminucién en las

concentraciones de colesterol sérico (17).

Finaimente, el efecto hipocolesterolémico de la soya se atribuye a su
contenido de isoflavonas: la genisteina, una de las principales isoflavonas,
impide la oxidacion de las particulas de las LDL (28), la migracion y
proliferacion de células esponjosas, y la supresién de la formacion de trombos,
inhibiendo la activacion y agregacion plaquetaria (29). Por lo tanto, previniene
la promocién y progresion del proceso aterosclerético (30). Ademds las

isoflavonas son estructuraimente similares a los estrogenos (10), por lo que se



unen a sus receptores (31), actuando como sus agonistas y teniendo un efecto

protector contra la aterosclerosis.

Como se revis6 anteriormente, la soya posee un efecto hipolipemiante y
uno de los padecimientos en los que se elevan los niveles séricos de lipidos, a

consecuencia del dafio renal, es el sindrome nefrético (SN).

1.2 Generalidades sobre el sindrome nefrético

El sindrome nefrético (SN) es un padecimiento caracterizado por
proteinuria, hipoalbuminemia, hiperlipidemia, hipercoagulabilidad y edema (1,
3, 5). El defecto morfolégico basico, es una alteracion en la pared capilar
glomerular, que pemmite una hiperfiltracion de proteinas plasmaticas (32),
disminuyendo la concentracion sérica de albumina y elevando los niveles de
lipidos. Estas alteraciones bioquimicas tienen como consecuencia defectos en

el sistema inmune y una mayor susceptibilidad del mismo (33) .

Las alteraciones que el SN produce en el perfil de lipidos son:
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia (34), aumento en la concentracién de
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad

(LDL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y quilomicrones



remanentes, asi como disminucion de las concentraciones normales de
lipoproteinas de alta densidad (HDL), cuyo efecto final es una elevacion en ia

relacion LDL/HDL (35).

1.2.1 Fisiopatologia del SN

La excreciobn normal de proteinas a través dél riiién se encuentra
influenciada por la tasa de ﬁltraciéri glomerular, la concentracion plasmatica de
albumina y el aporte de proteinas de la dieta (36). En el SN el dafio estructural
de la membrana glomerular permite una mayor depuracion de macromoléculas
anidnicas, produciendo una pérdida en la carga negativa de la superficie
glomerular (37). Ambos mecanismos traen como consecuencia una pérdida en
la selectividad tanto de tamario como de carga, ocasionando proteinuria no
selectiva (38). Ademds de albumina en la orina, también se pierden proteinas
como: transferrina (39), renina, angiotensina (40), globulinas y algunas

involucradas en la cascada de la coagulacion (41).

La proteinuria sostenida, produce hipoalbuminemia. En individuos
normales se sintetizan diariamente entre 12 y 14 g de albumina (42).
Principalmente el endotelio vascular y los tubulos renales en menor grado, se

encargan de catabolizar diariamente la misma cantidad (38). La reserva
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intravascular de albamina que se cataboliza normalmente es del 5 al 12% y en
los pacientes nefréticos este valor alcanza del 16 al 50%. En el SN una
porcién de las proteinas filtradas se pierden por la orina (més de 3.5 g/1.73
m?/24 hs) (1, 37), mientras que otra parte se reabsorbe y metaboliza en el
tibulo proximal (43), por lo que hay una pérdida de proteinas del espacio
intravascular mayor de lo cuantificado en la orina (44). El catabolismo de
proteinas aumenta ai no haber una compensacion de la sintesis proteica
hepética, contribuyendo al desarrollo de hipoalbuminemia y edema. Esto trae
como consecuencia una disminucion en el volumen plasmatico efectivo,

hipotension postural, sincope, choque e insuficiencia renal aguda (40).

Al haber hipoalbuminemia, disminuye la presion coloidosmética
produciendo un mayor movimiento de agua y solutos hacia el espacio
intersticial, esto genera edema tisular e hipovolemia como evidencia funcional
(37). Se activan los sensores de volumen y mandan la sefial al rifién para la
retencion de sodio y agua en un intento por restituir e! volumen sanguineo
(45). Finalmente la retencién de sodio incrementa el edema, considerandose

una consecuencia de factores intrarrenles y no sisté{'nicos (46).

Como se mencioné anteriormente, al tener una pérdida elevada de
proteinas por orina, se presenta una disminucion en la presién oncética del

plasma. Como mecanismo homeostético el higado trata de compensar esta
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pérdidé incrementando la sintesis de lipoproteinas y colestero! conduciendo a
anormalidades en el metabolismo de las lipoproteinas (47), encontrandose
incrementadas las concentraciones séricas de colesterol total, triglicéridos,
fosfolipidos, y apolipoproteinas B, Cy E. Las VLDL, LDL e IDL se encuentran
incrementados (48) por un aumento significativo de colesterol (49) a expensas

de triglicéridos (50, 51).

Los pacientes con SN presentan desnutricion proteica secundaria a la
proteinuria, a la incrementada degradacion de ellas en el rifién (62) y al

aumento en el catabolismo sistémico.

Durante la insuficiencia renal crénica existe un balance negativo de
nitrégeno (53), y disminucion en los siguientes parametros: nitrégeno proteico,
K', peso, altura y crecimiento (nifios), grasa corporal, masa muscular,
contenido proteico en musculo, relacion RNA: DNA, relacién de amino acidos
esenciales y no esenciales en plasma y musculo, valina, relacion

tirosina:fenilalanina y proteinas séricas (54).

El SN es considerado un estado protrombético en el que existen
trastomos importantes en la cascada de la coagulacion y en fa fibrinolisis,
todos ellos consecuencia de alteraciones en la sintesis y el recambio de

proteinas, asi como a pérdidas de éstas en la orina. Las anormalidades

1



caracteristicas de la coagulacion en el SN son: aumento de los factores V, Vil
y fibrin6geno, disminucién de antitrombina lil, trombocitosis y aumento en la

agregacion plaquetaria (55).

A nivel experimental, una de las formas de inducir SN en animales, es a

través de la inyecciéon de aminonucledsido de puromicina (40).

1.2.2 Generalidades del aminonucleésido de puromicina (ANP)

El aminonucleésido de puromicina (ANP) (6-dimetil-amino-9-{3'amino-
3'desoxirribosil] purina) es un potente agente nefrotéxico (56). Su
administracion subcutanea o intravenosa ocasiona alteraciones en las células
epiteliales del glomérulo, similares en muchos casos, al sindrome nefrético

producido por la enfermedad de cambios minimos en el humano (41) .

La administraciéon subcutanea repetida de ANP en animales produce un
sindrome nefrético crénico experimental (SNCE) (57), que puede progresar a
insuficiencia renal cronica terminal. Los animales con este padecimiento son
un buen modelo para estudiar la enfermedad de cambios minimos en el

laboratorio.
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Quimicamente el ANP es una purina con un grupo dimetilamina en la
posicion 6' y una aminodesoxirribosa en la posicion 3'. Se obtiene a partir de la
hidrélisis de la puromicina, antibiotico inhibidor de la sintesis de proteinas. El
residuo p-metoxi-tirosil que posee la puromicina se pierde al momento de la
hidrélisis, y con ello la capacidad del ANP para ya no inhibir la sintesis de
proteinas (568). Se sugiere que el ANP interfiere en la ruta del metabolismo de
purinas, bloqueando las vias de sintesis de acidos nucleicos y proteinas
nucleares. El mecanismo por el cual esta droga causa el dafio glomerular no
es bien conocido aun, sin embargo se cree que puede interferir con la
adhesion de célula-célula, célula-matriz, alterar proteinas del citoesqueleto y/o
la membrana celular, modificar la regulacion transcripcional, o bien a través de

radicales libres (O,, H2O., Oz y OH), productos del metabolismo del ANP (5).

La nefrosis resultante por la administracién del ANP, es causada por la
toxicidad dirigida al epitelio glomerular (59), por lo que posterior a la
administracion de la droga es aparente el desamollo de infiltrado intersticial
(60) y depuracién fraccional de macromoléculas anidnicas y sin carga elevada,

por lo tanto la selectividad de tamafio y de carga se encuentran alterados (55).
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1.3 Metabolismo de lipidos

Como se menciond, el SN altera directamente el metabolismo de los
lipidos y de acidos grasos. En este padecimiento estan elevadas
practicamente todos los lipidos y lipoproteinas séricas, incluyendo al colesterol
y sus fracciones (total, libre y esterificado) (2, 61). De acuerdo a lo anterior, es
importante revisar las rutas metabdlicas de los lipidos, y conocer las enzimas
limitantes involucradas, con la finalidad de comprender mejor a qué nivel
ocurren las alteraciones en la biosintesis de acidos grasos y colesterol durante

el SN.

1.3.1 Biosintesis de acidos grasos

La lipogénesis en el organismo se lleva a cabo principalmente en el

citosol de los hepatocitos a partir de acetil-CoA.
Durante la biosintesis de acidos grasos existen varios pasos limitantes,

por ejemplo: uno de ellos es a nivel de la enzima malica (ME) y el otro

involucra a la sintasa de acidos grasos (FAS).
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La enzima malica (ME), cataliza la descarboxilacion oxidativa de malato
a piruvato en el ciclo del piruvato-malato, considerandosele enzima clave en la
ruta de la sintesis .de acidos grasos (62), ya que genera equivalentes

reductores (NADPH) indispensables para la biosintesis de novo.

La FAS es considerada una enzima importante en la lipogénesis, ya que
cataliza reacciones de condensacion, deshidratacién y reduccién que daran
lugar a la formacion del &cido graso. La FAS comprende un complejo
multienzimatico que consta de un dimero de dos subunidades con siete
actividades enziméticas cada una. Cada subunidad contiene una proteina
transportadora de acilo que es la responsable de situar la cadena del 4cido
graso en la zona activa de la FAS, aumentando el proceso sintético y

minimizando reacciones secundarias (63).

Teniendo una visién en conjunto de la lipogénesis, los pasos implicados
en la formacion de los acidos grasos, y en este caso de paimitato, se observan
en la Fig. 1: iniciaimente ocurre la formacién de acetil-CoA como precursor a
partir del piruvato en la mitocondria (I). Posteriormente esta molécula viaja al
interior del citosol y junto con el oxalacetato forman citrato para poder salir de
la mitocondria (l1). Ya en el citoplasma y gracias a la acetil-CoA carboxilasa,
ocurre la carboxilacion de acetil-CoA a malonil-CoA (iil). La iniciacién de una

nueva molécula de acido graso requiere de acetil-CoA y malonil-CoA, ambas
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se unen a la acido graso sintasa (FAS) y se condensan para formar
acetoacetil. Posteriormente éste sufre una secuencia de reacciones
catalizadas por la FAS para fabricar un acido graso saturado de cuatro
carbonos (IV); esta enzima también cataliza la adicion secuencial de otras
unidades de dos carbonos del malonil-CoA a la cadena del acido graso en
crecimiento (V). La elongacién que lleva a cabo la FAS se detiene cuando se
llega a la formacion del palmitato, acido graso de 16 carbonos (VI). La
elongaciéon de la cadena e incersiéon de dobles enlaces se lleva a cabo

posteriormente con la ayuda de otras enzimas (VIil).

16



Mitocondria

Citoplasma
Citrato ..,Citrato
Ill
Citrato
liasa Aeeﬁl -CoA Mailonil - CoA
OAA
OAA  Aceti-CoA | MDH
malato
: NADP*
PDH |Enzim. sn‘”
I |maélica NADPH+H"
piruvato g piruvato

~—

[ i. condensacién J
1\

NADPH+H"

e

l Pii. doshidrataclbnj
NADP*

SH
-CH;-CH,-CH,
Unidades de 2C 3 4
de malonil- CoA \
4C écido graso saturado
Ciclo repetido, @
extendiendo cada vez S-&-CHTCH—:CHTCH,-CH,
las cadenas con dos 1.2 3 4 &5 ¢
étomos de carbono Palmiato 16C
Vi
Acidos grasos més largos o insaturados vi

Fig. 1 Biosintesis do &cidos grasos(83)
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1.3.2 Biosintesis del colesterol

El colesterol se sintetiza principaimente en el citosol de los hepatocitos y
es una molécula de 27 carbonos provenientes de la acetil-CoA y su sintesis se
puede apreciar mejor si se divide en dos estadios como se observa en la Fig.
2: el primero, consta de la formacion de la unidad de isopreno por la
condensacion de tres moléculas de aceti-CoA para generar 3-hidroxi-3-
metilglutarit-CoA (HMGCoA) y perder CO,. E! segundo consiste en la
condensacion progresiva de estas unidades de isopreno para formar
colesterol; esto se logra con la ligacion de seis unidades de isopreno para la
formacitn de escualeno, que posteriormente se ciclara para formar lanosterol

de donde deriva el colestero! (63, 64).
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La regulacion de la sintésis del colesterol es muy importante y una de
las enzimas principales para su control es la HMGCoA Reductasa
(HMGCoAR) (65), ya que es la enzima limitante en la velocidad de reaccion de
formaciéon de mevalonato; es regulada alostéricamente por el colesterol! (66), y

por fosforitaciones/defosforilaciones (67).

Cinasa - glucagon
3 Fosfatasa
HMGCoA Fosfocinasa + insulina
HMGCoA-R
HMGCoA-R C
Mevalonato 4/ (Inactiva)
l T Fosfatasa
+ -
Colesterol mRNA insulina glucagon
b\A
Biliares
. DNA
Lipoproteinas Gen de
Séricas HMGCoA-R

Fig. 3. Regulacién de la HMGCoA-R. El control de la HMGCoA reductasa
(HMGCoA-R) no sélo estd regulado alostéricamente por el colesterol
sérico, también por la transcripciéon de su mismo gen (66, 67).

20



La siguiente figura, muestra un resumen esquematico de la ruta del

colesterol desde su sintesis hasta su excrecion.

Aceti-CoA  [[T»| HMGCoA
ﬁ HMGCoA
o Reductasa
Glicolisis y
B-oxidacion Mevalonato
s
VLDL y nt

Acidos Biliares | (| Colesterol

Fig. 4 Resumen esquematico de la via del colesterol (65)

1.3.3 Transporte de lipidos mediado por lipoproteinas

En condiciones fisiologicas, el transporte de lipidos se lleva a cabo por
dos vias: la exégena, que transporta los lipidos de la dieta y cuyos
protagonistas son los quilomicrones, y la endégena, en la que participan las
lipoproteinas, transportando los triacilgliceroles y colesterol sintetizados en el
higado hacia los tejidos (68).

Como se observa en la Tabla 2, existen 4 clases de lipoproteinas:

lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de baja densidad
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(LDL), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y lipoproteinas de alta

densidad (HDL) (65, 69).

Lipoproteina

Componentes

Caracteristicas y Funcién

Quilomicrones

980% Triglicéridos

Tienen su origen en el intestino y
transportan ftriglicéridos exégenos a
tejidos periféricos (500 nm).

VLDL

65% Triglicéridos
20% Colesterol

Se sintetizan en el higado a partir de
triglicéridos y poseen una densidad
<1 (43 nm).

Transportan triglicéridos endégenos a
tejidos extrahepaticos.

LDL

60% Colesterol

Producto del catabolismo de las
VLDL, por ia lipoproteinlipasa.
Densidad = 1 (27 nm).

Transportan colesterol del higado a
otros tejidos.

Entran al higado a través de su
receptor.

iDL

35% Fosfolipidos
25% Colesterol

Proviene tanto de HDL como de
VLDL. Densidad =1.05 (22 nm).

HDL

55% Proteinas
25%Fosfolipidos

Producidas por tejidos extrahepéticos.
Densidad = 1.15 (8 nm).

Transportan colesterol de tejidos
periféricos al higado.

Tabla 2. Tipos de lipoproteinas (51, 63).

22



En general, la funcién de la lipoproteinas es tanto solubilizar a los

lipidos como proporcionaries un sistema de transporte eficaz (70).

El colestero! proveniente de la recirculacion y el de la dieta, entra al
torrente sanguineo a través del conducto toracico y es transportado en forma
de triglicéridos por los quilomicrones. En el intestino la lipoprotein lipasa
hidroliza los quilomicrones, dando como resultado quilomicrones remanentes
pobres en triglicéridos, que son intemalizados al higado, a través de los

receptores de quilomicrones remanentes.

Una vez en el higado el colesterol puede tener varios caminos: Por un
lado, el colesterol hepatico se secreta como constituyente de las particulas de
VLDL sintetizadas por el higado. Estas particulas, por accién de la protein
lipasa se convierten a iDL y a LDL, aumentan su densidad y son removidas
por el higado. Las particulas de LDL plasmaticas también pueden ser
removidas por células extra hepéaticas para ser utilizadas en la sintesis de
membranas celulares. El exceso de colesterol que proviene de las células
extra hepaticas es removido por las HDL,, para ser almacenados en las HDL.
Posteriormente, las HDL, incrementan su tamafio a HDL, y pueden donar su
colestero! a LDL en una reacciéon mediada por la proteina de transferencia de
colesteril ésteres (CETP) o pueden ser removidas por el higado para la

sintesis de acidos biliares (69).
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Otro camino que puede seguir el colestero! una vez que entra al higado,
es directamente hacia la sintesis de acidos biliares o ser excretado como
colesterol biliar. Finalmente, el colesterot libre se puede utilizar para la sintesis
de membranas celulares, y el colesterol esterificado se almacena en los

hepatocitos (64).

Célula Extrahepitica

Fig. 5 Esquema del transporte de lipoproteinas (69)
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. JUSTIFICACION

Se ha descrito que la proteina de soya disminuye la concentracién de
lipoproteinas y colesterol tanto en humanos como en animales (17, 71). Sin
embargo, no se conoce el mecanismo por el cual esta proteina ejerce su

efecto hipocolesteromiante.

Por ofro lado, es necesario describir la regulacibn de enzimas

involucradas en la sintesis de lipidos durante el sindrome nefrético cronico.

El modelo del sindrome nefrético crénico experimental nos permitira
determinar si la proteina de soya ejerce un efecto protector en el rifion, de tal
manera que se corrijan las anormalidades de lipidos circulantes, elucidando si
es a través de una modificacién en la expresion de enzimas involucradas en la

biosintesis de acidos grasos y del colesterol.
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. HIPOTESIS

La soya ejercerd su efecto hipocolesteromiante e hipolipemiante, a
través de una induccién o represion de genes involucrados en la biosintesis de
lipidos en ratas con sindrome nefrético crénico experimental, inducido por

ANP, lo que llevara a una disminucion del dafio renal.
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Iv.  OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del consumo de proteina de soya sobre la
expresion génica de enzimas de la biosintesis de lipidos en ratas con
sindrome nefrético créonico experimental (SNCE) y su repercusién sobre el

dafio renal.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar el efecto de una dieta con 20% de proteina de soya con respecto

a una dieta con 20% de caseina sobre la ganancia de peso y el consumo

de alimento en ratas con SNCE.

2. Evaluar el efecto de la proteina de soya sobre las concentraciones de

colesterol, triglicéridos, albumina, proteinas totales y nitrégeno de urea en

sangre (BUN), en ratas con SNCE.
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4. Evaluar el efecto de una dieta con 20% de proteina de soya sobre el perfil

de lipoproteinas séricas en ratas con SNCE.

5. Determinar la concentracion de mRNA de Enzima Malica (ME), 3-Hidroxi-
metil-glutarit-CoA Reductasa (HMGCoA-R), Sintasa de los Acidos Grasos
(FAS) y recebtor de lipoproteinas de baja densidad (r-LDL) en ratas

alimentadas con 20% proteina de soya durante SNCE.

6. Comparar el dafio renal durante el SNCE entre ratas alimentadas con una

dieta al 20% de caseina y ratas alimentadas con 20% de soya.
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V. METODOLOGIA

5.1 Diagrama de Biloques

Ratas
|
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5.2 Disefio det Estudio

Las ratas de un peso de entre 90 y 100 g se dividieron aleatoriamente

en 4 grupos de 10 animales cada uno:
* Grupo CASEINA 20% (grupo controf)
* Grupo CASEINA 20% + SN (sindrome nefrético)
* Grupo SOYA 20%
e Grupo SOY 20% + SN
Durante el tiempo de estudio las ratas fueron alimentadas ad libitum con
una dieta 20% de caseina o soya, en polvo.

5.12 Tipo de Estudio

El estudio fue experimental y longitudinal. El seguimiento de las ratas se

realizé durante un periodo de 64 dias.
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5.4 Consideraciones Eticas

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica de
Animales del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador

Zubiran”.

5.5 Animales y Muestras

Se tilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 90-100 g de peso,
proporcionadas por el Departamento de Investigacién Experimental y Cuidado
de Animales del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador
Zubirdn”. Todos los animales se mantuvieron en cajas metabdlicas
individuales durante el tiempo de estudio y tuvieron libre acceso al agua. Los
cuartos tuvieron un ciclo de luz entre las 7:00 y las 19:00 horas y de
obscuridad de las 19:00 a las 7:00 horas de la mafiana. El peso corporal y el
consumo de alimento se registraron cada tercer dia. El sindrome nefrético
crénico experimental (SNCE) se indujo por la inyeccion subcutanea de
aminonucledsido de puromicina (ANP) (Sigmachemical Co., St. Louis, Mo,
USA), 50, 40, 40 y 25 mg/Kg de peso corporal los dias 0, 14, 21 y 42

respectivamente. Los grupos controles fueron inyectados con solucién salina
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al 0.9%. El| suero utilizado para la determinacién de los parametros
bioquimicos durante las diferentes etapas del estudio, se obtuvo de ratas
previamente anestesiadas con éter, a las que se les tomd una muestra de
sangre de 1.5 mL aprox. de la cola. Posterior a centrifugar las muestras a 3000
r.p.m. durante 10 min. (centrifuga Beckman mod. J2-MC con un rotorJA-20) se
separd el suero y se almacenaron a -20°C hasta el momento de las

determinaciones.

Los animales fueron ejecutados el dia 64, previa anestesia con bioxido
de carbono. Tanto el tejido hepéatico, como el renal, se obtuvieron después de
la decapitacion del animal, enjuagandolos con solucién salina isoténica fria al
0.9%. Proteinas totales, albumina, colesterol total, creatinina, nitrégeno de
urea en sangre (BUN) y triglicéridos, se midieron cada semana. Al final del
experimento, se obtuvieron muestras de suero, para la determinacién del perfil
de lipoproteinas y muestras de 200 mg de higado para la extraccion de RNA,
que fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a —70 °C hasta su
uso. También se tomaron muestras de rifién para los analisis histolégicos y

morfométricos y fueron fijadas en formalina al 10%.
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6. Preparacién de Dietas

Como fuente de proteina se utilizaron:. caseina libre de vitaminas

(Harlan-Teklad) y proteina aislada de soya Supro 710 (Protein Technologies

International); dextrosa y almidén (Drogueria Cosmopolita, Méx., D. F.), como

fuentes de hidratos de carbono; aceite de maliz (comercial) como fuente de

lipidos y cloruro de colina. Se utiliz6 una mezcla de vitaminas TD 94047,

(Harlan-Teklad), basada en la dltima recomendaciéon del American Institute of

Nutrition (AIN-93).

A continuacién se muestra una tabla con los porcentajes de cada

ingrediente para la preparacion de las dietas. Estas cantidades se utilizaron de

igual manera tanto para la dieta de caseina, como para la de soya.

Iingredionte Porcentajo on la dieta g / Kg de dieta
Proteina 20% 200 g
Vitaminas 1% 109
Mezcla de minerales 5% 50g
Aceite de maliz 5% 50g
Citrato de colina 0.165% 165¢g
Almidén de maiz 34.4175% 344 g
Dextrosa 34.4175% 344 g

Tabla 3. ingredientes de las dietas y sus proporciones.
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5.7 Determinacion del Peso Corporal

Desde el inicio del experimento las ratas se pesaron en la mafiana tres
veces por semana en una bascula Sartorius (mod. BP-1200). Se tomé la

lectura y se registro el peso en gramos por dia.

5.8 Determinacién del Consumo de Alimento

Durante todo el estudio, se pesaron 2 veces por semana los comederos
con dieta en una bascula Sartorius (mod. BP-1200). El consumo de alimento
se registr6 en gramos/24 horas, a partir de la diferencia del registro de peso

del comedero un dia y un dia después.

5.9 Determinaciones Bioguimicas en Orina

5.9.1 Proteinas totales

Las proteinas totales en orina y suero se determinaron
espectrofotométricamente por el método de Lowry. Esta técnica utiliza como
patrén albumina sérica de bovino en concentraciones que van de 25 a 250

ug/mL. La técnica consta de dos fases: en la primera, se forma un complejo de
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reaccion proteina-cobre en solucién alcalina y en la segunda el complejo se
reduce a un reactivo fosfomolibdico-fosfotingstico (reactivo de Folin y
Ciocalteu), produciendo un intenso color azul, que es directamente
proporcional a la concentracién de proteinas presentes en la muestra. Los
reactivos se adquirieron de J.T. Baker de México y Sigma-Aldrich Quimica,
S.A. de C. V. Las unidades en las que se reportaron los valores fueron mg/vol

(orina) y g/dL (suero).

5.9.2 Depuracion de creatinin

La depuracion de creatinina es un parametro que nos da informacion del
estado de la funcion renal. Se calculé mediante la siguiente férmula o
ecuacion:

CrCl __Creatinina urinaria (mg/dL) x Volumen urinario (mL/24 h)

Creatinina sérica (mg/dL)

5.10 Detoerminaciones Bioquimicas en Suero

5.10.1 Albuimina
Se utiliz6 un método cuantitativo colorimétrico a- 628 nm utilizando el
reactivo Sigma Diagnostic Albbumin Reagent (cat. 631-2) que contiene verde de

bromocresol (BCG). El procedimiento es una modificacion del método de

as



Doumas. La albumina se une al BCG para producir un color azul verdoso con
una absorbancia maxima a 628 nm. La intensidad del color es directamente

proporcional a la concentracion de albumina en la muestra.

5.10.2 Nitrégeno n suero (BUN

Esta determinaciéon se realizé6 por un método enzimético con un
Analizador 2 (Beckman, USA), que mide la velocidad de cambio de la
conductividad en la reaccion, es decir, la conversiobn de urea (especie no-
idbnica), en carbonato de amoniaco (especie i6nica). Los resultados se
expresaron en mg/dL. Los estuches fueron provistos por Beckman Coulter de

México, S. A.de C. V.

5.10.3 Creatinina

La creatinina excretada en orina proviene del catabolismo de fosfatos de
creatinina que estan principalmente en el musculo, por lo que es un pardmetro
que nos puede dar una buena idea del indice de masa corporal (72). Tanto la
creatinina sérica, como la urinaria, se determinaron por un método
colorimétrico con ayuda de un Analizador 2, (Beckman, USA). Se utiliza el
reactivo de Jaffé, el cual se basa en el aumento de la absorcién por la
formacién del picrato de creatinina. Los resultados fueron reportados en
mg/dL. Los estuches para las determinaciones fueron adquiridos de Beckman

Coulter de México, S. A.de C. V



5.10.4 Colesterol

E! colesterol se determiné a través de un estuche comercial de
Lakeside Diagnostics. Este estuche emplea el método de Chod-Pad que es
una prueba enzimatica colorimétrica que mide la velocidad de formacién de un
cromégeno de colesterol libre. Las unidades en las que se expresaron los

valores fueron mg/dL..

5.10.5 Triglicéridos

Los triglicéridos en suero, también se- determinaron con ayuda de un
estuche comercial de Lakeside Diagnostics. La prueba es enzimatica
colorimétrica y mide la formacion de glicerol. Los resultados fueron expresados

en mg/dL.

5.10.6 Perfil de lipoproteinas

Para caracterizar la composicion y distribucion de las lipoproteinas que
contienen apo-B, y asl valorar el transporte de lipidos, 3 mL de suero se
fraccionaron por medio de un gradiente de densidad por ultracentrifugaciéon
usando un rotor Beckman SW-40 Ti a 40,000 rpm por 40 h a 15 °C. La
densidad del suero se increménto a 1.063 g/mL por la adicién de KBr sélido y

seco. Sobre una capa de 0.5 mL de una solucién de 1.21 g/mL se coloct en el
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fondo del tubo seguido en orden por 2 mL de la muestra de plasma con la
densidad ajustada, 1 ml. de una solucibn de 1.0464 g/mL, 1 mL de una
solucién de 1.0336 g/mi, 2 mL de la solucién de 1.0271 g/mL, 2 mL de la
solucion de 1.0197 g/mL, 2 mL de la solucion de 1.0117 g/mL, y 2 mL de una
solucién de 1.006 g/mL. El gradiente se eluy6 de ia parte superior, usando una
bomba peristaltica operando a una velocidad de flujo de 0.5 mbL/min. E|
colesterol y los triglicéridos se midieron en cada fraccion de 0.5 mL como se

describid previamente.

5.11 Andlisis Histolégico y Morfométrico

Fragmentos del rifion se fijaron por inmersion en formalina amortiguada
(pH 7.4) y se incluyeron en parafina. Secciones de 3u de tejido renal se
titeron con 3 técnicas histoldgicas diferentes: hematoxilina y eosina, acido
peryédico de Shiff y la tincién tricromica de Masson. La esclerosis glomerular
se defini6 como el colapso de los capilares glomerulares con una matriz
mesangial aumentada y una adhesiéon fibrética capilar a la capsula de
Bowman. Se examinaron cien glomérulos de cada riidn de rata para
demostrar la esclerosis glomerular. La incidencia de giomérulos escleroéticos,
se estimd dividiendo el nimero de glomérulos escleréticos entre el niamero

total de glomérulos examinados. En el mismo glomérulo esclerdtico se
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determin6 el porcentaje de esclerosis que afectaba el area total de las asas
capilares y del mesangio por anélisis de imagen automatizada (Qwin Leica,

Milton Keysness, UK).

5.11.1 Técnicas Histolégicas

En las tres técnicas de tinciéon utilizadas el manejo de los tejidos antes
de iniciar el procedimiento fue el mismo: una muestra de rifion se incluy6 en
parafina, para llevar a cabo cortes de 3u que fueron colocados en laminillas.
Con el fin de desparafinar e hidratar las muestras, se pasaron por dos bafios
de xilol de 2 min. cada uno. A continuacion se dieron dos bafios de 1 min. en
alcohol al 100% y otros dos del mismo tiempo en alcoho! al 95%.

Al finalizar la tinciéon, independientemente de cual se tratara, se procedi6
a los lavados finales de las laminillas. Se lavaron dos veces con alcohol al
95% por 1 min. y dos veces méas del mismo tiempo con alcohol al 100%.
Finalmente se hicieron tres lavados de 2 min. cada uno con xilol. Se montaron

las laminillas en Permount o balsamo y se observan al microscopio.

a.) Tinciéﬁ de Hematoxilina y Eosina
Esta técnica histolégica nos da informacion acerca de la morfologia
celular, haciendo una distincion entre el nucleo y el citoplasma celular (73).
Las muestras se tratan con solucién de Lugot o alcohol yodado al 1%

por espacio de 10 a 15 min. y luego se lavan 4 veces con agua comriente. Las
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laminillas se pasan por tiosulfato de sodio al 5% por 5 min. y de nuevo se
lavan 4 veces con agua corriente. Se ponen en contacto con la hematoxilina
de Harris por 15 min. y se lavan 4 veces con agua corriente. Para evitar
tinciones inespecificas se pasan las laminillas por alcohol acido de 3 a 10
veces. En este punto, y con ayuda del microscopio los nicleos se veran
opacos y el resto de ila célula sin color o brillante. De nuevo se enjuagan las
muestras con agua corriente y se sumergen en carbonato de litio saturado o
agua amoniacal hasta que las muestras comiencen a tomar un tono azul
brillante. Lavar con agua corriente de 10 a 20 min. Transcurrido este tiempo
teflir con eosina de 15 segundos a 2 min. y continuar con los lavados finales.

Se apreciaran nlcleos de color azul y el citoplasma de color rosa.

b.) Tinci6n tricromica de Masson

La tinci6bn de Masson evidencia la colégena tisular, por lo que es de gran
utilidad para evaluar fibrosis, caracteristica que presentaban los rifiones de las
ratas con SNCE (74, 75).

Una vez finalizados los lavados preliminares con los diferentes
alcoholes, se lavan las laminillas con agua destilada y se fija el tejido con la
solucién de Bouin por 1 h a 56 °C o toda la noche a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo enfriar y lavar al chorro del agua cormriente hasta que
el color amarillo desaparezca. Dar un lavado con agua destilada y luego poner

en contacto con la solucién de hematoxilina férrica de Weigert por 10 min.
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Lavar con agua corriente por 10 min. y luego con agua destilada.
Posteriormente se ponen en contacto con fucsina acida grana de Biebrich por
15 min. y se enjuagan con agua destilada. Para ia contratincién se utilizan azul
de anilina o verde brillante. Si se usa azul de anilina, se ponen en contacto las
laminillas con la solucién de acido fosfomolibdico-fosfotingstico por un lapso
de 10 a 15 min.; en caso de que se utilice verde brillante se ponen en contacto
con &cido fosfotungstico acuoso al 1% por 15 min. Se descartan cualquiera de
las dos soluciones y se enjuagan las laminillas con agua destilada. Transferir
las laminillas en un bafio de agua acética al 1% de 3 a § min. y descartar la
solucién. Continuar con los lavados finales.

Al microscopio se observaran los nucleos de color negro; citoplasma,
queratina, fibras musculares e intracelulares de color rojo, y finalmente la

coldgena y mucosas de color azul.

c.) Reaccion del &cido periédico de Schiff (PAS)

La reaccién de PAS tiene por objeto tefiir células granulosas y depésitos
de glucoproteinas, que posteriormente se traduce en dafio a nivel de
membranas (76).

Las laminillas se ponen en contacto con la solucién de acido peryédico
(oxidante) por espacio de 5 min. Enjuagar con agua destilada.

Posteriormente poner las laminillas en contacto con el reactivo de

Coleman Feulgen o con la leuco-fucsina de Schiff por 15 min. Lavar al chorro

41



de agua por 10 min. hasta obtener un color rosa. Tefiir con hematoxilina de
Harmris por 6 min. Lavar las muestras con agua corriente y dar de 3 a 10
sumergidas en alcohol acido para la diferenciacién. Lavar con agua corriente e
introducir las laminillas en un bafio de agua amoniacal para evidenciar el color
azul. Posteriormente lavar al chorro del agua corriente por 10 min.

A continuacion se realizan los lavados finales.

Glicogeno, mucina, acido hialurénico, reticulocitos, trombos de fibrina,
material coloidal, arteriosclerosis hialina, depésitos hialinos en glomérulos,
células granulares de arteriolas renales, membranas basales y elementos de
infiltracion dan reaccién positiva, mostrando un color que va del rosa al
morado rojizo.

Por otro lado encontraremos los nucleos celulares de color azut y el

resto de las células de color verde palido

5.12 Northern Blot
Esta técnica nos permite cuantificar mRNA, lo que nos da informacién

sobre la expresién génica, en este caso, de las enzimas y receptor de interés.
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5.12.1 Preparacién de §gng§s

a.) Disefio de oligonucle6tidos para las enzimas del metabolismo de lipidos y
Receptor de LDL

Se realizé6 una revision bibliografica de las diferentes enzimas del
metabolismo de lipidos clonados en rata y se eligieron el receptor de
lipoproteinas de baja densidad (r-LDL) y 3 enzimas limitantes en la sintesis de
acidos grasos y de colesterol: ME, HMGCoA-R y FAS. Con el nimero de
acceso proporcionado por la bibliografia, se obtuvieron las secuencias de DNA
de éstos, y con el programa Oligo 5.0 se disefiaron los iniciadores especificos
(primers) con alta estringencia tomando en cuenta las siguientes condiciones:
e El porcentaje de GC (guanina-citocina); debe ser s al 60% para evitar la

formacién de horquillas o dimeros.

* Eliniciador debe estar formado por un nimero de 18 a 28 oligonucleétidos.
e Latemperatura de alineamiento (TA) debe ser de alrededor de 55 °C.
e Las diferencias de las temperaturas de fusién entre las secuencias sentido

y antisentido deben ser pequefias (alrededor de 1°C).

A continucién se muestran tablas con las principales caracteristicas de
los oligonucieétidos utilizados (Tablas 4, 5,6y 7):
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Enzima Mélica (ME)

Magnuson, M. A., Morioka, H.,
Autores

Tecce, M. F. & Nikodem, V. M.
Origen Rattus norvegicus
NuUmero de acceso al Gene Bank NMO012600
Secuencia sentido CCC GCA TCT CAA CAA GG

Secuencia antisentido

CTT CTT CAG GCC ACG AAT AAC

Temperatura 6ptima de alineamiento |53.6 °C
Tamafio del Producto de PCR 1625 pb
Tamafio del RNAmM 1761 pb

3-Hidroximetil-glutaril-CoA reductasa (HMG-CoA-R)

Autores Khan, S. A, Kabat, S. & Stambrook, P.
Origen Rattus norvegicus
Numero de acceso al Gene Bank X55286

Secuencia sentido

ACA AGA AAC CTG CTG CCA TAA

Secuencia antisentido GGT GAG CCC CAC ACT GAT
Temperatura 6ptima de alineamiento |56 °C

Tamafio del Producto de PCR 945 pb

Tamafio del RNAm 1159 pb




Receptor de Lipoproteinas de Baja Densidad (r-LDL)

Autores Lee, L. Y., Nohler, W. A_, Schafer, B.
L., Freudenberger., et. al.

Origen Rattus norvegicus

Numero de acceso al Gene Bank X13722

Secuencia sentido

CAA TGG GGG TGG TCG GAA AA

Secuencia antisentido

TGC AAT GGG GAG GAA GAT GGA

Temperatura 6ptima de alineamiento |60.4 °C

Tamaho del Producto de PCR 679 pb

Tamafio det RNAmM 3037 pb

Sintasa de Acidos Grasos (FAS)
Beck, K F., Schregimann, R,

Autores Stathopulos, |, Klein, H., Hoch, J. &
Scweizer, M.

Origen Rattus norvegicus

Numero de acceso al Gene Bank X62888

Secuencia sentido

GCT TTG CTG CCG TGT CCT TCT

Secuencia antisentido

GTG TCT GCT GGG GTC CTC GTT

Temperatura éptima de alineamiento 60.8 °C
Tamafio del Producto de PCR 793 pb
Tamafio del RNAm 9143 pb
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b.) RT-PCR

En la reaccion de la transcriptasa reversa (RT) se sintetiza una cadena
de DNA complementario (CDNA) a partir de una cadena simple de RNA. Se
utiliza Oligo DT, que es una secuencia de 12-18 nuclettidos de Timina que se
une por complementaridad a la cola poli A del RNAm, formandose una
horquilla que es reconocida por la enzima transcriptasa reversa (superscript Il)
que transcribe el mMRNA a cDNA. En la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) se amplifica un fragmento de DNA utilizando iniciadores especificos y la
enzima Taq DNA polimersa que es una enzima estable al calor, capaz de
sintetizar DNA a partir de un templado de cDNA. La técnica de PCR esta
formada por 3 pasos: desnaturalizaciéon, alineamiento y extension: en el
primero se desnaturaliza la doble hebra de DNA a 95 °C, es decir, se separan
las dos hebras por calor: en el alineamiento se baja la temperatura a 55 °C
para que exista un reconocimiento y apareamiento especifico entre los
iniciadores y las cadenas sencillas de DNA, que se han separado: por Gltimo,
la DNA polimerasa extiende la longitud de los iniciadores especificos a 72 °C,
este ciclo se repite muchas veces hésta que el DNA queda amplificado y es

posible visualizario a través de una electroforesis.

1. Reaccion de la Transcriptasa Reversa (Kit de Superscript Il)
En un microtubo de 600 pL se colocan los reactivos (previa agitaciéon) en

el orden en que se pms'entan; Se utilizan puntas con filtro y se trab_aja en la
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campana de flujo laminar para evitar contaminaciones. El bot6n de RNA se
resuspende en agua-DEPC el mismo dia de su uso para la RT-PCR. Antes de
‘colocar el RNA en el tubo de reacci6n se calienta por 5 minutos a 65 °C con el
‘ﬁn de alinear la hebra de RNA.

RNA (0.66 pg/ul ) 3ulL

Oligo dT 1uL

Agua DEPC 8 uL

El tubo se centrifuga brevemente y se incuba en un termociclador Perkin
Elmer (mod. 9600) a 70°C por 10 min. Transcurrido el tiempo se pasa el tubo a
hielo y se agrega al mismo:

Buffer de PCR (10X) 2puL

MgCl. (25 mM) 2puL
dNTP’s (10mM) 1L
DTT (0.1M) 2uL

Centrifugar brevemente e incubar a 42 °C por 5 min. Posteriormente se
agrega 1 uL de la enzima transcriptasa reversa (Superscript Il. GIBCO BRL,
cat. 18064-014) y nuevamente se incuba a 42 °C por 50 min. y a 70°C por 15
min. Se pasa a hielo, se dentrifuga brevemente y se agrega 1 uL de RNAsa H,
(GIBCO BRL, cat. 18021-071). Se incuba a 37 °C por 20 min. y se lleva a hielo

o se almacena a -20 °C.
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2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se agregan en un tubo los siguientes reactivos:

Buffer de PCR (10X) 2.5uL
MgCl, (25mM) 1.5uL
Mezcla dNTP’s (10 mM) 1pul
Upper primer (20 uM) 1ub
Lower primer (20 pM) 1ul
Taq DNA polimerasa (GIBCO BRL., 0.5uL

Cat. 18038-042)
H.O desionizada, estéril y filtrada 156.5 uL
cDNA (producto de RT) 2.0 pL

Posteriormente se centrifuga brevemente y se coloca en el

termociclador con las siguientes condiciones:

1 Ciclo 95°C, 5min.

T.A., 1min.

72°C, 1 min. 30 seg.
33 Ciclos 95°C, 1 min.

T. A 1 min.

72°C, 1 min. 30 seg.
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1 Ciclo 95°C, 1 min.
T.A. 1 min.
72°C, -7 min.
Nota: T. A. se refiere a la temperatura de alineamienté y dependera de la

sonda y por lo tanto de los oligonucle6tidos que se utilicen.
c.) Electroforesis del producto de RT-PCR

* Preparacion del gel de agarosa al 1.0 %

Se pesan 0.55 g de agarosa (Agarosa MP, Boehringer Mannheim GmbH
libre de DNAsas y RNAsas) en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, se agegan
55 mL de buffer TAE (1X) y se disuelve completamente en el homo de
microondas a un nivel de calentamiento de 4 durante 3 min. Se deja enfriar un
poco y se agregan 5 pL de bromuro de etidio 2 mg/mL. Se agita suavemente y
se vacla la mezcla a la camara de electroforesis de 12 x 14 cm. con un peine

de 6 pozos y se deja solidificar.

* Preparacion de la muestra
A un microtubo estéril se le agregan:
4 L de buffer TAE (1X)
2 pL de buffer de carga
Todo el producto de PCR
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* Preparacion del marcador de peso molecular

4 pl de buffer TAE (1X)

2 pL de buffer de carga

2 pL de marcador de peso molecular XIV, 0.25 ug/uL, de 100 a
2642 pb (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany, cat. 1721933), o bien una
escalera de DNA de 100 a 1500 pb de Boehringer Mannheim.

Los tubos se agitan en vortex y se centrifugan brevemente. Se remueve
el peine del gel de agarosa y se le agrega suficiente buffer TAE (1X) hasta
cubrir el gel y los pozos. Se colocan las muestras en los pozos y se corre el
gel a 9.5 V (95 Volts, 95 mAmp) hasta que el azul de bromofenol migre 2/3 del

gel, aproximadamente por 45 minutos.

d.) Electroelucién de los productos de RT-PCR

Se enjuagan las membranas de dialisis en agua desionizada y se
mantienen a temperatura ambiente por 10 min. en buffer TAE (1X).
Transcurrido este tiempo, se le coloca una pinza por uno de los extremos.

Una vez que el gel termind su corrimiento, se coloca en el
transiluminador para cortar las bandas que corresponden al nimero de pares
de bases que se esperan. Eliminar la mayor cantidad de gel posible; se

introducen los fragmentos de gel que contienen las bandas a la membrana y
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‘se agrega la minima cantidad de buffer TAE (1X) necesaria para evitar que
con el corrimiento el gel se seque. Se cierra con una pinza el otro extremo de
la membrana y se coloca nuevamente en la cAmara de electroforesis. Se comre
a 9.5 V (95 Volts, 95 mAmp) por 45 min. y posteriormente se invierten los
polos para correrse también a 95 Volts por un minuto con el objeto de
despegar el producto de la membrana.

Posteriormente con ayuda de una pipeta se exirae el buffer TAE (1X) de

la membrana que contiene la sonda electroeluida.

e.) Cuantificacion de sondas ‘

Para estimar la cantidad de DNA se utiliza la fluorescencia emitida por el
bromuro de etidio que se encuentra intercalado en las moléculas del DNA en
el ultravioleta. La cantidad de fluorescencia es proporcional a la masa total del
DNA y esta cantidad se puede estimar, comparando la fluorescencia de la
muestra con un estandar de masa (Escalera de baja masa, GIBCO BRL, cat.
10068-013). La cantidad de DNA detectable va desde 1 hasta 5 ng.

Se hace un gel de agarosa al 2% (libre de DNAsas y RNAsas) y se preparan

las siguientes muestras:

Marcador de masa: 4 pL. del marcador
2 L de buffer de cargado
4 ylL de buffer TAE (1X)
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Productode PCR: 4 pL de la sonda electroeluida
2 pL de buffer de cargado
4 pL de buffer TAE (1X)
Se comre el gel a 9.5 V (95 Volts, 95 mAmp) hasta que el azul de

bromofenol migre 2/3 del gel, aproximadamente por 45 minutos.

5.12.2 Ext ion NA por TRI

Este método se utiliza para extraer RNA total de cualquier tejido y en
nuestro caso se utilizé para la extraccién de RNA total a partir de higado. La
técnica se basa en la de Chomczynski y Sacchi (77) de un sélo paso, en la
que el aislamiento de RNA se lleva a cabo con una mezcla de tiocianato de
guanidina-fenol-cloroformo; el tiocianato de guanidina es ﬁn potente
desnaturalizante de proteinas y la diferencia con el TRIZOL es que este
reactivo es una solucién comercial en la que el feno! y el isotiocianato de
guanidina se encuentran en una sola fase.

Se lava el politrén, en este caso, marca Kinematica (Mod. PT-2000) con
agua desionizada, agua-DEPC y con solucién desnaturalizante antes de
comenzar y entre cada una de las muesiras. En un tubo corex de 15 mL, se
aftaden 2 mL de TRIZOL por cada 200 mg de tejido y se homogeniza a
velocidad 2. La muestra es incubada‘por 5 min. a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se afiaden al homogenado 400ul. de cdoroformo al

100%, se mezcla vigorosamente en vortex por 1 min. Se centrifuga a 12,100xg
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(10, 000 rpm) por 10 min. a 4°C en una centrifuga Beckman (mod. J2-MC)
utilizando un rotor JA-20. '

La fase inferior es la fase fenol-cloroformo, y la superior es la fase
acuosa que contiene el RNA. Se transfiere a un tubo corex nuevo, para
aftadirle 1 mL de isopropanol frio al 100%, se mezcla en vortex y se incuba por
20 min. a -20 °C. Se centrifuga por 15 min. a 12,100 xg (10, 000 rpm) a 4 °C.
El sobrenadante se desecha por inversion del tubo y el boton de RNA se lava
con 800 ulL de etanol frio al 75% en agua-DEPC. Se resuspende el botén por
pipeteo constante y se transfiere el contenido a un microtubo nuevo.
Finalmente se centrifuga a 12,100 xg (10, 000 rpm) por 15 min. a 4 °C en una
microcentrifuga Eppendorf (mod. 5402). El sobrenadante es desechado por
inversién y el bot6n se seca utilizando un pafiuelo desechable. Resuspender
el botén en aprox. 500ul de formamida con ayuda del vortex. Una vez que el
botén de RNA se encuentra perfectamente bien disuelto, se calienta el tubo a

65 °C por 5min.

5.12.3 Cuantificacidon de RNA

El RNA se cuantifica midiendo su densidad 6ptica a 260 nm en un
espectrofotémetro (Beckman mod. DU 640).

En un microtubo se colocan 996ulL de buffer TE pH 7.5 y 4ulL de la
muestra de RNA. Se mezcian ligeramente en vortex y se leen a 260 nm en

celdas de cuarzo.
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Para corroborar la pureza del RNA se toma la lectura a 260 y a 280 nm
para obtener la relacién 260/280 que debe ser de 1.9 — 2.2. Si la densidad
Optica del RNA no diera un valor dentro de este intervalo, se puede decir que
el RNA se encuentra contaminado con proteinas.

Posteriormente se hace un barrido de la muestra de 230 a 290 nm.

Para calcular la concentracion del RNA:

1D.O. 40 pg de RNA

D. O. muestra—— X ug de RNA

(X pug de RNA) ( Factor de dilucion = X’ ug de RNA / mL).
Finalmente se ajusta el RNA a una cantidad de 15 ug para el corrimiento de la
electroforesis

D. O. = Densidad Optica

5.12.4 Electroforesis de RNA

* Preparacion de! gel de agarosa al 1%

Se coloca el peine de 12 pozos en la camara de electroforesis,
previamente enjuagada con agua-DEPC y se equilibra. Se pesa 1 g de
agarosa (GIBCO BRL, libre de DNAsas y RNAsas) y se coloca en un matraz
Erlenmeyer de 500 mL. Se afiaden 72 mL de agua-DEPC y se calienta 3
minutos a nivel 5 en homo de microondas. Transcurrido este tiempo se
affaden 10 mL de buffer de comrimiento (10X) y 18 mL de formaldehido al

40%. Se mezcla el contenido del matraz y se vacia el gel en la base del molde
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de la camara de electroforesis, evitindo que se formen burbujas. Se deja
solidificar y se agrega un poco de buffer de corrimiento (1X) frio sobre la
superficie del gel para evitar que se seque. Se cubre con papel de alimentos y

se deja enfriar en el refrigerador.

* Preparacion de la muestra

Mezclar el RNA en vortex y se agrega la cantidad de 15 ug en el fondo
de un tubo eppendorf libre de DNAsas y RNAsas nuevo. Se agregan también
1.7 uL de buffer de corrimiento (10 X), 2.3 pl de formaldehido, la cantidad
necesaria de formamida, de tal manera que el volumen final con el RNA sea
de 11 ulL, 2 ul de buffer de cargado y 2 ul. de bromuro de etidio. Se mezcla el
contenido del tubo en vortex y se centrifuga brevemente en la microcentrifuga
para aseguramos que todo se encuentre en el fondo del tubo. Se incuba a

65°C por 5 min.

* Cargado y corrimiento del gel

Se remueve el peine de la base del molde con cuidado y se coloca el
molde con la zona de los pozos del lado del cdtodo de la caAmara. Se afiade
suficiente buffer de corrimiento (1X), previamente frio, para cubrir el gel.
Colocar el contenido del microtubo en el gel con una pipeta de 10 ulL, con

cuidado de no hacer burbujas. Correr el gel a 10 V/cm (100 volts) hasta que el
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colorante de azul de bromofenol migre a 2/3 del gel, que es en

aproximadamente por 2.5 hrs.

5.12.5 E rafi 1 gel
Una vez transcurrido el tiempo de corrimiento se coloca el gel sobre un

refractario con agua desionizada y se toma la fotografia del mismo.

5.12.6 Transferencia de RNA del gel a la membrana

Se coloca el gel en agua desionizada por 15 minutos y despu?s se hace
un cambio por agua desionizada nueva, en la que el gel se quedaré por otros
30 minutos. Mientras transcurre este tiempo, se coloca un vidrio de 20 x20 cm.
sobre un platén rectangular de vidrio de 30 x 20 cm. y se agregan
aproximadamente 400 mL de solucién SSQ 20X en la base. Una vez
equilibrado el vidrio sobre el platéon rectangular se moja un pedazo de pépel 3
MM Whatman de 15 x 30 cm. con la solucion SSC 20X y se eliminan las
burbujas rotando una pipeta Pasteur sobre la superficie. Se coloca sobre la
superficie del vidrio que esta sobre el platén dejando los extremos en contacto
con la solucién, formando un puente. Se colocan tres cuadros de papel 3 MM
Whatman de 13 x 15 cm. sobre el puente y se mojan con SSC 20X, también
se eliminan las burbujas. Se coloca el gel sobre los cuadros de papel 3 MM y
una vez mas se eliminan las burbujas. Se cortan 4 tiras de papel de plastico

para alimentos y se ponen sobre los bordes del gel. Se coloca la membrana
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de transferencia de acido nucleico Hybond-N+ (Amersham, UK) de 12 x 14
cm. sobre el gel y se cubre con SSC 20X. Eliminar las burbujas rodando una
pipeta Pasteur sobre la superficie. Se colocan cinco rectdngulos de papel 3
MM Whatman de 12 x 14 cm. sobre la superficie de la membrana de nylon y
también se mojan con la solucién 20X evitando la formaciéon de burbujas. Se
colocan toallas de papel del mismo tamafio de la membrana (12 x 14 cm.) y
se apilan sobre el papel 3 MM Whatman hasta completar una alturade 5- 7
cm. Finalmente se cubre todo el platén con papel de envoltura de alimentos y
sobre éste a su vez se coloca un peso de aproximadamente 1 Kg. Se deja sin
moverse por espacio de aproximadarhente 24 horas.

Transcurrido el tiempo, quitar las toallas y los filtros de papel y recuperar
la membrana de nylon y el gel aplanado. Marcar la orientacion de las muestras
en la membrana. Se lava la membrana en SSC 2X, por 10 minutos y se porie
a secar en la campana sobre papel 3 MM de 30 -35 min. Se fija el RNA a la
membrana con UV a 700 lambdas en un crosslinker (Amersham, UK) y se
cubre con papel dé plastico para ser guardada en refrigeracion hasta su

marcaje.
5.12.7 Hibridacion del mRNA con la sonda

Previo al comienzo se encienden el homo de hibridacién a 65 °C y un

bafio con agua a 37°C. También se pondra a calentar agua hasta la ebullicion.
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* Prehibridizacion _

Se colocan 15 mL de buffer de prehibridacion Rapid Hyb (Amersham
Pharmacia Biotech, cat. 1636) en un tubo de hibridacién que ya tiene la
membrana en su interior y se eliminan todas las burbujas con ayuda de una
pipeta. Se deja la membrana prehibridando a 65°C en el horno de hibridizacion

por una hora a velocidad 5.

« Marcaje de la sonda con P

Se calienta a ebullicion el tubo de la sonda (diluida en buffer TE hasta
obtener una concentracion de 2.5 a 25 ng) por 5§ minutos para desnaturalizar el
DNA y posteriormente se coloca el tubo en hielo por otros 5 minutos para
mantener abiertas las hebras. Se centrifuga el tubo (spin) con la sonda
desnaturalizada por 4 seg. y se agrega toda la sonda al tubo de reaccion de
Rediprime I (Amersham Phammacia Biotech, cat. 1633) sin mezclar.
Poteriormente se adicionan 4 pl. de 3P dCTP (Amersham Pharmacia Biotech.
3000 Ci/mmol, cat. AAOOOS), y se mezcla con pipeta sin formar burbujas hasta
que el color de! tubo de reaccién sea violeta y uniforme; se incuba a 37 °C por
una hora. Tran‘scum'do el tiempo se agregan 5 ul. de EDTA 0.2 M y se calienta
a ebullicién por 5 minutos. A continuacion se coloca en hielo por otros 5 min.
Se saca el tubo de hibridaci6én del homo. Se pipetean aprox. 500 mL de buffer
colocado en el tubo de hibridacién y se agrega al» tubo que contiene la sonda.

Se retiran otros 5 mL de buffer de prehibridizacion del tubo que contiene a la
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membrana y se pipetea todo el contenido del tubo de reaccién y se deposita
en el fondo del tubo de hibridacién, se humedece ia membrana y se incubar
en el homo de hibridizacién a 65 °C por 2.5 hrs. a velocidad 5.

Una vez que ha transcurrido ese tiempo, se saca la membrana del
tubo de hibridacion y se coloca en un recipiente de vidrio con 120 mL de
soluciébn 2XSSC/1X SDS. Se lava la membrana a temperatura ambiente
durante 20 min. Mientras tanto, se coloca en una probeta 120 mL de solucion
0.1XSSC/0.1XSDS e incubarla a 65°C en el homno de hibridacién. Sacar la
mémbrana del recipiente y colocarla en otro, precalentado a 65°C, que
contiene la solucion 0.1XSSC/0.1XSDS. Incubar el recipiente a 65 °C con

agitacion por 15 min. Repetir una vez mas el dltimo paso de lavado.

5.12.8 Autoradiografia Electrénica (Instant Imager)

Envolver la membrana en papel plastico evitando la formaciéon de
burbujas entre la membrana y el papel, con ayuda de una pipeta Pasteury leer
en el Sistema de Autorradiografia Electrénica: instant Imager (Amersham
Pharmacia Biotech, UK). Una vez que se tienen las sefiales, se determinan ias
cuentas por minuto emitidas por la sonda marcada con *2P hibridada con el

mRNA especifico de interés.
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5.12.9 Autoradiografia en Cassette.
Se coloca la membrana en un cassette de autorradiografia con una
placa intensificadora de rayos X y se guarda a —70°C. Transcurridas aprox. 24

hrs. se revela la radiografia.

5.13 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se presentan como las medias + SEM (error estandar de
la media). Los datos fueron evaluadas con una ANOVA de 2 vias, teniendo
como variables independientes al tiempo y el tratamiento dietario. Triglicéridos,
colesterol, contenido de cada fraccion de lipoproteinas al final del estudio, y
porcentaje de esclerosis renal, fueron evaluadas con una ANOVA de una séla

via.

Las diferencias significativas entre grupos y tiempo se determinaron con
una prueba de diferencias minimas significativas de Fischer, usando el
programa Statview para Macintosh (Abacus Concepts, Inc., Berkeley, CA). Se

consideraron diferencias significativas con una p<0.05.

80



.VI. RESULTADOS

Consumo de alimento. Ratas controles alimentadas con proteina de soya o
caseina consumieron cantidades similares de dieta durante los 64 dias de
estudio. La induccién del SNCE con ANP no cambié el patron del consumo de
alimento observado en las ratas controles, con excepcion de los dias 28 y 35,

en los que las ratas nefréticas mostraron una reduccién significativa (p<0.05)

en el consumo de alimento.
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Fig. 6. Consumo de alimento en ratas alimentadas con 20% de caseina y 20%
de proteina de soya con SNCE. El registro del consumo de alimento se realizé
los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 y 62 del estudio. Los valores son
promedios £ SEM, n = 10 en cada punto. Las ratas tuvieron libre acceso a la
dieta durante el periodo experimental.
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Ganancia de peso. La ganancia de peso no siguié el mismo patrén que el
consumo de alimento. El grupo control alimentado con caseina, tuvo una
mayor tasa de crecimiento, aproximadamente de 4.4 g/d, mientras que el
alimentado con proteina de soya de 3.6 g/d. La tasa de crecimiento fue
significativamente diferente entre los grupos de caseina y soya a partir del dia
21 y hasta el final del experimento. Durante los 30 primeros dias del estudio,
las ratas nefréticas mostraron tasas de crecimiento similares a las de su grupo
control (4.5 g/d para caseina y 3.6 g/d para soya); sin embargo, después del
dia 40, las ratas con SNCE alimentadas con proteina de soya tuvieron una

ganancia de peso menor que las nefréticas alimentadas con caseina (p<0.05).
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Fig. 7. Ganancia de peso de ratas alimentadas con 20 % de caseina y 20% de
proteina de soya con SNCE. El registro del peso se llevé a cabo en los dias 0, 7,
14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 y 62 del estudio. Los valores son promedios £ SEM,
n=10 en cada punto. Las letras indican las velocidades de ganancia de peso
que fueron significativamente diferentes (p < 0.05; a> b > ¢, ANOVA de dos
vias).
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Proteinuria. La excrecién de proteinas urinarias no cambié significativamente
entre los grupos controles tanto de caseina como de soya, durante el estudio;
las concentraciones se mantuvieron por debajo de 22 mg/24 h. Como se
muestra en la grafica, a partir del dia 10 de estudio, las ratas con SNCE
alimentadas con caseina o0 soya muestran una proteina urinaria
significativamente mayor que los grupos controles. Sin embargo, la proteinuria
siempre fue significativamente mayor en las ratas nefréticas alimentadas con
caseina comparado con la que fueron alimentadas con soya. Al final del
estudio la proteina uﬁnaﬁa fue 21 veces mayor en ratas con SNCE
alimentadas con caseina con respecto a su grupo control, mientras que las de
SNCE alimentadas con soya tuvieron una proteinuria 12 veces mayor a la que
presentaba su grupo control. Ademas, las ratas nefréticas alimentadas con
proteina de soya redujeron su excrecion urinaria en un 53% comparado con

las alimentadas con caseina.
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Fig. 8. Proteinas totales en orina en ratas alimentadas con 20% de caseina y
20% de proteina de soya con SNCE. Las determinaciones se realizaron los dias
0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 86 y 62 del estudio. L.os valores son promediocs 2
SEM, n = 10 en cada punto. Las letras indican valores de excrecién urinaria
significativamente diferentes (p < 0.08; a> b > c, ANOVA de dos vias).
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Proteinas Séricas. Las ratas controles de caseina mostraron la mayor
concentracion de proteinas séricas, seguidas de las controles de soya. El
andlisis de ANOVA de dos vias mostrd diferencias signiﬁcativas en las
proteinas totales séricas entre el tiempo, grupos e interaccién tiempo-grupos.
tas ratas con SNCE tanto de soya como de caseina, mostraron una
disminucién significativa en las proteinas totales en suero con respecto a sus

controles.
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Fig. 9. Proteinas totales en suero en ratas alimentadas con 20% de caseina y
20% de proteina de soya con SNCE. Las determinaciones se realizaron los dias
0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 y 62 del estudio. Los valores son promedios ¢
SEM, n = 10 en cada punto.



Albumina Sérica. Al igual que en el caso de las proteinas séricas, las ratas
controles alimentadas con caseina mostraron una concentracién mayor de
albumina sérica (aproximadamente un 10%), comparado con el grupo control
de soya (p<0.05). Sin embargo, al final del protocolo, no se observa diferencia
entre los grupos controles. Las ratas con SNCE alimentadas con caseina
tuvieron una concentracion de albumina sérica 33% menor que su grupo
control, mientras que las nefréticas alimentadas con soya, sélo una
disminucién del 20% con respecto a su control. No hubo una diferencia
significativa en la concentracién de albumina sérica entre los grupos nefréticos

durante el estudio.
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Fig. 10. Concentraciones de albumina en suero de ratas alimentadas con 20%
de caseina y 20% de protsina de soya con SNCE. Las determinaciones se
realizaron los dias 0, 7, 14, 21, 28, 38, 42, 49, 56 y 62 del estudio. L.os valores
son promedios £ SEM, n = 10 en cada punto. Las letras indican valores de
atbiumina sérica significativamente diferentes (p < 0.05; a > b, ANOVA de dos
vias).



Depuracién de Creatinina. E! aumento de la pérdida de proteinas en orina
se acompafié de una reduccion en la depuracion renal de creatinina. En el dia
35 de estudio, la depuracién de creatinina mostré una reduccion significativa
en los grupos nefréticos en comparacién a sus respectivos controles y lo
mismo se obsgerva al final del estudio. Sin embargo, la reduccién en la
depuracion de creatinina en el grupo nefrotico alimentado con soya fue
significativamente menor, comparado al observado en el grupo con SNCE
alimentado con caseina (24% vs 67%, p < 0.05). Estos resultados indican
que las ratas nefréticas alimentadas con caseina muestran una mayor

disminucion en la funcidn renal que las alimentadas con proteina de soya.
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Fig. 11. Depuracién de creatinina en suero de ratas atimentadas con 20% de
caseina y 20% de proteina de soya con SNCE. Las determinaciones se
realizaron los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 58 y 62 del estudio. L.os valores
son promedios t SEM, n = 10, Diferentes letras indican diferentes valores de
excreciéon urinaria significativamente diferentes (p < 0.08; a> b > ¢ > d, ANOVA
de dos vias).
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Creatinina Sérica y Nitrégeno de Urea en Sangre (BUN). Las
concentraciones de ninguno de estos dos parametros fueron
significativamente diferentes entre los grupos controles de caselina y soya
(0.41 £ 0.02 vs 0.45 £ 0.2 mg/dL respectivamente). Durante los primeros 28
dias de estudio, no hubo diferencias de la creatinina sérica y el BUN entre los
grupos controles y los nefréticos. Sin embargo, a partir de! dia 35 y hasta el
final del estudio, las ratas con SNCE alimentadas con caseina mantuvieron
altas concentraciones de creatinina sérica y BUN, con respecto a su grupo
control. Fue también en el dia 35, en que las ratas con SNCE alimentadas con
soya aumentaron significativamente las concentraciones de estos dos
parametros (p<0.05), pero después de este dia regresaron a valores similares

a los observados en el grupo control alimentado con soya.
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Fig. 12. Concentraciones de creatinina en suero de ratas alimentadas con 20%
de caseina y 20% de proteina de soya con SNCE. Las determinaciones se
roalizaron los dias O, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 y 62 del estudio. Los valores
son promedios £ SEM, n = 10 en cada punto. Las letras indican los valores de
creatinina sérica significativamente diferentes (p < 0.05; a > b, ANOVA de dos
vias).
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Fig. 13. Concentraciones de nitrégeno ureico en suero de ratas alimentadas
con 20% de caseina y 20% de proteina de soya con SNCE. Las determinaciones
se realizaron los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 y 62 del estudio. Los valores
son promedios £ SEM, n = 10 en cada punto. Las letras indican valores de
nitré6geno ureico en suero significativamente diferontes (p <0.05; a>b >¢>d,
ANOVA de dos vias).
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Triglicéridos y Colesterol 8éricos. En los grupas controles tanto de caseina
como de soya los triglicéridos (99.5 = 4.1 va 74 £ 5.7 mg/dL) y el colestorol
(65.1 £ 1.8 vs 72.1 £ 2.3 mg/dL) no muestran diferencias significativas. Es a
partir del dia 2 de estudio, que los grupos de ratas con SNCE muestran
" mayores concentraciones de triglicéridos y colesterol (p<0.05) en comparacion
a sus grupos control. Sin embargo, a partir del dia 21, y hasta el dia 63 del
estudio, las ratas con SN alimentadas con proteina de soya, muestran un
menor incremento tanto en triglicéridos como en colesterol con respecto a las
nefréticas alimentadas con caseina. En el dia 63 de estudio, la proteina de
s0ya, a diferencia de la caseina, resuitd disminuir en un 56% los niveles de
triglicéridos y en un 59% los de colesterol en las ratas nefréticas. Al final del
protocolo, los triglicéridos se encontraban elevados en un 230% en las ratas
con SNCE alimentadas con caseina con respecto a su grupo control, mientras
que en el caso de los animales con SNCE vy la dieta de soya, este aumento fue
tan sélo del 70% con respecto a su grupo control. El patron en las
concentraciones séricas de colesterol fue similar: los animales con SNCE
alimentados con caseina fuvieron un incremento del 460%, mientras que los

que consumieron soya, del 140% con respecto a sus grupos controles.
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Fig. 14. Concentraciones de triglicéridos sn suero de ratas slimentadas con
20% de caseina y 20% de proteina de soya con SNCE. Las determinaciones se
realizaron los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 86 y 62 del estudio. Los valores
son promeadios £ SEM, n = 10 en cada punto. Las letras indican valores de
triglicéridos séricos significativaments diferentes (p < 0.05; a> b > ¢, ANOVA
de dos vias).

75



- -~ - Caseina 20%
600 - —m— Caselna 20% + SNCE
- -0~ - Soya 20%
~—@— Soya 20% + SNCE

400 |
300

200

Colestero! (mg/dL)

100

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (d)

Fig. 15. Concentraciones de colesterol total en suero de ratas alimentadas con
20% de caseina y 20% de proteina de soya con SNCE. Las determinaciones se
realizaron los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 88 y 62 de! estudio. Los valores
son promedios £ SEM, n = 10 en cada punto. Las letras indican valores de
colesterol significativamente diferentes (p < 0.05; a > b > ¢, ANOVA de dos
vias).
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Perfil de Lipoproteinas. No hay diferencias significativas en el perfil de
lipoproteinas de triglicéridos entre los grupos controles. Las ratas con SNCE
alimentadas con caseina mostraron las mayores concentraciones de
triglicéridos en las fracciones de VLDL, LDL y HDL (p<0.05); los triglicéridos
fueron encontrados principalmente en la fraccion de VLDL y fueron
significativamente elevados con respecto a las ratas con SNCE alimentadas
con proteina de soya (p<0.05). El grupo nefrético alimentado con caseina tuvo
una concentracion de VLDL-TG 4.4 veces mas elevada que su homodlogo con
proteina de soya. Las fracciones de LDL-TG y HDL-TG mostraron un aumento
del 83% y 102% en el contenido de triglicéridos en las ratas con SNCE
alimentadas con caseina con respecto al grupo nefrético de soya.

Al igual que en el caso anterior, no se observan diferencias significativas
en el contenido de colesterol en las subclases principales de lipoproteinas
entre los grupos controles con ambas dietas. De nuevo, el grupo de caseina
con SNCE mostrdé una concentracion significativamente mayor de colesterol en
las fracciones VLD, LDL y HDL comparado con el grupo de soya (p<0.05). El
colesterol fue principalmente encontrado en la fraccién de LDL. Las ratas con
SNCE alimentadas con de caselna mostraron una concentracién de LDL-C 2.9
veces mayor que las del grupo con SNCE alimentado con soya. Las
fracciones de VLDL-C y HDL-C mostraron un aumento de 279% y 57%
respectivamente, en los animales nefréticos atimentados con caseina con

respecto a los animales alimentados con soya.
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VLDL-TG IDL-TG LDL-TG HDL-TG

Tratamiento mg/dL
Caselna 46.8 + 6.6° 18.2%+1.3 2.9+1.0° 1.0+ 0.2°
Caseina +

368.5+83.6° 199111 28.6 + 6.9° 8.1+2.0°
SNCE
Soya 36.1 £3.1° 168+ 1.1 2.8+02° 1.4 £ 0.4
Soya+ SNCE 834+158° 18814 15.6¢ 1.7° 40+0.2°

Tabla 8. Perfil de lipoproteinas que contienen triglicéridos. Sueros de
ratas nefréticas (SNCE) alimentadas con caseina o proteina de soya al

final del experimento (dia 64).

VLDL-Col IDL-Col LDL-Col HDL-Col

Tratamiento mg/dL
Caseina 5.0+ 0.9° 56+1.1 24.0 £2.3° 51.0+0.9°
Caseina +

53.1+136° 87:13 2952+844° 142.31+245"°
SNCE
Soya 44105 §2+03 35.2+4.4° 46.7 £0.7°
Soya + SNCE 140+24°> 6.1 1203 101.1+11.7° 90452°

Tabla 9. Perfil de lipoproteinas que contienen colesterol. Sueros de ratas
con SNCE alimentadas con caseina o proteina de soya al final del
experimento (dia 64).
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Andlisis Histolégico. Las ratas con SNCE alimentadas con caseina
desarrollaron proliferacién segmental mesangial, con expansién de la matriz,
obliteracién del iumen_capilar y fibrosis con adhesiéon entre el tibulo glomerular y [a
capsula de Bowman. El intersticio muestra zonas de inflamacion celutar mononuclear
con fibrosis, y muchos tubulos corticales muestran atrofia epitelial y cilindros hialinos
en el lumen. La incidencia de glomérulos con lesiones escleréticas en ratas con
SNCE alimentadas con caseina fue de 76.6 + 7.6%, y el porcentaje medio del area
fibrética en estos glomérulos fue de 37.3 * 9%. En contraste, ratas nefréticas
alimentadas con proteina de soya, mostraron una incidencia de glomérulos
esclerosados significativamente menor (17.8 1+ 5.9%, p<0.05), asi como una menor
area fibrética afectando la matriz mesangial y los huecos capilares glomerulares (7.8
+ 9%, p<0.05), con fibrosis intersticial y dafio tubular minimos.

En la tincion de hematoxilina y eosina, se observa que las ratas
alimentadas con caseina mostraban una severa glomérulo esclerosis focal y
segmentaria (GEFS), tipica del SNCE. En estas mismas ratas, se observaron
tubulos renales con depésitos de proteina, revelando una mayor excrecion de
proteina a través de la orina. En cuanto a las ratas con SNCE alimentadas con
proteina de soya, los glomérulos se encontraron con un menor dafto y las
células mesangiales mostraron una apariencia casi normal. Con la dieta de
caseina el espacio de filtracién glomerular es mucho menor.

Las tinciones de PAS y Masson mostraron un mayor grado de fibrosis
en el tejido renal de las ratas alimentadas con caseina. El 75% de los

glomérulos renales de las ratas alimentadas con caseina mostraron lesion

79

ESTA TESIS WO SALE

L BIBLIOTE



esclerdtica en comparacion con los rifiones de los animales alimentados con
proteina de soya que mostraron solo el 48% de glomérulos daflados, lo que
afect6 al 17% de la matriz mesangial y asas capilares (p<0.05). Ademads de la
esclerosis glomerular, los animales con SNCE alimentados con caseina
mostraron areas de inflarnacioén crénica intersticial, atrofia tubular extensa con
numerosos cilindros hialinos y fibrosis intersticial con hiperplasia de la capa
media de numerosas arterias y arteriolas. Estos cambios histolégicos fueron

minimos en los animales con SNCE que consumieron proteina de soya.
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Fig. 186. Andlisis histologico de rifiones de ratas con SNCE. Las im&genes
del lado izquierdo corresponden a las ratas alimentadas con caseina al
20% y las del derecho a las do soya al 20%. A y B: Tincién de
hematoxilina y eosina. C y D: Tincion de Masson. E y F: Tincién de PAS.
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. Expresion Génica de FAS, ME, HMGCoOA-R y r-LDL. La figura muestra el
andlisis de northern blot utilizado para evaluar los efectos durante el SN de
caseina y soya sobre genes hepaticos involucrados en el metabolismo de
acidos grasos y colesterol. Hablando de los grupos controles, y
exclusivamente del tipo de proteina de la dieta, la ingestion de soya disminuy6
la expresiéon génica de FAS en un 44% y de ME en un 47%, e increment6 ia
expresion de HMGCoA-R y del r-LDL en un 142% y 68% respectivamente, en
comparacion al grupo que consumié caseina.

En cuanto a las ratas con SNCE que consumieron una dieta de caseina,
la disminucion en ia expresion de la FAS fue de 51% y de ME de 39%,
comparado con su grupo control. El mismo comportamiento se presenta en las
ratas con SNCE alimentadas con soya, y la disminucion en la concentracion
del mRNA de FAS y de ME fue de 23 y 15% respectivamente, comparadas
con su grupo control.

Ratas con SNCE alimentadas con caseina incrementaron las
concentraciones de mRNA so6lo de la HMGCoA-R en un 63% con respecto a
las ratas controles alimentadas con la misma dieta; mientras que las ratas con
SNCE alimentadas con soya mostraron una reduccion tanto de la HMGCoA-R,
como del r-LDL, en un 28 y 50%, respectivamente en comparacién a su grupo

control.
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ﬁ HMG-CoA reductasa
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9121 pb Sintasa de acidos grasos
1761 pb Enzima malica

3037 pb Receptor LDL

Fig. 17 Northern blot de higado. Los carriles muestran el grupo al que
pertenecen cada una de las muestra.
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Vii. DISCUSION

En la dultima década, diversas investigaciones han destacado los
beneficios que brinda la soya para la salud. Un ejemplo de esto, es el efecto ‘
hipocolesterolémico que tiene sobre los altos niveles de colesterol, importante
parametro de riesgo coronario, cardiopatias y aterosclerosis. También se le
asocia con la prevencion de cancer de mama y de prostata, se utiliza como
tratamiento para mujeres en periodos pre-postmenopdausicos, trastomos
renales, fibrosis quistica, enfermedades inflamatorias y algunas enfermedades

renales.

E! sindrome nefrético se asocia frecuentemente a enfermedades cronico
degenerativas como la diabetes mellitus. La consecuencia del dafio renal en el
SN es la pérdida de diferentes proteinas plasmaticas, debido a una
incapacidad del rifion de retener proteinas con cierto peso molecular. Como
resultado, hay un aumento en la sintesis de proteinas en el higado, que se
exportan al plasma para contrarrestar la reduccion de la presion oncética (78).
Al paso del tiempo, se incrementa el nimero de glomérulos dafiados en el
rifién, acentuandose el problema. Por tal motivo, la prevencion de un deterioro

posterior del rifién puede beneficiar a individuos con esta enfermedad renal.



En este estudio, se muestra evidencia de que el consumo de proteina
de soya reduce el dafio renal en ratas con sindrome nefrético crénico
experimental (SNCE) inducido con aminonucledésido de puromicina (ANP), en
comparacion a ratas con el mismo padecimiento que consumieron una dieta a
base de caseina. Las ratas con SNCE que consumieron una dieta de soya,
mostraron una reduccion en la excrecion de proteinas totales, al igual que una

mejoria en la depuracion de creatinina, creatinina sérica, y BUN.

Se pueden proponer varios mecanismos potenciales para explicar el
efecto benéfico de la soya. En primer lugar, el higado incrementa la sintesis de
proteinas plasmaticas para compensar la pérdida que se tiene de ellas en la
orina durante el SNCE (79). Debido a la movilizacion de estas proteinas del
higado al plasma, se incrementa la concentracion de VLDL. La sefial que
recibe el higado de aumentar la sintesis de lipoproteinas probablemente
involucra la deteccion de la disminucion de la presion oncética plasmaética.
Esta hipétesis se apoya en el hecho de que la tasa de sintesis de lipoproteinas
por parte del higado se encuentra elevada en pacientes anélbuminémicos 2
observandose a su vez, una disminucién en las vias catabélicas de las VLDL,
IDL y LDL (70). Estas anormalidades se relacionan con una baja actividad y
cantidad de lipoprotein lipasa, actividad elevada de lipasa hepatica y
disminucion en actividad y nimero de receptores de LDL. De hecho, ratas con

SNCE alimentadas con caseina, mostraron concentraciones significativamente
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elevadas de VLDL-TG y LDL-C con respecto a su grupo control (Tablas 8 y 9).
Sin embargo, las ratas nefréticas alimentadas con proteina de soya mostraron
niveles menores de VLDL-TG y LDL-C con respecto a las nefréticas que
consumieron caseina. Los animales con SNCE que consumieron casefna
tuvieron un incremento de VLDL-TG de 6.9 veces y de LDL-C de 11.3 veces
con respecto a sus controles, mientras que las nefréticas con soya solamente
1.3 veces mas de VLDL-TG y 1.9 veces mas de LDL-C, con respecto a su
control. Como consecuencia, las ratas que consumieron proteina de soya, que
tenian SNCE, mostraron una reduccidn significativa de colesterol y triglicéridos

séricos totales, comparadas con las nefréticas alimentadas con caseina.

Los pacientes nefréticos con proteinuria persistente, también presentan
anormalidades en los lipidos, lo que promueve aterosclerosis. De ahi que la
reduccion de colesterol y triglicéridos pueden retardar la progresion del dafio
giomerular y tubulo-intersticial durante el SNCE, como se observé en el

estudio.

El consumo de la proteina de soya previene los eventos iniciales del
dafio glomerular debido a una reduccion de los lipidos séricos (80). La
alteracion de la permeabilidad en el SNCE se acompafia de una acentuada
fitracion de lipoproteinas séricas. Las lipoproteinas y proteinas plasmaticas

filtradas se acumulan en las células mesangiales y las estimulan a proliferar y
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producir un exceso de material membranoso basamental; en consecuencia se
presenta esclerosis glomerular. A largo plazo, la constante elevacion de los
flujos y la presién. glomerular, favorecen la hiperfiltracion y dafian las
propiedades permebles y selectivas de los glomérulos. La pérdida resultante
de glomérulos funcionales, ejerce un estimulo de retroalimentacién positiva
para la hiperfiltracion compensatoria de los menos afectados, contribuyendo
asi a su destruccion. - En este estudio, se observd un menor desarrollo de
esclerosis glomerular en las ratas con SNCE alimentadas con una dieta a base
de proteina de soya, indicando la importancia en la reduccién de los lipidos

Sericos.

La correccion de los parametros bioquimicos en ratas nefréticas que
comieron soya, también se vi6 reflejada en estudios histolégicos. En el caso
de las ratas, la administracion de ANP produce una enfermedad renal muy
similar a la glomeruloesclerosis focal y segmentaria (GEFS) en humanos (81).
Este padecimiento consiste en la esclerosis de algunos glomérulos y de éstos,
s6lo una porcion se encuentra fibrosada (82). Se ha propuesto que estas
lesiones fibréticas glomerulares pueden estar moduladas por una captura de
lipoproteinas por parte del endotelio glomerular, células mesangiales y
macréfagos infiltrados intraglomerularmente (83). Estas células fagocitan y

oxidan a las LDL que contienen colesterol. Las lipoproteinas oxidadas alteran
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la funcién endotelial y producen inflamacién, favoreciendo la produccién de

citocinas fibrogénicas que resuitan toxicas para el rifién (84).

A parte de las pfopiedades hipocolesterolémicas, la soya puede reducir
el dafio repal por medio de sus isoflavonas. El aisiado de proteina de soya
provee aproximadamente 2 mg/g de proteina. Las principales isoflavonas
presentes en la soya son genisteina y daidzeina (85) y contrtibuyen a la
reduccién del dafio glomerular durante el SNCE. Las isoflavonas funcionan
como antioxidantes (29) protegiendo a las particulas de LDL, a pesar de que
su capacidad antioxidante es limitada (30). Recientemente, se ha demostrado
que las isoflavonas pueden reaccionar con especies de oxigeno reactivas
producidas por neutrofilos como parte de la respuesta inflamatoria(86); estas
especies son principalmente peroxido de hidrégeno y el anién superoxido, que
reaccionan con el cloro y el 6xido nitrico, llevando a la formacion de acido
hipocloroso y peroxinitritos (87). Ambos compuestos reaccionan con los
residuos de tirosina de las proteinas, produciendo proteinas cloradas y
nitradas con funciones anormales. Como las isoflavonas poseen un anillo
fendlico, igual al residuo de tirosina de las proteinas, pueden reaccionar en
forma competitiva con el acido hipocloroso y el peroxinitrito, reduciendo la
cloracién y la nitracion de las proteinas. Este efecto ocurre en el rifién,
previniendo el dafio glomerular. Es asf, como la soya disminuye el dafio renal

durante el SNCE, reduciendo las concentraciones circulantes de colesterol, y
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previniendo la produccion de proteinas anormales, como consecuencia de la

respuesta inflamatoria.

La expresion génica de las enzimas involucradas en el metabolismo de
colesterol se encuentra modulada por el colesterol intracelular, mas que por el
extracelular (88). Independientemente del aumento de las fracciones VLDL-TG
en ratas con SNCE, en las ratas alimentadas con soya, hubo una disminucién
en la concentracion de los mRNA de FAS y ME, mientras que esto no ocurrié
en los animales control que consumieron la dieta de casefna. Estos datos
implican que la concentracién elevada de TG presentes en las particulas de
VLDL son principaimente, el resultado de una alteracién en la fipoprotein
lipasa, lo que afecta la depuracion de estas lipoproteinas, mas que aumentar
la sintesis de TG por parte del higado. Estudios recientes muestran que la
sintesis de LDL se encuentra aumentada durante el SNCE, sin embargo, su

depuracién esta disminuida.

Normalmente del 60 al 80% de las moléculas de LDL, como
aproximadamente el 50% de las de VLDL, son depuradas via hepética a
través del receptor de LDL (r-LDL) (88). Se observa que las ratas con SNCE
independientemente de la dieta que consumieran, no mostraron diferencias en
la concentracién de mRNA del r-LDL hepético, mientras que las controles que

consumieron una dieta de proteina de soya, mostraron un aumento
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significativo en la expresion de este gen, a diferencia de lo observado en las
ratas controles alimentadas con una dieta de caselina. Sin embargo, las ratas
con SNCE alimentadas con caseina, mostraron un incremento significativo en
el mRNA de HMGCoA-R, comparado con las ratas nefréticas alimentadas con
soya. El aumento en la HMGCoA-R hepética puede indicar un aumento en ja
tasa de biosintesis de colesterol en las ratas con SNCE alimentadas con
caseina, como otros estudios han observado. El consumo de una dieta de
proteina de soya, reduce la expresion de la HMGCoA-R, con una posible

implicacion en la baja tasa de sintesis de colesterol por parte del higado.

Desde un punto de vista nutricional, la proteina de soya, puede tener
muchas ventajas sobre las proteinas animales. Con tan sélo 25 g/dia de
proteina de soya se pueden reducir los niveles de colesterol en sujetos
hipercolesterolémicos (20), y representa una forma no farmécolbgica, segura,

viable y practica de alcanzar una disminucién en los niveles de colesterol.

Se ha sugerido que un consumo elevado de proteina puede tener
efectos perjudiciales sobre el rifién, particularmente si hay una enfermedad
renal preexistente. Sin embargo, los resultados sugieren que una dieta con un
adecuado contenido de proteina de origen vegetal, reduce la proteinuria, el
dafio renal y la respuesta inflamatoria; normaliza el perfil de lipoproteinas,

disminuye las concentraciones de colesterol y ftriglicéridos séricos, con
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.respecto a los individuos que reciben una dieta a base de proteina animal,
ademas de mantener las tasas de crecimiento similar. Un estudio en humanos
con SN, que consumieron una dieta con bajo contenido de proteina de soya en
su dieta, mostré una disminucion en las concentraciones de colesterol y LDL;
sin embargo, estos individuos muestran también una disminucion en peso
corporal, debido a una baja concentracién de proteina de soya en la dieta que
se les administro (6). La proteina de soya puede tener un papel importante en
la prevencion y tratamiento de enfermedades renales (89). Es asi como una
cantidad de proteina de soya adecuada y cercana al requerimiento proteico,
mas que las dietas restringidas en cantidad de proteina, puede ser benéfico en
tratamientos de colapso renal cronico a largo plazo, evitando el deterioro del

estado nutricio de individuos con enfermedades renales.
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Vill. CONCLUSIONES

Los resultados de la investigacion indican claramente el efecto benéfico
de la soya, ya que una dieta al 20% de esta proteina redujo significativamente

el dafo renal en ratas con sindrome nefrético crénico experimental (SNCE).

La reduccién de las concentraciones de colesterol y triglicéridos en el
plasma y la disminucién en la expresion génica de la sintasa de acidos grasos
y de la enzima malica en animales con SNCE alimentados con soya, nos

permite afirmar que la soya actia directamente sobre ta biosintesis de lipidos.
Este estudio demuestra que el consumo de una proteina vegetal como

la soya, podria servir de terapia a muchos pacientes con enfermedades

renales y de bajos recursos, reduciendo la progresion del dafio renal.
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Anexo |. Reactivos para Tincién de Hematoxilina y Eosina

e Hematoxilina de Harris

Cristales de hematoxilina 50g
Alcohol al 95% 50 mL
Alumbre de amonio o potasio 100.0g
Oxido de mercurio 25g
Agua destilada c. b. p. 1000 mL
Acido acético glacial 30 mL

Disolver los cristales de hematoxilina en el alcohol al 95%. Por otro lado se
hace lo mismo con el alumbre en aproximadamente 400 mL de agua (calentar para

facilitar la disolucion). Mezclar las dos soluciones y calentar la nueva solucién hasta

alcanzar la ebullicion. Retirar del fuego y agregar el 6xido de mercurio hasta disolver.
Calentar de nuevo la solucion por aproximadamente 1 minuto o hasta que tome un
color morado obscuro. Retirar del fuego y se vacia en un vaso con agua fria. Una vez
que se encuentre a temperatura ambiente, se agrega acido acético glacial y se afora

atl.

« Alcohol acido

Alcohol al 70% 980 mL
Acido clorhidrico concentrado 10 mL

* Agua amoniacal

Agua amoniacal dura 2.0-3.0mL
Agua corriente ¢. b. p. 1000 mL

e Carbonato de litio saturado

Carbonato de litio 10g
Agua destinada c. b. p. 100 mL
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* Solucién de eosina alcohdlica.

Eosina Y, soluble en agua 20g
Agua destilada 160 mL
Alcohol al 95% 640 mL

Disolver la eosina Y en el agua destilada y posteriormente agregar el alcohol
al 95%. Si se desea un mayor tinte o matiz, agregar una gota de acido acético por
cada 100 mL de solucién.

* Solucién de Lugol. (Modificacion de Weigert)

Yoduro de potasio 20g
Cristales de yodo 1.0g
Agua destilada c. b. p. 100 mL

e Soluciion de tiosulfato de sodio
Tiosulfato de sodio 50g9g
Agua destilada c. b. p. : ‘ 100 mL

104



Anexo ll. Reactivos para Tincién Tricré6mica de Masson

* Solucién de Bouin

Solucién acuosa de acido picrico saturado 75mL
Formaldehido, 37-40% 25 mL
Acido acético glacial sSmL
* Hematoxilina férrica de Weigert

Solucién A:

Hematoxilina 10g
Alcohol al 95% 100 mL
Solucién B:

Cloruro férrico acuoso at 29% 4 mL
Acido clorhidrico concentrado 1mL
Agua destilada 95 mL

Para tener la solucién de trabajo se utilizan la solucién A y la B en partes

iguales.

* Solucion de fucsina acida con grana de Biebrich

Grana de Biebrich acuoso al 1% 90 mL
Fucsina acida acuosa al 1% 10 mL
Acido acético glacia! 1mL
= Solucién de acido fosfomolibdico-fosfotingstico

Acido fosfomolibdico 509
Acido fosfotungstico 50g
Agua destilada c. b. p. 200 mL
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* Solucién de azul de anilina.

Azul de anilina 25g
cido acético 2mL
Agua destilada 100 mL

e Solucién de verde brillante
Verde brillante 50g
Agua destilada 250 mL
Acido acético glacial —

Calentar el agua y disolver el verde brillante. Dejar enfriar, filtrar y agregar de
1 gota del acido acético glacial.

* Solucién de agua acética
Acido acético glacial 1mL
Agua destilada c. b. p. 100 mL
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Anexo llIl. Reactivos para Tincién del Acido Peryédico de Schiff (PAS)

* Reactivo de Coleman Feulgen

Fucsina basica . 109
Metabisulfito de potasio 20g
cido clorhidrico 10mL
Carbon activado 05g
Agua destilada 200 mL

Disolver Ia fucsina basica en el agua destilada caliente hasta la ebullicion.
Dejar enfriar y agregar el metabisulfito de potasio y el &cido clorhidrico. Dejar
blanquear por 24 h y agregar el carbén activado. Agitar por 1 min. y filtrar con papel.
Repetir la filtracion hasta que la solucidn sea incolora. Almacenar en refrigeracion.

* Solucién de Leuco-Fucsina de Schiff.

Fucsina basica 109
Acido clorhidrico - 20 mL
Bisulfito de sodio anhidro o Metabisulfito de sodio 1.0g
Agua destilada 200 mL

Disolver la fucsina béasica en el agua destilada caliente hasta que llegue a
ebullicién. Dejar enfriar hasta los 50°C vy filtrar. Agregar el acido clorhidrico y cuando
se encuentre a temperatura ambiente agregar el bisulfito de sodio o el metabisulfito
de sodio. Guardar durante 48 h protegido de la luz hasta que la solucién se vuelva de
un color paja. Almacenar en refrigeracion.

Antes de utilizar esta solucion se debe hacer una prueba para evaluar su
eficacia. Se vacian unas cuantas gotas de ella en 10 mL de formaldehido al 37-40%
y todo a su vez en un vidrio de reloj. Si la solucibn se vuelve morada rojiza
rapidamente, esto se traduce en que nuestra solucién se encuentra en buen estado,
pero si la reaccion se retarda y el color resultante es un morado profundamente azul,
la solucién no funcionara adecuadamente.
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* Solucion de acido peryédico al 0.5 %

Cristales de acido peryédico 05¢g

Agua destilada 100 mL

* Solucién de acido clorhidrico normat

Acido clorhidroco, conc. sp. gr. 1.19 8359

Agua destilada 916.5 mL

* Contratincidn con verde brillante al 0.2%

Cristales de verde brillante 0.2g
Agua destilada 200 mL
Acido acético glacial 0.2mL

* Hematoxilina de Harris

Cristales de Hematoxilina 509
Alcohol al 95% 50 mL
Alumbre de amonio o potasio 1000 g
Oxido de mercurio 259
Agua destilada c. b. p. 1000 mL
Acido acético giacial . 30 mL

Disolver los cristales de hematoxilina en el alcohol al 95% y hacer io mismo
con el alumbre en aproximadamente 400 mL de agua (calentar para facilitar la
disolucién). Mezclar las dos soluciones y calentar la nueva solucién hasta alcanzar la
ebullicion. Retirar del fuego y agregar el 6xido de mercurio hasta disolver. Calentar
de nuevo la solucidon por aproximadamente 1 minuto o hasta que tome un color
morado obscuro. Retirar del fuego y vaciar en un vaso con agua fria. Una vez que se
encuentre a temperatura ambiente, se agrega acido acético glacial y seaforaa 1 L.
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Anexo IV. Reactivos para Transcripcion Reversa

« Buffer de ia transcriptasa reversa 5X
(5X First Strand Buffer de GIBCO BRL)
Tris-HCI 250 mM pH 8.3
Cloruro de potasio 375 mM
Cloruro de magnesio 15 mM

e Mezcla de dNTP's
(2'-deoxinucledsido 5'-trifosfato de GIBCO BRL)
La mezcla contiene dATP, dCTP, dGTP, dTTP

e OligodT
(Oligo dT 12-18 primer, GIBCO BRL)
Se utiliza como un oligonucledétido para la sintesis de la primera cadena de DNA
complementario con la transcriptasa reversa. Su funcion es hibridizar a la cola poli
A del RNA mensajero y se almacena en agua-DEPC.

e DTTO0.1 Mde GIBCO BRL

¢ Enzima transcriptasa reversa
(Reverse Transcriptase, Moloney Murine Leukemia Virus-M-MLV, GIBCO BRL).
Es una DNA polimerasa que sintetiza una cadena de DNA complementaria a
partir de una cadena simp'e de RNA. '

¢ Inhibidor de Ribonucleasas.
(RNase Inhibitor, cloned GIBCO BRL)
Es un potente inhibidor no competitivo de ribonucleasas, que se utiliza en la
transcripcion reversa del RNA mensajero y es obtenido de una cepa
recombinante de E. Coli.
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Anexo V. Reactivos para la Reaccién en Cadena de la Polimerasa

* Buffer de PCR 10X con 15 mM de cloruro de magnesio
(10X PCR Buffer GIBCO BRL)
Tris-HCI 200 mM, pH 8.4
Cloruro de potasio 500 mM
Cloruro de magnesio 50 mM

* Mezcla de dNTP’s. (Ver anexo de Reactivos para RT).

* Oligonucledétido sentido 20 uM.

* Oligonucleétido antisentido 20 uM.

« Enzima Taq DNA polimerasa
(Tag DNA polymerase, GIBCO)
Esta enzima aislada de Thermus aquaticus YT1, es un polipéptido simple con un
peso molecular de 94 kDa, estable al calor, capaz de sintetizar DNA a

temperaturas elevadas a partir de un templete simple de cDNA en presencia de
oligonucleo6tidos iniciadores.
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Anoxo Vi. Reactivos para electroforesis de DNA

* Buffer TAE 50X

Tris base 60.5g
Acido acético glacial 14.27 mL
NaEDTA*2H,O 9.3g
Agua desionizada c. b. p. . : 1000 mi.

* Buffer TAE 1X

Buffer TAE 50X ‘ 10 mL

Agua desionizada c. b. p. 500 mL

* Bromuro de etidio 2 mg/mL.. Ver anexo de reactivos para electroforesis de RNA.
* Buffer de carga. Ver anexo de reactivos para electroforesis de RNA.

* Marcador de peso molecular. Se utilizé una escalera de DNA de 100 pb en 100
pb hasta llegar a 2000 pb de BOEHRINGER MANNHEIM.



Anexo VIii. Reactivos para extraccién de RNA por TRIZOLjyr

* Agua-DEPC al 0.1%

Dietil pirocarbonato 3amL

Agua desionizada 3000 mL

Agitar por 4 horas y esterilizar en autoclave por 15 min. a 121°C y 156 Ibs/plg?

* Solucién desnaturalizante:

Tiocianato de guanidina 47.35¢g
Citrato de sodio dihidratado 0.75 M pH 7.0 3.33mL
Sarcosil al 10% 5.0 mL
Agua-DEPC c. b. p. 100 mL

* Trizol LS Reagent Ultrpure. GIBCO BRL.

* Cloroformo al 100%.

* |sopropanol al 100%.

* Etanol al 75% en agua-DEPC

Etanol absoluto 75mL

Agua-DEPC 25 mL

* Formamida
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Anexo VIii. Reactivos para la cuantificacién espectrofotométrica del RNA

* EDTA 0.4 M pH 8.0: Ajustar el pH con NaOH

EDTA 7449

Agua desionizada c. b. p. 50 mL

*» Amortiguador TE pH 7.5 (Tris-EDTA): Ajustar pH con NaOH antes de aforar.

Tris-HCI 10 mM pH 7.5 1.576 g
EDTA 0.4 MpH 8.0 2.5 mL
Agua desionizada 1000 mL

* Formamida
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Anexo IX. Reactivos para electroforesis de RNA

* Buffer de corrimiento 10X: Disolver el Mops en 900 mL de agua. Ajustar a pH de

7.0 y posteriormente agregar el resto de los reactivos.

Mops 0.4 M pH 7.0

(3-[N-Morfolino acido propano sulfénico)) 87.32¢g
Acetato de sodio 100 mM 13.6g
EDTA 0.4 M pH 8.0 2.5mL
Agua desionizada c. b. p. 1000 mL
» Buffer de corrimiento 1X

Buffer de corrimiento 10 X 100 mL
Agua desionizada c. b. p. 1000 mL

* Formaldehido al 36.7% (manejar con cuidado)

* Buffer de carga: Disolver el EDTA, azul de bromofenol y ei xylene cyanol en los

10 mL de glicerol at 50%. Fiitrar con filtro milex y guardara 4 ° C.

Glicerol al 50% 10 mL
EDTA 1mM pH 8.0 200 pL
Bromofenol blue 0.25 % 250 mg
Cianol xileno 0.25 % 250 mg
* Bromuro de Etidio 2 mg/mL.

Bromuro de etidio 100 mL
Agua desionizads c. b. p. 50 mL

* Formamida (manejar con cuidado)



Anexo X. Reactivos para transferencia de RNA del gel de agarosa a

membrana de Nylon N*

e Soluciéon SSC 20 X

Citrato de sodio dihidratado 17689
Cloruro de sodio granular 3506 g
Agua desionizada c. b. p. 2L

* Agua desionizada.



Anexo XI. Reactivos para hibridacién del mRNA con la sonda marcada

+ Buffer de prehibridizacién. Rapid Hyb. Amersham Pharmacia Biotech, cat. No.
1636)

* Reacciones para marcaje Rediprime Il (Amersham Pharmacia Biotech, cat. No.
1633). Buffer en solucién libre de endonucleasas, con dATP, dGTP y dTTP y la

enzima Klenow.

* Buffer TE
Tris HCI pH 8.0 10 mM
EDTA pH 8.0 1mM

« 32p dCTP (Amersham Pharmacia Biotech. 3000 Ci/mmol, cat. AA00OS)
EDTA 0.2M

» Solucién 2X SSC/0.1 SDS

« Solucion 0.01X SSC/0.1 SDS
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