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| Resumen

ANTECEDENTES: La nefrectomia /s (Nx */s), s un modelo experimental de enfermedad renal
cronica progresiva caracterizado por la presencia de proteinuria, hipertension y
gloméruloesclerosis. En modelos experimentales y en el humano, se ha demostrado que una dieta
alta en proteina animal acelera la progresion del dafio renal; mientras que una ingesta baja no
presenta efectos marcados de dafio. La dieta restringida en proteina animal también interacciona
con el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). En ratas con Nx s y alimentadas con
dieta alta en proteina, la actividad, el contenido y el RNAm de renina se incrementan. En pacientes
con diversas formas de enfermedad renal y con dieta baja en proteina, la actividad de renina
disminuye mientras que una dieta alta la incrementa. En diferentes patologias renales y en
modelos experimentales de dafio renal, se ha observado que una dieta con proteina de soya
mejora los niveles de proteinuria y el perfil lipidico, retardando la progresion del dafio histologico.
OBJETIVO: Estudiar en el modelo experimental de Nx /s, el efecto de la proteina vegetal (soya) vs
proteina animal (caseina) sobre la progresion del dafio renal, perfil lipidico y su posible interaccion
con el SRAA circulante. METODO: Se estudiaron 20 ratas macho de la cepa Wistar (280-300 g) y
se les realizo la Nx %/s. Se dividieron en grupos de 10 ratas %, alimentadas con: Grupo A: Soya 20%
y Grupo B: Caseina 20%. El estudio durd 22 semanas y se recolectd orina y suero en las semanas
2,7,12, 17 y 22 para determinaciones bioquimicas; se sacrificaron en la semana 22 y se obtuvo
plasma para la medicién de los componentes del SRAA circulante, asi como el rifidén remanente
para estudios de histopatologia. RESULTADOS: Los animales desarrollaron proteinuria de rango
variable, siendo mas acentuada de la semana 7 a la 22. La proteinuria del grupo A tendit a ser de
mayor magnitud que la desarrollada por el grupo B desde la semana 12 (A: 193+26 vs B:158+24
™/..) hasta la semana 22 (244+28 vs 192435 ™/,, ). La creatinina sérica no mostrd diferencia
significativa entre ambos grupos. Tampoco hubo diferencias significativas en la depuracion de
creatinina (Cl,). El nitrdgeno ureico mostr6 diferencias significativas entre los grupos A y B en la
semana 7 (746 vs 57+7 ™y, p<0.05), semana 17 (75+10 vs 44+4 ™/, p<0.05) y semana 22
(9116 vs 5945 ™y, p<0.05) respectivamente. No se mostraron diferencias en el perfil de
proteinas totales en suero, entre ninguno de los grupos. Se observé una tendencia del grupo con
dieta vegetal a disminuir los niveles de albimina sérica, en A en la semana 12 (2.7£0.1 %), hasta
la semana 22 (C 2.2+0.1 y A 2.4+0.1 94). Las dieta de soya respecto a la de caseina, no mostré
un efecto hipolipémico en ninguna fase del estudio. Hubo diferencia significativa en la excresion de

sodio en la semana 22. El grupo A presenté menor actividad de renina plasmatica (APR 1.72 +
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0.18 "/ml/vora). La menor actividad de la ECA | en éste grupo respecto al B (A 63.67 + 4.37 vs B
85.83 £ 5.62 ™/, p< 0.01) correlaciona con la baja APR y CPR. El grupo A mostré mayor grado de
hipertension (202 + 5 mmHg), que el grupo B(176 + 14) aunque no significativa. Las alteraciones
en la estructura del tejido renal fueron méas acentuadas en el grupo alimentado con dieta de soya al
20%, marcado por un grado de esclerosis glomerular y fibrosis intersticial significativamente mayor.

CONCLUSION: La dieta con proteina de soya en éste modelo experimental de rifion remanente,
no presentd actividad antiproteinurica, hipolipemiante o de mejoria histologica respecto a la dieta
con proteina de origen animal. Aun no podemos indicar si la proteina de soya o sus componentes
isoflavones modifican de manera directa al SRAA, ya que hasta el momento sélo contamos con
resultados de los componentes del sistema a nivel plasmatico que no muestran modificaciones
importantes. Sin embargo, la presencia de una mayor alteracion morfométrica y de la funcion renal
con ésta dieta (grupo A), parecen indicar que, al menos a nivel intrarrenal la bioquimica del sistema

puede estar influida por la naturaleza de la fuente proteica.
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Il Introduccion
1 Generalidades del rifion

1.1 Anatomia renal

Los rifiones son érganos pares localizados en lleva la orina desde el rifién a la vejiga “ fig.
forma retroperitoneal a la cavidad abdominal. 1y2)®,

Su peso aproximado es de 25 g en el recién Cu o

nacido, de 125-179 g en el adulto masculino y g

de 115-155 g en el adulto femenino. En el '\\ ) ¢ %% ‘m;“:,
adulto miden aproximadamente 11 cm de s :'! X { ) e Sy 'P'*:;::M
largo, de 5 a 7.5 cm de ancho y 2.5 cm de /

r :1.2]. s L/ Ureior .“ /w

I

espeso
La cara interna de cada rifion tiene una
region en forma de muesca llamada hilio a
través de la cual pasan la arteria y la vena P01 PN UCN th Qaaio suivnic:

renal, los linfaticos, los nervios y el uréter que

El rindn, es un érgano complejo formado por diferentes tipos de células multi-funcionales con un
arreglo tridimensional altamente especializado “*. A la unidad funcional del rifién se le denomina
nefrona (fig. 2 y 3). Existen aproximadamente 1, 300 000 unidades por rifién y son las estructuras
encargadas de realizar los complejos procesos de formacion de la orina. La complejidad de dichos
procesos esta influida por la distribucion especial entre la corteza y la médula renales (fig. 4). El
rifidn no es capaz de generar nefronas nuevas, por lo que con el avance de las enfermedades

renales éstas pierden funcionalidad y nimero ("%,

Cada nefrona consta de 2 partes principales:
- una red de capilares glomerulares (glomérulo) rodeados de la capsula de Bowman, y
- tubulos de gran extension y conformacion espacial peculiar, formados de una
monocapa celular.



Fig. 2 Anatomia vascular y unidad funcional

del rifnén

Nufrona comeal

Nelrona
yurlamedidar

Conductos
08 Beltey —

Fig. 3 Distribucién de las
nefronas en el rifién
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Los glomérulos estan formados tanto por una
red de hasta 50 capilares paralelos que se
ramifican y anastomosan entre si, asi como
por células endoteliales. Se encuentran
rodeados de celulas epiteliales
especializadas®®), Los podocitos
glomerulares son células grandes y
sumamente diferenciadas las cuales forman
un arreglo estructural especial y actuan sobre
la capa externa de los capilares (fig. 5). En
ellos se llevan a cabo los procesos de
filtracion glomerular. Los capilares por su
parte, estdn encerrados por una capsula
externa de células epiteliales llamada capsula
de Bowman que actua como una bolsa para
capturar el filtrado y dirigirlo hacia el tubulo

proximal'®®,

La formacion de la orina esta determinada
por 2 procesos diferentes: uno es por la
filtracion del liquido a través de los capilares
glomerulares hacia el espacio de Bowman y
el tubulo proximal. La filtracién depende de
fuerzas hemodinamicas (fuerzas de Starling)
que actian sobre la pared del capilar
glomerular. El segundo proceso es la
modificacion del filtrado glomerular cuando
fluye a lo largo de los tubulos renales y que
se lleva a cabo a traves de una serie
compleja de mecanismos de reabsorcion y
secrecion, que modifican tanto el volumen

como la composicion de liquido %57,
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Conducto colecior

Fig. 4 Anatomia bésica de

La microcirculacion renal participa de manera
critica en el proceso de ultrafiltracion, ya que
el balance de las presiones que de ella se
derivan es el responsable del filtrado
glomerular, de la reabsorcion del liquido
intersticial y de mantener el gradiente
osmotico medular apropiado para la
concentracion de orina. Las estructuras
vasculares han desarrollado caracteristicas
unicas que les permiten intervenir
selectivamente en la regulacion del flujo
sanguineo y en la distribucion de las
presiones intrarrenales. De ésta forma, la
funcion renal excretora y la hemodinamica
intrarrenal mantienen una relacion muy
estrecha en la que intervienen varios
mecanismos que regulan la presion y el flujo
hidraulico 47,

la nefrona.

Espacso da Bowman "-l-

Capsula de Bowman -

Fig. 5 Anatomia glomerular
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1.2 Fisiologia renal

La funcion principal del riidn es corregir los desajustes del volumen y la composicién de los

liqguidos corporales que se presentan como respuesta a diferentes factores como la ingesta de

alimentos, las reacciones del metabolismo, la influencia del medio ambiente y del ejercicio. En

muchos estados de enfermedad, éstas funciones regulatorias se alteran lo que provoca cambios

importantes en los volimenes de los liquidos corporales ¥/, la concentracién de los iones, y ésto

puede condicionar la aparicion de diversas patologias renale

s :1.2.3,4:‘

Ademas de la preservacion de la homeostasis y los volumenes de los liquidos corporales, el rifion

realiza otras funciones '*7:

1. Participa en la regulacion de la acidez, la preservacion de la osmolaridad, incluso en el

contenido y concentracion de iones (sodio, potasio, calcio, magnesio, cloruro y fosfato).

2. Excreta numerosos productos finales del metabolismo, principalmente urea y creatinina,

ademas de un gran numero de toxinas y metabolitos de farmacos.

3. Sintetiza, almacena y secreta enzimas y hormonas: renina, eritropoyetina y 1,25-

dihidroxivitamina Ds.

Ademas, interviene de manera critica en un gran numero de funciones que se llevan a cabo en el

organismo unicamente cuando la composicion y volumen de los liquidos corporales se mantienen

dentro de valores de referencia, por ejemplo:

el gasto cardiaco y la presion sanguinea.

varias enzimas, que funcionan mejor a valores definidos de pH corporal o
concentraciones ionicas.

el potencial de membrana celular, que depende de la concentracién de potasio.

la excitabilidad de las membranas que depende de la concentracion de calcio, al igual

que de otros procesos celulares.
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2 Generalidades de la insuficiencia renal crénica (IRC)

2.1 Breve panorama de la enfermedad renal progresiva

Las enfermedades renales cronico degenerativas han representado en las Ultimas 3 décadas un
problema médico, de salud publica y econémico de grandes proporciones a nivel mundial ®. En
paises desarrollados existe un paulatino crecimiento de la enfermedad y es sin duda un problema
que se ha incrementado de manera dramatica en paises en vias de desarrollo . Por ejemplo, se
estima que en EUA la cantidad de pacientes que ingresaran a terapias de reemplazamiento renal
(es decir hemodialisis o dialisis peritoneal) para el afio 2010 tendra un incremento de hasta el
100% en sus tasas de incidencia (de 86,825 a 172 667 casos nuevos) y prevalencia (de 326, 217
a 661, 330 casos por diagnosticar) IRC respecto a la cantidad de pacientes ingresados en éste
programa hasta 1998. En consecuencia, esto ha involucrado una derrama economica para el
sector salud de aproximadamente 39.4 billones de délares anuales, adicionales al ingreso del
14.5% del producto interno bruto (PIB) del gobierno de EUA @19,

En Mexico, segin las cifras del INEGI y el Registro Nacional de Dialisis y Transplantes, existen
hasta el afio 2000, 97.5 millones de personas viviendo en territorio Nacional, de éstas
aproximadamente 26,130 son pacientes renales que conforman la prevalencia de IRC "' sin
embargo, dadas las limitaciones de acceso a la atencién médica en zonas marginadas y habitadas
por indigenas, ésta cantidad puede ser sustancialmente mayor 3 A pesar de que ésta es una
cifra relativamente baja respecto a ofras naciones latinas, es ampliamente conocido que México es
uno de los paises que emplea dialisis peritoneal con mayor frecuencia en todo el mundo, ya que
cerca del 90% de los pacientes diagnosticados ingresan a terapia de Dialisis Peritoneal Continua
Ambulatoria (DPCA) """}, Sj consideramos la gran desventaja econémica que en México, como en
otros paises en vias de desarrollo, representa el tratamiento dialitico de ésta enfermedad (la cual
se realiza principalmente a través de instituciones de salud publicas "*' con gasto casi
exclusivamente a cargo del gobierno federal y de una inversion minima del PIB) ademas de que
tanto 1) la obesidad '®, 2) Ia diabetes -en el pais casi el 10% de la poblacion padece DM Il y esto
genera alrededor del 40% de casos de IRC """'®-, 3) las enfermedades cardiovasculares '*?” y 4)
la anemia asociada *'??)), representan factores de riesgo adicional en ésta poblacion mexicana, es
facil reconocer que es necesario no Unicamente un mayor ingreso econémico en el sector salud,
sino también el desarrollo y el mejor empleo de nuevas técnicas de atencion médica que integren

novedosos elementos terapéuticos y de facil acceso a poblaciones de bajos recursos.
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En ése sentido, el enfoque de la Nefrologia en los Ultimos 10 afos, se ha centrado no solo al
desarrollo de nueva tecnologia en terapia sustitutiva renal —cuya comercializacién beneficia a un
reducido sector de empresas en todo el mundo “*- o a la disminucién de los costos en el
tratamiento dialitico **?*), sino también a la blsqueda de nuevos medicamentos y herramientas
terapéuticas, que en conjunto con recientes investigaciones, aporten nuevos elementos clinicos de

atencién diaria que ayuden a mejorar la calidad de vida del paciente IRC %),

De ésa manera, las grandes necesidades en el tratamiento de ésta y otras enfermedades cronico
degenerativas a impulsado a distintos investigadores a ampliar los campos de estudio sobre
nuevos compuestos de accion terapéutica ya no solo en el campo de la aplicacién clinica, sino
también en la medicina preventiva, en donde los modelos experimentales han tenido un papel muy
importante en la aplicacién de nuevos conocimientos para el manejo clinico del paciente @),



2.2 Insuficiencia renal crénica

2.2.1 Definicion
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La IRC es un sindrome caracterizado por una disminucion progresiva de la funcion renal y por la

influencia que ésta alteracion tiene sobre los distintos aparatos y sistemas del cuerpo ©7). Existe

una gran variedad de padecimientos sistémicos que originan el dafio renal y que provocan IRC

terminal (IRCT) o falla renal irreversible (tabla 1). Entre ellos se consideran las distintas formas de

glomerulonefritis, las nefritis tubulo intersticiales, la nefropatia diabética y la nefroesclerosis **.

Tabla 1. Causas mas comunes de IRC

| Glomerulonefritis

Proliferativa focal

Proliferativa Difusa
Membranoproliferativa tipos |y Ii
Glomeruloesclerosis focal y segmentaria
Membranosa

De Berger o por IgA

Il Enfermedad istémi con gl itis
Purpura de Henoch-Schonlein

Poliarteritis nodosa

Lupus eritematoso diseminado

Granulomatosis de Wegener

Sindrome de Goodpasture

Il Nefritis tubulointersticial
IV Enf dad renal I
Nefroesclerosis

Obstruccion de la arteria renal
Trombosis de la vena renal
Esclerodermia

Diabetes mellitus

V Causas metabdlicas
Diabetes mellitus

Gota

Hipercalcemia
Hiperoxaluria
Enfermedad de Fabry

VI Nefrotéxicas
Nefropatia por analgésicos

Nefropatia por metales pesados: plomo, oro, cadmio, etc.

VIl Uropatia obstructiva
Valvas uretrales o estenosis
Obstruccion del cuello de la vejiga
Vejiga neurbgena
Crecimiento prostatico
Reflujo vesicouretral
Obstruccion ureterovesical
Calculos

Tumores

Fibrosis retroperitoneal
Obstruccién ureteropiélica

VIll Tuberculosis renal
IX Sarcoidosis

X Disproteinemias

Mieloma

Amiloidosis

Crioglobulinemia por IgA-Igh
Macroglobuli ia de Wald

X1 Congénita hereditaria
Enfermedad poliquistica
Nefronoptisis

Sindrome de Alport
Cistinosis

Hiperoxaluria

Acidosis tubular
Sindrome nefrotico infantil
Rifiones displasicos

Xl Miscelaneas

Nefropatia de los Balcanes
Hemoglobinopatia por células falciformes
Radiacion




La Proteina de Soya en la Ablacién Renal
2.2.2 Fisiopatologia de la enfermedad renal crénica

Se ha mencionado que en la IRC se presenta 1) disminucion progresiva de la tasa de filtracién
glomerular (GFR), 2) hipertension mal controlada que frecuentemente se manifiesta posterior a
infecciones y obstrucciones del tracto urinario y/o reduccion de la corteza renal a consecuencia de
atrofia y esclerosis renales “?. Una vez que la GFR se ha reducido hasta por debajo de un 25% de
la funcién renal normal, ésta inevitablemente tiende a seguir disminuyendo -a consecuencia de la
progresiva reduccion de las nefronas remanentes funcionales- aun y cuando el factor promotor de
dafio inicial haya sido eliminado. La progresion del dafio renal generalmente se presenta en cuatro
fases: a) disminucion de la reserva renal, b) insﬁﬁciencia renal, c) falla renal manifiesta y c) uremia

con falla renal de estado terminal %37,

Por ofro lado, hay extensa evidencia que demuestra que el sistema renina-angiotensina-
aldosterona (intrarrenal y circulante), juega un papel relevante en el desarrollo de hipertension
arterial. A su vez, este signo clinico caracteristico de la IRC influye directamente en la aparicion de
importantes desajustes a nivel coronario, elevandose como consecuencia la tasa de morbi-

mortalidad en éste grupo de pacientes %3,
2.2.3 Modelos de estudio de IRC

Los modelos experimentales en animales, constituyen una herramienta muy importante para el
desarrollo de conocimientos fisiologicos y de los principales procesos patolégicos que conducen a
la falla renal de estado terminal. Dicha investigacion patobioldgica del dafio renal, ha permitido
realizar una mejor evaluacion de las estrategias terapéuticas a seguir en el paciente. Actuaimente
se emplean numerosos modelos experimentales de dario renal cronico, especialmente los modelos
murinos 5% Por tanto, la aplicaciéon de distintas modalidades de tratamiento (tales como la
administracion de dietas o farmacos) debe adecuarse a cada modelo en particular, dependiendo de

su capacidad para retrasar o detener la progresion del dafio renal.

Desde principios de siglo, varios investigadores se han dado a la tarea de implementar, desarrollar
y caracterizar distintos modelos de falla renal cronica en roedores, tanto genéticos (transgénicos y
knock out) ®” como quimicamente inducidos por administracion de diferentes drogas o sustancias

| (39)

de dafio renal especifico ®%, y quirtrgicos por reduccién de masa renal funcional ®, asi como el

correspondiente analisis y validacion de cada modelo experimental.
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2.2.3.a El modelo de rifidn remanente

El denominado modelo de rifion remanente o Nx s es un modelo animal usado frecuentemente
para inducir IRC %, La idea principal de éste modelo, es que luego de reducir la masa renal hasta
'; parte de su tamario original, la sobrecarga de trabajo en ésas nefronas remanentes produzca un

dafio renal progresivo que conduzca a la insuficiencia renal de estado terminal “?,

El modelo esta caracterizado por 1) pérdida progresiva de la funcién renal, 2) nivel variable de
proteinuria, 3) azotemia progresiva e 4) hipertension “'“?. Estructuralmente se genera expansion
mesangial, gloméruloesclerosis focal y segmentaria, ambas progresivas hasta una esclerosis
glomerular total “**®). La uremia en la ablacién renal se presenta a consecuencia de eventos
secundarios como: hipertrofia del rifidn remanente, incremento en la presion intraglomerular e
hiperfiltracién, incremento en el flujo sanguineo renal, proteinuria, coagulacion intracapilar y fibrosis

intersticial, como se muestra en el esquema 1 “74®,

Dafio Renal

| Hipertension capilar alomerular |

v

l Reduccién del nimero de nefronaﬂ

v

Incremento de la permeabilidad
glomerular a las macromoléculas

4

Incremento en la filtracion de —
» proteinas plasmaticas

Y
Incremento - -
sistémico de la Excesiva reabsorcion tubular
presion sanguinea de proteinas
\ 4

Inflamacion tabulo intersticial ‘

| q 1. Progresion del dafio renal en el modelo
| Cicatrizacion renal ] de rifién remanente




La Proteina de Soya en la Ablacion Renal

Para realizar el modelo quirtrgico del rifdn remanente, se han descrito distintas formas de
reduccion de masa renal, siendo 3 de ellas las principales: a) reseccion del polo renal, b) ligacion
selectiva de las ramas de la arteria renal (es decir infarto parcial del rifidn), y c) ligacion de los
polos renales. Cada uno de éstos procedimientos se combina con la nefrectomia unilateral del
rinon derecho, en uno o dos tiempos quirtrgicos para establecer el modelo de ablacion renal

subtotal &9,

2.2.3.b Modelo de ablacién renal subtotal por ligacion de las ramas de la arteria renal

La técnica de la ligacion selectiva de las ramas de la arteria renal, se comenzé a desarrollar en
1909 por Carrel y Janeway. Ellos infartaban el rindn de manera selectiva en 2 tiempos quirtrgicos y
descubrieron el desarrollo de una hipertension considerable, aunada a progresivos cambios pato-
anatomicos de las arteriolas renales. A pesar de que las primeras lesiones histologicas fueron

“9 presentaron el primer estudio

descritas en 1946, no fue sino hasta 1960 que Koletsky y Goodsitt
longitudinal de progresion del dafio renal en éste modelo, que incluy6é estudios de las lesiones
histoldgicas ya bien conocidas para entonces. De las caracteristicas presentadas por ésta técnica
descritas hasta 1990, se puede concluir con seguridad, que la hipertension es un factor que juega

el papel principal en la progresion del darno renal que conduce a la IRCT.
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3 Consideraciones estructurales y metabolicas de los lipidos

Tanto por su naturaleza como por sus multiples funciones, los lipidos son indispensables en el
funcionamiento de los organismos superiores: son importantes combustibles metabdlicos, pieza
fundamental en la estructura de la membrana celular y constituyen productos bioquimicos criticos
para diversas rutas metabolicas.

Los lipidos estan presentes en el plasma incorporados dentro de particulas esféricas
(lipoproteinas) solubles en agua y en cuyo nucleo contienen lipidos no polares (ésteres de
colesterol y triglicéridos); ademas de una capa superficial polar constituida de colesterol no
esterificado, fosfolipidos y apolipoproteinas. La densidad de éstas lipoproteinas varia en funcion de
la proporcion de sus componentes entre la superficie y en el nucleo. Mediante la separacién por
ultracentrifugacién y basandose en su densidad, se han identificado hasta 6 diferentes clases de

lipoproteinas plasmaticas (tabla 2) %",

Tabla 2. Principales lipoproteinas plasmaticas en el humano, separadas por su densidad.

Clase Densidad Diametro Movilizacién Peso Molecular

(%) (nm) Electroforética X 10°

Quilomicrones® 0.93 75 - 1200 Origen 5—1000

VLDL 0.93 -1.006 30-80 Pre-fi 10 - 80

IDL 1.006 -1.019 25-35 Pre-p 5-10

LoL® 1.019 -1.063 18-25 i 230

HDL2 1.063-1.125 9-12 o 0.36

HDL; 1.125-1.210 5-9 o 0.175

* En fases prolongadas de postprandio, las particulas ricas en triglicéridos de 5<1000 % m 5& acumulan transitoriamente en el plasma.
® Se trata de una variante de las LDL, llamada Lp{a) la cual se encuentra en el plasma en concentraciones que varian desde 0.1-100 Yy,
y caracterizada por una proteina extra la apo(a); estructuralmente es similar al plasmindgeno.

El componente proteico de la lipoproteina es la denominada apolipoproteina; algunas de ellas se
utilizan como marcadores distintivos de las lipoproteinas, por ej: con la apoA-| se identifica a las
HDL y con la apoB a las LDL. Dichas lipoproteinas pueden tener mas de un componente proteico y
en distintas concentraciones, por ej: las VLDL contienen apoB, apoC., apoE y apoA-l. Por otro
lado, éste componente proteico sirve de marcador para identificar su sitio de sintesis, por ej: la
apoB-100 unida a quilomicrones es de origen hepatico y la apoB-48 esta relacionada con

particulas lipoproteicas de origen intestinal *25%,
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El transporte de los lipidos en el organismo, se lleva a cabo por 2 procesos complementarios,
involucrando tanto el procesamiento de los lipidos provenientes de la dieta (via exdgena), asi como
por la sintesis de éstos a partir del higado (via endégena).

3.1 Alteraciones lipidicas en la enfermedad renal

Las alteraciones en el metabolismo de los lipidos han estado estrechamente relacionadas con
desajustes metabolicos importantes a distintos niveles de la fisiologia humana, de entre ellos se
consideran a las distintas enfermedades cardiovasculares y renales ***, A través de los afios, se
ha observado que éstas alteraciones aportan factores de riesgo adicionales en el desarrollo de
distintas complicaciones cardiovasculares ***"), Dicha situacién se puede ejemplificar en varias
enfermedades de origen renal, como son las alteraciones glomerulares, sindrome nefrético, en
enfermedades progresivas como la IRC o en aquéllas en las que persistentemente se presenta un

descenso en la funcion renal 5259,

El interés en el estudio de las alteraciones metabolicas de los lipidos en éstas condiciones clinicas,

se ha incrementado en los ultimos afos por diversas causas:

- Se ha reportado que estas alteraciones lipidicas favorecen la aparicion de esclerosis
glomerular, aumentando en consecuencia, la progresion del dafo renal en casi todas las
nefropatias 6%

- Algunos investigadores han documentado que el uso de farmacos capaces de corregir
dichas alteraciones en el perfil plasmatico de lipidos, aporta proteccion al rifén a través
de la regulacion de algunos efectos vasculares que condicionan la progresion de la
enfermedad renal ®").

Dentro de la experiencia clinica en el tratamiento de la enfermedad renal cronica, se ha
probado que la manipulacion en el contenido de proteinas y grasas de la dieta tiende a
controlar los niveles plasmaticos del perfil lipidico, complementariamente con el uso de

farmacos especiales para la reduccién sérica de los lipidos *.
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3.2 Anormalidades de los lipidos en la IRC

La IRC se asocia frecuentemente con alteraciones en los niveles de los lipidos y apolipoproteinas,
asi como su metabolismo y transporte ®***. A pesar de que estos desérdenes en el transporte se
incrementan con el avance de la insuficiencia renal, ésta no siempre refleja estados de
hiperlipidemia ®*. La hiperlipemia en la IRC, se ha involucrado como un factor de riesgo potencial
para el desarrollo de enfermedades vasculares y aterosclerosas en pacientes con didlisis
peritoneal ") Se sabe que la enfermedad vascular, es la principal causa de mortalidad en la IRC
t20;‘

No obstante que se ha identificado que la hipertension, proteinuria y dislipidemia pueden ser
factores de riesgo independientes para la pérdida progresiva de la funcion renal, los pacientes
hipertensos muestran una importante hiperlipidemia en asociacion con leve proteinuria ®”. Esto se
ha manifiestado no Unicamente como una elevacion en la concentracion plasmatica de triglicéridos,
fracciones LDL asi como una disminucién de las fracciones HDL, sino que ademés se presentan
alteraciones en la composicién de las lipoproteinas (tales como el enriguecimiento con triglicéridos,

4 producen un aumento en la

apoB y apoA), que aunadas a una deficiencia de apoE
concentracion plasmatica de lipoproteinas de dificil remocion °®). Situacién que, adicionalmente con
una creciente predisposicion a una mayor lipoperoxidacién, inevitablemente eleva consigo el riesgo
de mortalidad por eventos cardiovasculares secundarios en el paciente IRC o con falla renal
congénita %,

Desde hace varias décadas se determind que los pacientes con IRC muestran muchas
anormalidades lipidicas que estan enmarcadas dentro del perfil aterogénico. Estas anormalidades
son caracteristicas del estado urémico y se presentan de manera independiente a la principal
causa de enfermedad renal *®*7). La hipertrigliceridemia se presenta en el 33-70% de los pacientes
y la hipercolesterolemia en mas del 20% de ellos. Los niveles de HDL disminuyen hasta en un 50-
75%, los niveles de VLDL se mantienen elevados, mientras que el de las LDL permanece en
rangos normales % produciendo entonces una elevacion en la relacién “®Yyo. 7", Distintos
estudios de tipo clinico indican que en pacientes hemodializados, la tasa de mortalidad es mayor
en hombres blancos que en los de raza negra; a su vez, la elevacion de la mortalidad en los
blancos se ha asociado a una disminucion de los niveles de HDL, apoA-| (principal apoproteina de
las HDL), y la apoA-ll, ademas de una distribucidon anormal de sus sub-fracciones. La menor
mortalidad en la raza negra, se asocio con niveles mas elevados de HDL asi como una mejor

distribucion de éstas fracciones 7.
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Se han observado alteraciones similares en el metabolismo de los lipidos en pacientes urémicos a
quienes se les ha establecido falla renal manifiesta, asociada a trastornos vasculares. Entre los
desordenes del perfil lipidico se encuentran elevaciones en el nivel de triglicéridos y la fraccion
VLDL-colesterol, disminucion de la relacién *Y,,.c.i y apoC-lll caracteristicos de la insuficiencia
renal, e incremento en la apoB que condiciona de manera importante el riesgo de enfermedad
vascular ®¥. Es conocido que la conjuncién entre falla renal y vascular, condiciona en el paciente
elevaciones en las apoC-lll, VLDL, LDL y aumento del 50% del nivel de triglicéridos, ademas de
una reduccion del 20% de colesterol HDL, que lo observado en pacientes nefropatas sin

enfermedad vascular manifiesta %,

A pesar de la persistente aparicion de importantes desajustes en el perfil lipidico del paciente IRC,
un gran nuomero de ensayos clinicos ha demostrado que éstas anormalidades son variables
independientes en la disminucién de la funcién renal. A la fecha, son pocos los estudios clinicos en
éste grupo de pacientes, que pueden indicar si hay una disminucion en la tasa de mortalidad por
falla renal o cardiaca, asociada al trastorno de los lipidos. En este sentido, se ha argumentado que
la modificacion de la dislipidemia en el paciente IRC, puede ayudar a reducir dicho indice de
mortalidad %% Asi mismo, se ha mostrado que el uso terapéutico de farmacos para el control
sérico de las alteraciones lipidicas, no presenta los efectos benéficos sobre la preservacion de la
funcion renal, que en cambio si se observan con el empleo de medicamentos antihipertensivos,

donde algunos incluso disminuyen los niveles de proteinuria en la IRC.

Actualmente dentro del campo clinico y experimental, se acepta que un control adecuado de la
lipemia ayuda a retrasar la tasa de pérdida de la funcion renal en conjunto con ofras terapias ©",
sin embargo, a la fecha son pocos los ensayos clinicos que pueden determinar de manera
convincente que éste control previene o corrige la progresion del dafo renal. De manera que, la
finalidad del nefrélogo cuando prescribe medicamentos y estrategias nutricionales para el control
de la hiperlipidemia, es la de impactar sobre la tasa de mortalidad por falla renal asociada a
eventos cardiovasculares en el paciente IRC ©279),
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4 Sistema renina-angiotensina-aldosterona
4.1 Caracteristicas generales del sistema

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) es de origen enddcrino y estad completamente
involucrado en el control de la presién sanguinea y la hemodinamica intrarrenal. Su influencia y
complejidad se manifiesta a distintos niveles, ya que su amplia ubicuidad tisular, con una
regulacion independiente a la de los componentes en circulacién y la sospecha de variadas
funciones hormonales asi lo demuestra 7. Por otro lado, es ampliamente conocida su intervencion
en la regulacion del balance electrolitico y la homeostasis del organismo, asi como su importante
papel en la modulacién de la microcirculacion renal 7). Se sabe que varios de los componentes del
sistema renina-angiotensina estan presentes en el rifién (aunque también en otros tejidos) y estan
relacionados en la modulacién de la microcirculacion glomerular, en la funcién de absorcion del
tubulo proximal, en el control del balance ™/ ..., en la modulacién del flujo sanguineo

(7478 También presenta efectos

medular y en el desarrollo y reparacion de los tubulos
hemodinamicos y no hemodinamicos de gran importancia para el mantenimiento de condiciones
fisiologicas normales y durante la progresion de distintas enfermedades renales a través de

diferentes acciones intrarrenales dependientes de Ang Il 7778,

Hay observaciones que sugieren la existencia de dos tipos generales de hipertension arterial que
se presentan en pacientes IRC, una dependiente del volumen sanguineo (90-95% de los casos) y
otra dependiente del SRAA ™,

4.2 Resefa historica de su descubrimiento

Desde inicios de siglo, ha sido estudiada la estrecha relacion entre las alteraciones patolégicas en
el rifién y el desarrollo de hipertension arterial sistémica por distintos investigadores "*®"). Bright en
1836 y Johnson en 1838 relacionaron la enfermedad renal con hipertrofia del ventriculo izquierdo,
pensaban que las alteraciones observadas en los vasos renales, asi como el incremento en la
resistencia del flujo sanguineo, eran ocasionadas por una extrafia malignidad proveniente de una
condicion alterada de la sangre. Mohamed en 1872 describid por primera vez la elevacion de la
presion sanguinea en algunos casos de nefritis e hipertrofia ventricular, aunque también en
pacientes sin enfermedad renal manifiesta. Para los inicios de 1900 Volhard, sugiri6 la presencia
de una sustancia presora en la sangre y clasifico la severidad de la hipertensién de distintos
pacientes, en funcién del dafio vascular y la severidad de los signos que presentaban *2.
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En 1898, los estudios realizados por Tigerstedt y Bergman describieron efectos vasopresores de
extractos renales que observaron en perros de experimentacion. Posteriormente, descubrieron la
presencia de un compuesto presor en el tejido renal obtenido de conejo, al que denominaron
renina. Poco después explicaron que la asociacion entre la enfermedad renal y la hipertrofia
cardiaca, se llevaba a cabo a través de una sustancia vasoactiva secretada por el rifion y que

inducia la contraccion de los vasos sanguineos a través de una accion directa.

Mas adelante, se disefiaron sin éxito una gran cantidad de estudios para encontrar los mecanismos
de ésta accion. Hasta 1934, con los estudios de hipertension experimental en perros realizados por
Goldblatt, se descubrié e identifico a dicho polipéptido vasoactivo proveniente del rifidon. Sus
hallazgos fueron confirmados por varios grupos y comenzé la busqueda de los mecanismos que
inducen la elevacion de la presion arterial. Para 1936, también se sugirié la existencia de un
mecanismo humoral, que involucraba la sustancia vasopresora proveniente del rifidn, pero al igual
que Volhard, sus resultados no pudieron ser comprobados ya que se basaban (nicamente en

evidencias indirectas.

En ése mismo afio, de manera simultanea 2 grupos de investigacion independientes (la escuela de
Medicina de la Universidad de Buenos Aires, Argentina y los Laboratorios Eli Lilly de Indianapolis,
EUA) utilizaron las mismas técnicas experimentales de Goldblatt para inducir hipertension
experimental, asi demostraron la existencia de la secrecion renal de un agente vasopresor similar a
la renina. En los afios siguientes, ambos grupos también describieron un nuevo compuesto en la
vena renal de rifiones isquémicos, dicha sustancia fue extraida, aislada y caracterizada por una
ligera accion vasopresora. Con ésta nueva evidencia, en 1938 los argentinos Menéndez y Fasciolo,
demostraron que en la isquemia renal aguda, la sangre proveniente de la vena renal inducia un
fuerte efecto vasopresor cuando se administraba a la circulacién de perros nefrectomizados.
Ademas de que su accion no se modificaba por la accidon de la atropina o cocaina, encontraron que
su efecto se potenciaba con la binefrectomia. Al aislar éste compuesto y emplearlo en otros
estudios, notaron que a diferencia de las caracteristicas de la renina, poseia un efecto vasopresor
de corta duracion, gue era termoestable, soluble y no se le encontraba en la sangre venosa del
rindn intacto. Consideraron entonces haber descubierto una nueva sustancia vasopresora a la que
denominaron hipertensina. Basados en éste hallazgo y luego de algunos estudios de trasplante
renal en perros y de ensayos in vitro, el grupo argentino describio por primera vez a la renina como

una enzima de accion proteolitica, similar a la papaina, la cual podia actuar sobre una proteina
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presente en el plasma para liberar a la hipertensina como producto final de la reaccion enzimatica.
Posteriormente, demostraron que la renina era secretada por el rifion y que la hipertensina se
formaba en el plasma a partir de un sustrato protéico que denominaron hipertensinégeno.
Mostraron también, que la sangre al igual que el rifién, era capaz de inactivar a la hipertensina a

través de otras enzimas denominadas hipertensinasas.

En 1941 Page y cols (del grupo norteamericano) comprobaron el origen hepatico del
hipertensinégeno, a través de sus estudios en perros binefrectomizados con y sin hepatectomia.
Postularon también la existencia de un componente sanguineo necesario para la accion vasoactiva
de la renina. Concluyeron entonces que la renina era una enzima inactiva y que se activaba por la
accion de otra enzima perteneciente al grupo de las cinasas y que estaba presente en la fraccién
proteica del plasma sanguineo, a ésta la llamaron sustrato de renina, al producto final, la sustancia
formada por la renina y su activador se le nombro angiotonina. En los afios siguientes, se confirmé

la naturaleza enzimatica del sistema renina y la naturaleza protéica de la hipertensina.

La sintesis del octapéptido activo se obtuvo por vez primera por el grupo de Page en Cleveland y
de Schwyzer en Suiza, éstos (ltimos comercializaban la sustancia activa con los laboratorios CIBA
bajo el nombre de Hipertensina-4. Finalmente en 1957, Menéndez y Page llegaron al acuerdo de
una nomenclatura comun para el sistema enzimatico, denominandose al compuesto activo final
como angiotensina, al sustrato de ésta como angiotensinégeno y a las enzimas que degradaban

al compuesto activo como angiotensinasas 2%,

4.3 Componentes del sistema renina-angiotensina-aldosterona

El sistema Renina-Angiotensina, estd constituido principalmente por péptidos y enzimas cuyas

caracteristicas se presentan a continuacion:

4.3.1 Renina
La renina es una glucoproteina (endoproteinasa) de peso molecular aprox. 40 000 Da, presenta
una actividad de carboxil proteasa altamente especifica que hidroliza el enlace peptidico leu'*-leu"’
de su sustrato angiotensindgeno (Ao) para producir angiotensina | (Ang |). Se sintetiza, almacena y
segrega principalmente por las células yuxtaglomerulares (Yg) de las arteriolas aferentes
glomerulares del rindn, en forma de una pre-proenzima (PM 48 000 Da), y puede activarse por
acidos o protedlisis limitada. Ambas formas de renina (activa e inactiva) estan presentes en la
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circulacion del humano, asi como en su sistema venoso renal. La renina es la enzima principal y la
limitante en la velocidad de accion del sistema, posee un tiempo de vida media de 7-15 min. Se
almacena en forma de granulos en el aparato Yg y debido a que en esta zona del hilio glomerular
la macula densa permanece en estrecho contacto con las células yg (y éstas a su vez estan
ricamente inervadas por nervios simpaticos), son moléculas altamente sensibles a cambios en la
presion sanguinea. Los mecanismos basicos que regulan la liberacion de renina incluyen: a) un
receptor renal vascular que responde a cambios en la tension arterial de la arteriola aferente; b) un
receptor en la macula densa que detecta cambios en la velocidad de liberacién de los iones sodio y
cloruro al tubulo distal; c) factores hormonales, como angiotensina Il y prostaglandinas y d) el
sistema nervioso central, mediante los nervios renales y las catecolaminas circulantes.

Se sabe que el rifidn es la principal fuente de renina circulante, aln y cuando se ha demostrado su
presencia en cerebro, musculo liso uterino, tejido placentario, glandulas submaxilares y

recientemente en algunos tumores 5%,

4.3.2 Angiotensindégeno (Ao)
El Ao es una a;—-globulina de peso molecular variable que oscila de los 61 400 a los 65 500 Da, la
variacion de su peso molecular refleja también la variacion en el grado de glicolizacion de la
glucoproteina. Se sintetiza principalmente en el higado y su sitio de almacenamiento y accién es el
plasma ). La concentracion plasmatica de Ao es de 4-7 ™, y representa el equilibrio entre su
sintesis por el higado y su metabolismo, ademas de una gran reserva de Ang |. La sintesis
hepatica y la concentracion plasmatica de ésta molécula se mantienen casi constantes, excepto
por la administracion de estrogenos, glucocorticoides y hormonas tiroideas, las cuales inducen
elevaciones importantes. Analogamente en la tiroidectomia y adrenalectomia se ha observado una
disminucién en los niveles plasmaticos ®. El Ao estructuralmente tiene relacion con algunos
miembros de la familia de los inhibidores de proteasas de serina (oq-antitripsina, -
antiquimiotripsina, globulinas acarreadoras de corticosteroides y de hormonas tiroideas,
ovoalbumina), ésta particularidad le confiere probablemente otras acciones distintas a la del
sustrato de renina ®*). Su concentracion plasmatica es limitante de la velocidad de reaccion con la

renina y por tanto es una importante influencia en la efectividad del sistema.
4.3.3 Angiotensina | (Ang 1)

La Ang les una pro-hormona decapeptidica formada por la accion de la renina sobre el Ao. Hasta

el momento no se han reportado acciones biologicas importantes, pero de ésta molécula se
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desdobla la Angiotensina Il (Ang Il) por accion de la Enzima Convertidora de Angiotensina | (ECA
1). La Ang Il tiene un importante efecto vasoconstrictor y es uno de los elementos mas importantes
del sistema. Desde 1956 * se ha investigado la secuencia de aminoacidos de la Ang | de distintas
especies de vertebrados, entre ellos mamiferos, peces, aves, reptiles, anfibios y por supuesto en el
humano, encontrandose sorprendentemente que las Unicas variaciones en la secuencia se
encuentran en los aminoacidos 1, 5y 9.

4.3.4 Enzima convertidora de angiotensina | (ECAI)

Fue descubierta por Skeggs y cols en 1954 ® en plasma de caballo. Es una glucoproteina de
peso molecular que oscila entre 130 000 y 140 000 Da. Como enzima, es una dipeptidil-
carboxipeptidasa cuya funcion exopeptidasa cataliza la hidrolisis del grupo peptidil del extremo
carboxi terminal de varios péptidos sintéticos y naturales. Sus sustratos naturales fisiolégicamente
son la Ang | y la bradiquinina, en el caso de la Ang | actia removiendo el péptido carboxi-terminal
his-leu de su secuencia, produciendo la Ang Il vasopresora. Su estructura quimica es de metalo-
proteasa asi que puede inhibirse con EDTA y es dependiente de cloruro; se le localiza en casi
todos los fluidos y tejidos de una gran diversidad de mamiferos. Es una enzima soluble pero de
baja concentracion en el plasma circulante, ya que existe en los vasos como una ectoenzima,
ligada a la membrana de las células endoteliales, por tanto su accién sobre la ang Il ocurre a ése
nivel. Debido a su actividad para producir el agente vasopresor Ang Il, juega un papel critico en la
circulacion, tanto en el control de la presién sanguinea, como en la regulaciéon de los flujos
sanguineos regionales **"'. Gracias a éstas caracteristicas, el interés de varios investigadores por el
estudio de su bioquimica y farmacologia ha crecido enormemente en los Ultimos 10 afios y les ha
permitido desarrollar varios inhibidores potentes y altamente especificos de su actividad. Estos,
actian disminuyendo la respuesta vasopresora de la Ang |l aumentando la actividad
vasodepresora de la bradicinina revertiendo en conjunto la hipertension experimental dependiente
de renina ®**®_ E| uso de éstos inhibidores ha sido de gran importancia en el tratamiento de la falla
renal terminal, ya que se han documentado ampliamente, en distintos estudios prospectivos,
importantes cambios en cuanto al manejo de la hipertensién por el bloqueo especifico de la ECA |
(3399 A nivel glomerular, distintos estudios experimentales han reportado una progresiva
disminucion de la presion intraglomerular, lo que provoca disminucion en la presion de perfusion,
hipertension arteriolar y con ello la hiperfiltracion, efecto que se traduce en su conjunto en una
importante disminucion del grado de proteinuria que se presenta en la IRC 2.
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4.3.5 Angiotensina Il (Ang Il)

La Ang Il es el octapéptido activo del sistema y se produce por la hidrélisis de la ECA | sobre la
Ang |. Posee varias acciones fisiologicas importantes ya descritas, la primera y considerada mas
importante, es su potente efecto vasoconstrictor (casi 50 veces mayor que la norepinefrina) y su
implicacion en la elevacién de la presion sanguinea. Esta elevacion de la presion, principalmente
se efectia de 2 maneras: a) ejerciendo una accion directa sobre las arteriolas estimulando a sus
paredes a que se contraigan, lo que disminuye el calibre de la luz arteriolar elevando la presién
arterial sistémica en su conjunto, 6 b) estimulando la corteza adrenal para producir y secretar
aldosterona, ésta a su vez actlua sobre las porciones tubulares de las nefronas, quienes recuperan
mayor cantidad de agua y sodio, dando como resultado aumento tanto la reabsorcién de agua, el
volumen sanguineo y los liquidos del sistema, disminucidn la excrecion urinaria y en consecuencia
se tiende a regular la presion arterial.

Otras funciones importantes de la Ang Il son su 1) capacidad estimulante para la liberacién de la
aldosterona (crucial en la recuperacion de sodio y agua), 2) en la sensacion de la sed asi como en
la liberacién de angiotensinogeno y en 3) la inhibicidon de la secrecidn de renina, lo que le confiere
al sistema un método de regulacion por retroalimentacion. Debido a su vida media tan corta (aprox
30 seg), se ha probado que la produccion continua de la Ang Il depende de la presencia y la
concentracion del sustrato de renina. Sin embargo, como in vivo la concentracion de Ao en la
circulacion es casi siempre constante, la principal limitante en la produccién de Ang Il es la renina

circulante 7).

4.3.6 Aldosterona
La aldosterona es una hormona de peso molecular aproximado de 360 Da. Por su estructura se
clasifica como hormona esteroidea (contiene un anillo de perhidroxiciclopentano fenantreno). Es
secretada por la zona glomerular de la corteza adrenal y mantiene una concentracién aprox. entre
los 100-400 "%/, en el humano. Se le considera el principal factor regulador de la concentracion de
electrolitos en el organismo. Actua sobre el tubulo distal incrementando la reabsorcion de sodio y
cloruros, asi como un aumento en la secrecién de potasio. La reabsorcion de sodio y cloruro
incrementa la osmolaridad del liquido extracelular. EI mecanismo que regula la secrecion de ésta
hormona, es el responsable de los cambios en la hidratacion del cuerpo y responde a reducciones
del volumen del fluido extracelular. La secrecion de Aldosterona, esta inversamente relacionada
con el volumen de fluido extracelular (principalmente en el plasma) y con el contenido total de
sodio en el cuerpo. La restriccion de sodio en el humano, produce aumentos de hasta 5 veces en
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la secrecion de aldosterona, mientras que una dieta alta en sodio reduce notablemente su

liberacion ©1#),

4.4 Bioquimica y fisiologia del sistema renina-angiotensina

La renina a nivel plasmatico, actia sobre el Ao catalizando la hidrélisis del enlace leu'®-leu'" para
producir el decapéptido inactivo Ang | (esquema 2); posteriormente, la Ang | al pasar por la
circulacion periférica y pulmonar principalmente, es metabolizada por la ECA | que actua
hidrolizando el enlace phe®-his® del extremo carboxilo terminal y es transformada en el octapéptido
fisiologicamente activo Ang Il. Se ha mencionado que la vida media de ésta molécula es muy corta,
ya que es rapidamente catabolizada por angiotensinasas (un grupo de enzimas hidroliticas
aminopeptidasas, endopeptidasas y carboxipeptidasas) que la degradan hasta aminoacidos.
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El funcionamiento del sistema circulante del humano se activa cuando los niveles de sodio 6 el
volumen sanguineo disminuyen (por accion de diuréticos o simple pérdida de sal) provocando una
reduccion tanto en el gasto cardiaco como en las presiones arteriales y de perfusion renal
(esquema 3); en consecuencia se secreta renina de las células Yg del rifion como respuesta al
estimulo sobre la macula densa. Por otro lado, ademas de la fuerte accion directa vasopresora ya
descrita, la Ang Il puede actuar: a) estimulando la corteza adrenal para la sintesis y secrecion de la
hormona Aldosterona, cuya accién produce un aumento en la reabsorcion de sodio y agua que
tienden a restaurar el volumen plasmatico; b) promoviendo la secrecion de Ao e inhibiendo la
secrecion de renina, con lo que se constituye de esta forma una sistema de regulacion por
retroalimentacion negativa, cuya capacidad de respuesta de accion rapida se debe a la actividad
mediatica de los barorreceptores y quimiorrecepiores sensibles a sodio localizados en el rifién y en
la circulacion y c) estimulando la liberacion de catecolaminas en las terminaciones nerviosas

contribuyendo al aumento de la presién arterial asi como la contraccion cardiaca 7%,
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2.2.4 Manejo de la insuficiencia renal cronica

El manejo de la enfermedad renal cronica progresiva aln cuando tiene distintas finalidades,
principalmente se enfoca a tratar de detener o retrasar el marcado descenso de la GFR, prevenir
dafios secundarios al rifion, mantener el estado nutricional asi como tratar de limitar las

complicaciones de la IRC y del sindrome urémico %72,

En éste sentido, cualquier medicamento ¢ accion terapéutica que sea capaz de reducir la excrecion
urinaria de proteinas, también sera capaz de proteger la funcion renal de una marcada
disminucion. Se sabe también que un control adecuado de la presion sanguinea, ayuda a retardar
la progresién de la enfermedad renal en pacientes diabéticos y no diabéticos 7. En la nefropatia
humana, los inhibidores de la ECA | protegen mejor al rifién que otro tipo de antihipertensivos. A
través de éstas acciones el SRAA juega un papel crucial en la regulacién de la presién sanguinea,
asi como del volumen y composicién del liquido extracelular %,

La restriccion de las proteinas de la dieta se ha manejado como una maniobra terapéutica de
referencia en el tratamiento de la IRC “**** asi como la restriccion de fésforo ***". En ratas con
ablacion extensa de la masa renal y en animales con diabetes experimental ¢ nefropatia por
adriamicina, se ha observado que una dieta baja en proteinas previene la proteinuria y el dafio
renal ®®. Cuando varias de las estrategias tomadas por el nefrélogo, no pueden impedir la
disminucién de la funcion renal o no pueden retrasar la progresion del dafio a cronicidad, se vuelve

imperativo la adecuacién de los procedimientos dialiticos 6 el trasplante renal %,
2.2.4.a Ingesta proteica, progresion del dafio renal y relacion con el SRAA.

Es sabido que el funcionamiento de algunos érganos y sistemas del cuerpo se altera por algunos
componentes de la dieta a través de la modulacion en la sintesis ¥/, secrecion varias sustancias
involucradas en el metabolismo. Uno de los sistemas que se afecta principalmente por la dieta es
el SRAA, pero por una mayor importancia, son la ingesta de sal y proteinas los contintan siendo el

principal factor que influye drasticamente en la bioquimica y actividad del sistema.
A éste respecto, se ha demostrado que una elevada ingesta de sal incrementa el volumen del
fluido extracelular y disminuye la secrecion de renina, mientras que una ingesta baja disminuye el

volumen extracelular e incrementa la secrecién de la glucoproteina *®. La ingesta de sal no
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unicamente interviene en la modulacién y expresion de renina, sino que también puede influir en el
estado fisioldgico, bioguimico y molecular de otros componentes del sistema “2. Por tanto, no es
sorprendente que un adecuado balance de sal en la dieta sea de especial importancia para la

regulacion de éste sistema hormonal.

Si bien es cierto que los cambios en la proteina de la dieta no tienen un efecto significativo sobre el
volumen del fluido extracelular, si producen una serie de cambios profundos en la sintesis y
expresion de los componentes del sistema '), De ésta manera, se ha observado tanto en ratas y
en humanos sanos, asi como en pacientes con distintas enfermedades glomerulares y adn en
aquellos con rechazo cronico al trasplante renal, que la actividad de la renina varia de manera
directamente proporcional con el nivel de ingesta de proteina. De tal forma que una dieta alta en
proteina estimula una mayor APR y niveles plasmaticos de Ang Il. También se ha mostrado que en
ratas sanas alimentadas a corto plazo, una dieta baja en proteina produce disminuciones en la
secrecion de renina y niveles plasmaticos de Ang Il, asi como una intensa vasoconstriccion renal,
principalmente por una disminucion en el flujo sanguineo renal. Analogamente, ciertas mejorias en
el curso de varias nefropatias clinicas y experimentales parecen estar relacionadas con una
interaccion entre la restriccion proteica y los componentes del sistema a través de una serie de

mecanismos hasta el momento no esclarecidos completamente %",

Por otra parte, se ha estudiado el efecto de la proteina de la dieta sobre la progresion de la
insuficiencia renal crénica, tanto en modelos experimentales como en el humano %% Muitiples
informes han demostrado que la dieta alta en proteina, acelera la progresion de la enfermedad
renal y que una baja ingesta de proteina tiene efectos benéficos '%. En pacientes con sindrome
nefrético, se encontré que la ingesta de una dieta alta en proteina no mejora la hipoproteinemia y
si acelera la progresion del dafio renal; en contraste, con una dieta baja en proteina se reduce la
proteinuria y se preserva la funcion renal (194) | a restriccion de proteinas de la dieta mejora el curso
de la enfermedad renal "% y parte de los efectos benéficos de la restriccion de proteina de la
dieta, puede estar asociado a interacciones con el SRAA. La dieta baja en proteina disminuye la
actividad plasmatica de renina (APR) en la rata normal y en el humano con diversas formas de
enfermedad renal "'%*'%'%7  Adicionalmente, la inhibicion de la formacion de Ang Il en la
enfermedad renal experimental, esta asociada con una reduccion en la proteinuria Unicamente
cuando los animales ingieren una dieta normal o baja en proteina, y no asi con una dieta alta en

proteina 1919519 También, se ha demostrado que una dieta alta en proteina puede activar al
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SRAA y asi participar en el desarrollo y progresion del dafio renal en el modelo experimental de

ablacion renal subtotal %),

Ahora bien, en la IRC desarrollada por modelo de Nx °/s, los cambios en la proteina de la dieta
también provocan importantes cambios en los componentes del SRAA. Por ejemplo, luego de la
nefrectomia subtotal, la dieta alta en proteina (caseina al 40%) incrementa la APR, el contenido y
el RNAm renal de renina, de una magnitud mayor a lo encontrado en animales control con los 2
rifiones funcionales. Por su parte, una restriccién proteica disminuye la presion capilar glomerular,
principalmente por una menor produccion renal de Ang Il y sus efectos sobre las arteriolas
eferentes. Se cree que la estimulacion del SRAA por la proteina de la dieta se dé a través de un
aumento en los niveles intrarrenales de Ang Il, lo que incrementa la constriccion arteriolar eferente
y consecuentemente la presién intraglomerular ©"'19"1%%11%  Ademas se ha reportado que la
inhibicion de la formacion de Ang Il, reduce la proteinuria y el dafio histolégico en diversos modelos
de enfermedad renal experimental incluyendo el modelo de ablacién renal y la nefritis de Heymann

(111)

Recientemente se ha indicado que en la hemodinamica intrarenal de éste modelo, aquellos
factores involucrados en la promocion de fibrosis y cicatrizacion renal (quimocinas, factores de
crecimiento, proliferacion y diferenciacion celular, de promocion de la inflamacion, fibronectinas,
colagena, etc. que estan mediados principaimente por Ang Il), juegan un papel muy importante en
la pérdida rapida y progresiva de la funcién renal ''2"'¥, Este dafio se acenttia cuando inicialmente
no es considerado el blogqueo del SRAA (por inhibicion de la ECA | o el antagonismo a los

receptores de Ang Il) lo que en consecuencia eleva la tasa de morbi-mortalidad de éstos grupos
(32.34,114.115)
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5 Generalidades de la proteina de soya

Desde hace varios siglos hasta nuestros dias,
en los paises asiaticos el frijol de soya, asi
como sus derivados y extractos proteicos,
han jugado un papel cultural muy importante
como fuente de alimento o medicamento.
Desde el punto de vista epidemioldgico, se ha
mencionado que la poblacién rural en oriente
tasa de

tiene una menor incidencia y

prevalencia de enfermedades cronico
degenerativas, comparada con sus similares
de occidente "', El frijol de soya representa
una fuente inagotable de proteina vegetal, la
cual ha sido usada ampliamente como un
sustituto adecuado de proteina animal. Se le
unica

considera una fuente alimenticia

5.1 Composicion de la proteina de soya

La Proteina de Soya en la Ablacién Renal

gracias a su alto contenido de nutrientes, de
entre los que se encuentran carbohidratos
complejos, proteina vegetal, fibra dietética,
oligosacaridos, acidos grasos esenciales,
fitoquimicos, vitaminas y algunos minerales,
ademas de que debido a su origen vegetal no

contiene colesterol """,

Planta del frijol de Soya

En occidente, las semillas de soya, asi como las de habas secas y las de girasol, se conocen cada

dia mas por ser ricas en nutrientes, fibras y por poseer una fuente proteica de alta calidad (tabla 3)

y sobre todo por su papel potencial en el manejo de ciertas enfermedades cronicas ''®.

Desde el punto de vista nutricional, el contenido protéico de la soya es del 40%, y en comparacion

con muchas otras leguminosas, puede aportar aproximadamente el 35% de energia, sin embargo

no solamente la cantidad de proteina es notable, sino también la calidad y cantidad de

aminoacidos que la componen. Contiene casi todos los aminoacidos necesarios para el organismo

asi como un bajo porcentaje de grasas saturadas y acidos grasos omega-3 (Tabla 2) "%,
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Tabla 3. Principales componentes de la proteina de soya en 100g de base seca.

Nutrimento Conunidoho“ base seca
Hidratos de carbono simples (g) 21
Hidratos de carbono complejos (g) 9
Estaguiosa (mg) 3300
Rafinosa (mg) 1600
Proteina (g) 36
Acidos grasos totales (g) 19
Grasa saturada (g) 2.8
Grasa monocinsaturada (g) 4.4
Grasa poliinsaturada (g) 1.2
Relacion acidos a-linolénico/linoleico 1.3:99
Fibra insoluble (g) 10
Fibra soluble (g) 7
Calcio (mg) 276
Magnesio (g) 280
Potasio (mg) 1797
Hiero (mg) 16
Zinc (mg) 4.8
Isoflavonas (mg) 530

A pesar de que en la proteina de soya el contenido de metionina es bajo '?”, se le ha considerado
un alimento de alto valor nutritivo, ya que la OMS a través de la FDA"'® evalué que su indice de
aminoacidos corregido por la digestibilidad de la proteina es de 1, convirtiéndola en consecuencia
en una proteina completa que la hace similar en calidad a la alblimina de huevo (estandar de oro
en dichas evaluaciones) ¢ la caseina y segun esto se la puede considerar como adecuada para el

consumo humano.

Recientes investigaciones han centrado su interés en los componentes no nutricionales
caracteristicos de la proteina de soya como lo son los fitoestrogenos e isoflavonas (genisteina,
diadzeina y gliciteina), donde se ha visto que tienen una accién Unica y especifica a través de
efectos que mejoran algunos estados patoldgicos ''®). Estos compuestos biologicamente activos,
pueden tener un efecto ligeramente proestrogénico (agonista) o antiestrogénico (antagonista), con
lo que se piensa podrian relacionarse con el tratamiento de enfermedades hormonal-dependientes,
ademas de tener otras implicaciones biologicas como la inhibicion del receptor 17-f-estradiol,

ampliamente involucrado en la regulacién de la proliferacion celular ('2'12%),
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Otra caracteristica particular de la soya es su relacion arginina:lisina, generalmente mayor que en
cualguier otra proteina y a la que se ha pensado se debe el efecto protector observado en
enfermedades cardiovasculares, ya que induce disminuciones importantes de los lipidos "2*'%%),

Finalmente, tanto los inhibidores de tripsina y de la capsula de Bowman Birk, asi como el alto
contenido en fibra aumentan la digestibilidad de los alimentos y las grasas a través de impulsos
mecanicos ¢ estimulando la secrecion de enzimas como la colecistocinina involucrada en la
contraccion y secrecion vesicular de sales biliares!'?®, efectos que en su conjunto ayudan a mejorar

la funcion gastrointestinal.

5.2 El Impacto de la soya en la salud

En las ultimas 3 décadas, se ha despertado el interés de varios investigadores por el estudio de los
mecanismos de las cualidades benéficas de la soya en algunas patologias crénico degenerativas,
principalmente en enfermedades coronarias y en la prevencion y tratamiento contra el cancer
(118128)  Algunos cientificos han reportado su influencia positiva en otros campos clinicos, por
ejemplo, en terapias de reemplazamiento hormonal "*”, en el manejo de la menopausia "**,

osteoporosis y varias dislipidemias (122129

La soya puede ayudar en la preservacion de la homeostasis del hueso ya que puede disminuir
considerablemente la pérdida de calcio por la orina, asi como potencialmente inhibir la resorcion

del calcio 6seo "*""**"3" previniendo el desarrollo de osteoporosis.

Se ha visto que por la composicion de sus carbohidratos complejos y el alto contenido de fibra que
aportan a la dieta, puede contribuir a disminuir los indices de glicemia, accion util en el tratamiento
de pacientes diabéticos ''®. De los efectos observados con relacion al alto contenido de
isoflavonas y su accion con el mejoramiento del curso de enfermedades coronarias, quiza una de
las caracteristicas mas importantes de la proteina de soya es su efecto hipolipemiante. Se ha
demostrado que disminuye del colesterol total y los triglicéridos séricos en diferentes estudios con
modelos experimentales y en investigaciones de tipo clinico en pacientes con dislipidemias de
origen diverso "*. Estudios de corte clinico demuestran que en pacientes con hiperlipoproteinemia
tipo Il, la soya puede reducir hasta en un 14% los niveles de colesterol plasmaticos "**; otro
estudio en pacientes italianos muestra que la sustitucion de la dieta animal por una dieta basada
en soya redujo los niveles plasmaticos de colesterol total, y el efecto hipocolesterolémico se
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presentd en el 95% de los pacientes, independientemente del fenotipo que condiciond la alteracion
(134}

lipidica
Posteriormente, en la década de los 80’ se continud la investigacion sobre éste efecto en distintas
dislipidemias, mostrando nuevamente su propiedad hipocolesterolémica y también su capacidad
antioxidante en distintos estudios in vivo e in vitro; sin embargo, los mecanismos de accion
hipolipemiante comenzaron a estudiarse a partir de la mitad de la década de los afios 90". Sobre su
capacidad para la prevenir la peroxidacion lipidica en estudios in vitro, se ha demostrado que los
isoflavonoides de la soya, asi como sus derivados metabdlicos inhiben la peroxidacion de
lipoproteinas "**'*®" no obstante, es necesario seguir estudiando si se tiene la misma accion in
vivo "*" ya que debido a que la oxidacién de las LDL juega un papel principal en la patogénesis de
la aterosclerosis, la ingesta de soya puede tener efectos preventivos en la aterogénesis del
humano '"*¥. Tikkanen y cols "* mencionan que los antioxidantes de la soya aportan proteccion
contra la modificacion de la oxidacion de lipoproteinas, particularmente las LDL, confiriendo
resistencia a la oxidacion progresiva y también una disminucion del riesgo a desarrollar
enfermedades coronarias y cancer Y. En la ultima década, distintos grupos han propuesto
algunos de los mecanismos enzimaticos involucrados en la sintesis lipidica, en los que

potencialmente intervienen y modifican rutas algunos de los componentes de la soya %",

En afos recientes se ha documentado la existencia de distintos efectos benéficos debidos a la
ingesta de la proteina de soya sobre el desarrollo de distintas enfermedades cronico
degenerativas. La busqueda de los mecanismos involucrados en éstos procesos, asi como de
otros efectos de ésta proteina tiene en la salud, ha conducido a distintos grupos de investigacion a
explorar en distintas areas clinicas y experimentales. Hasta el momento, los resultados de estas
investigaciones han indicado que la ingesta de la proteina de soya, aun en la fase inicial del
padecimiento cronico, tiende a mejorar la alteracion de algunos marcadores caracteristicos de la

enfermedad durante su evolucion a cronicidad ''6.121:128),

5.3 El papel de la soya en las enfermedades renales

Recientemente se ha incrementado la evidencia de que los fitoestrogenos de la soya tienen
también un papel benéfico sobre ciertas enfermedades renales cronicas; algunos estudios
disefiados en animales y humanos indican que el consumo de soya retrasa el desarrollo y
progresion de algunos casos de enfermedad renal "*#'*¥, En distintos modelos experimentales de
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nefropatia, se ha demostrado que puede reducir la proteinuria y las lesiones patoldgicas asociadas
a la insuficiencia renal progresiva "**'*® En humanos se ha mostrado que puede disminuir el
grado de proteinuria y preservar la funcién renal por mas tiempo; sin embargo, muchos de éstos
estudios clinicos se han llevado a cabo en periodos muy cortos de tiempo e involucran pocos
pacientes, por lo que aun se discute si los efectos benéficos observados se deben al contenido de

isoflavonas o algun otro compuesto presente en la proteina.

En modelos genéticos de enfermedad poliquistica del rifién, varios estudios indican una remisién
en el tamafo de los quistes, disminucion del contenido de agua, y espacio que ocupan en el rifién,

asi como las lesiones patolégicas asociadas, lo que ayuda a preservar la funcion renal (145146},

Recientemente se ha propuesto que la ingesta de soya previene el deterioro renal en modelos
experimentales de nefropatia diabética y en la nefrosis inducida por ANP “”_ En ratas normales se
encontré que la soya disminuyd la acumulacién de ésteres grasos de dolicol (a través de la
regulacion de la enzima involucrada en la glicosilacion de proteinas y lipidos), y de colesterol en el
higado "*®. La disminucion de triglicéridos, colesterol, insulina circulante y el aumento en la
actividad de la 7-o-hidroxilasa en el higado, es otro efecto a favor de la dieta con soya en ratas

normales (%),

En un estudio de longevidad en ratas macho Fischer F344 (un modelo de nefropatia espontanea
relacionado a la edad), lwasaki y cols demostraron que al reemplazar la dieta de caseina por la de
soya, se retraza marcadamente la progresion de las lesiones renales patologicas y aumenta la
sobrevida "*.

Williams y Walls encontraron que las ratas hembra con el modelo de ablacion renal alimentadas
con proteina de soya, presentaban menor proteinuria; menor hipertrofia del rifion remanente, y
menos glomérulo esclerosis y atrofia tubular, asi como menor mortalidad que aquéllas alimentadas
con una dieta de caseina. Posteriormente, probaron distintas concentraciones de proteina de soya
en la dieta; encontraron que en aquéllas alimentadas con hasta un 24% de contenido protéico,
mostraron una menor proteinuria y mejor sobrevida, indicando que la proteina de soya tiene una
mayor capacidad que la caseina en reducir el dafio renal en éste modelo y que puede mostrar
efectos protectores a distintos niveles de concentracion {"%"1%),
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Il Justificacion

Hasta el momento, se ha encontrado informacion suficiente que sugiere que una dieta rica en
proteina vegetal (soya) puede tener beneficios importantes en el retraso de la progresion del dafio
renal cronico, en comparacion con una dieta basada en proteina animal. Por otra parte, se cree
que puede evitar el deterioro nutricional del enfermo renal crénico, situacion que lo relaciona a una
elevada morbi-mortalidad. Actualmente se desconoce el mecanismo por el cual la proteina vegetal
manifiesta dicho efecto, por ese motivo el estudio de esta proteina vegetal es de gran importancia
dentro del contexto de la progresion de la enfermedad renal. Dada la importante participacion del
SRAA en la progresion del dafo renal y su interrelacién con el contenido protéico de la dieta, es
importante explorar la manera en como una dieta vegetal puede influir sobre el SRAA sistémico y
local intrarrenal, asi como en la evolucion de la funcion y la histologia renales. Por esta razén en
este trabajo se estudiara el efecto de una dieta normal con proteina de soya, sobre el SRAA
circulante, asi como las alteraciones en la funcion renal y el perfil lipidico en el modelo

experimental de ablacion renal subtotal Nx */s.

IV Hipotesis

Si la soya como fuente protéica de origen vegetal, es capaz de mejorar la hiperlipidemia, la
proteinuria y la sobrevida, asi como la hipertrofia y el dafio renal histolégico observado en varios
modelos experimentales de dafio renal crénico; entonces en éste estudio, se espera que la dieta
normal en proteina de soya también influyan en la correccién del perfil lipidico, en la actividad de
los componentes del SRAA sistémico y sobre la progresion del dafio renal cronico en el modelo

experimental de ablacion renal subtotal en la rata.
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V Objetivos generales

« Evaluar el efecto de una dieta con proteina de soya sobre la progresion del dafio renal en
ratas macho con ablacion renal subtotal.
s Evaluar la influencia de la naturaleza proteica de la dieta sobre los componentes del SRAA

a nivel circulante durante el desarrollo de la IRC experimental.

V.a Objetivos particulares

e Comparar el efecto de una dieta con fuente de proteina vegetal (Soya 20%) sobre el
consumo de alimento, ganancia de peso y progresion del dafio renal en las ratas con
ablacion renal subtotal.

+ Analizar el efecto de las diferentes dietas y su capacidad para la generacion o progresion
del dafio a través de la evaluacion de la funcion renal.

o Evaluar el efecto de la soya sobre el comportamiento bioquimico de la progresion de la
insuficiencia renal cronica experimental, determinado a través de los niveles de colesterol,
triglicéridos, proteinas totales y albimina.

e Cuantificar los niveles de los componentes del SRAA circulante a fravés de la
determinacion de la APR, CPR, CPA y Aldosterona por radioinmunoandlisis (RIA). La
actividad de la ECA | por método inmunoradiométrico.

» Evaluar a través del analisis histologico correspondiente, la magnitud del dafio en la

estructura renal de los grupos de estudio.
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VI Material y Métodos
6 Métodos
6.1 Modelo de ablacion renal subtotal.

El procedimiento quirtrgico consiste en realizar una incision a lo largo de la linea costal de la rata e
inmediatamente se procede a localizar el rifion izquierdo (fig 6). Se identifican e inmovilizan la rama
o brazo posterior y la rama o brazo inferior de la arteria renal izquierda para ser ligadas (fig 7).
Inmediatamente después de la ligacion, el area infartada se torna de color café oscuro (fotografia 1
y 2). Después de esta maniobra se procede a realizar nefréclomia unilateral del rifdn derecho,
finalmente las ratas se mantienen en recuperacion durante 14 dias a partir de los cuales comienza
el estudio @ Las cirugias se realizaron bajo anestesia con pentobarbital sédico diluido 1:2 y se

inyectaron "%/, ., a cada rata.
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Figura 6. Localizacién del Sistema Circulatorio de
la rata

Figura 7. Ligacién Selectiva de las ramas de la
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Fotografias 1y 2. G fén de Isq ia por la ligacion
selectiva de las ramas de la arteria renal izquierda.

Estudio en jaula metabdlica.

Los grupos de ratas se mantuvieron al menos durante 72 horas en jaulas metabdlicas, previo a la
recoleccion de la orina de 24 horas, con el objeto de que las ratas se aclimaten a las jaulas y se
asegure una muestra de orina bien recolectada. Las orinas se midieron y centrifugaron, para mas
tarde separarlas en alicuotas y congelarlas hasta que se realizaron las determinaciones

bioquimicas que mas adelante se definen.
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Grupos de estudio

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso promedio de 280-300 gramos. Todas las
ratas fueron sometidas a la cirugia de ablacion renal subtotal (Nx */5), como ya se ha descrito.
Posteriormente se dividieron en 2 grupos de estudio de 10 ratas cada uno; se mantuvieron

hacinadas en grupos de maximo 5 ratas en jaulas de acrilico y en ciclos de ' "/,

horas oscuridad,
con libre acceso a bebida y alimento, el cual consistié principalmente de dietas elaboradas de
caseina (20%) y soya (20%) cuya preparacion y contenido se realizaron de acuerdo a las
necesidades nutricionales de los animales en estudio. Los grupos se conformaron de la siguiente

manera:

+ Grupo A (Soya 20%): Animales con el modelo de Nx “/ y alimentadas con dieta proteica
estandar de soya al 20%.
« Grupo B (Caseina 20%): Animales con el modelo de Nx /s y alimentados con dieta proteica

estandar de caseina al 20%.

6.2 Disefio del estudio

Los grupos se mantuvieron durante 20 semanas de estudio, contados a partir de la segunda
semana posterior a la cirugia. Se recolectd orina de 24 horas en los cuatro grupos previa
aclimatacion de los animales en jaulas metabdlicas en las semanas 2, 7, 12, 17 y 22 separandolas

como ya se describio.

Las muestras de sangre, se obtuvieron de la arteria caudal ventral por cercenacion de la cola en
las semanas 2, 7, 12, 17 y 22. Posteriormente las muestras se centrifugaron 15 minutos a 3000
RPM a 4°C y se separaron alicuotas de suero, las cuales se congelaron hasta su determinacion.

En la semana 22 del estudio, luego de la recoleccion de la orina, se realizo la determinacion de la
presion sistolica. Después de la toma de la presion caudal, los animales se sacrificaron por
decapitacion, para obtener suero y plasma (que se mantuvo en hielo hasta su separacion y

congelacion).
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Inmediatamente se removio el tejido renal remanente, el cual se fij6 o congeldé de acuerdo a las
técnicas descritas para estudios histologicos y bioquimicos respectivos.

Naturaleza del estudio
El estudio llevado a cabo, fué de tipo experimental y longitudinal, con una duracién experimental de

22 semanas.

Consideraciones éticas
El protocolo experimental fue revisado y aprobado por el Comité de Etica para el Uso y Manejo de
Animales de Laboratorio en Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

“Salvador Zubiran”.

6.3 Descripcion de las dietas
Se prepararon dietas a partir de soya al 20% y caseina al 20%, éstas dietas seran idénticas en la
cantidad y calidad de vitaminas, minerales, almidon aceite de maiz y dextrosa, cuya unica variacion
serd el tipo y cantidad de la fuente proteica (soya Y/, caseina) que estaran minimo al 90% de

pureza (tabla 4).

La elaboracion de la dieta segun la ultima recomendacién del American Institute of Nutrition (AIN
93) tiene, por una parte, caseina libre de vitaminas de Harlan- Tecklad y por otro lado un aislado de
proteina de soya Supro 710 de Protein Technologies International como las distintas fuentes de
proteina; la fuente de carbohidratos fueron dextrosa y almidon de Drogueria Cosmopolita de
México; la base de lipidos se obtuvo de aceite de maiz comercial; y se adicioné citrato de Colina de
y una mezcla de vitaminas TD 94047, ambas de Harlan-Tecklad.

La siguiente tabla 4, muestra los porcentajes de los nutrientes en la formulacion de las distintas

dietas:
Ingredientes Dieta al 20%
Proteina 20 %
Vitaminas 1%
Minerales 5%
Aceite de Maiz 5%
Colina 0.165 %
Almidon 34.42 %
Dextrosa 34.42 %

Tabla 4. Contenido de las Dietas
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6.4 Métodos de determinacion

6.4.1 Peso corporal

Las ratas se pesaron al termino de la segunda semana de recuperacion post-cirugia y antes del
inicio del experimento. Se conformaron los grupos de manera aleatoria respecto al peso corporal.
Se determind la ganancia de peso durante las 20 semanas del estudio (previo a la obtencion de la
muestra de sangre) y se uso una balanza Sartorius® (mod. BP 4100S), los resultados se expresan

en gl'rd.'a‘
6.4.2 Consumo de alimento

Se tomo registro del consumo de alimento en los dias previos al sangrado, asi como el promedio
de la ingesta a partir de la diferencia entre los pesos del comedero un dia antes y un dia después.

Los resultados de reportan en ¥/y..

6.4.3 Determinaciones bioquimicas en suero y orina

Determinaciones en orina: Proteinas totales, creatinina, sodio, fosfato.

Determinaciones en suero: Proteinas totales, creatinina, nitrégeno uréico (BUN), albimina
colesterol total y triglicéridos. La depuracién de creatinina se calculd a a partir de los resultados de
creatinina en orina y suero.

Las determinaciones bioquimicas de creatinina, nitrégeno ureico, albdmina, triglicéridos y colesterol
total se realizaron en un analizador semiautomatico para pruebas de bioquimica clinica, Modelo
RA-1000 (serie PR-1707-MEX) reacondicionado por Bayer Diagnoésticos de México®, con el
empleo de reactivos liquidos de alta estabilidad de la marca Sera-Pack Plus® cuyos principios de

determinacion se detallan a continuacion.
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Proteinas totales en suero y orina

Las Proteinas Totales en suero y orina se determinaron espectrofotométricamente por el método
de Lowry y cols "*®, ésta técnica emplea un patrén de albumina sérica de bovino (>*° "9,, ). La
técnica consta de 2 fases, en la primera se forma un complejo de reaccion proteina-cobre en
solucion alcalina y la otra donde el complejo se reduce a un reactivo fosfomolibdico-fosfotingstico
(reactivo de Folin & Ciocalteu), produciendo un intenso color azul detectable a L;59.m, €l cual es
directamente proporcional a la concentracion de proteinas presentes en la muestra, los reactivos
se adquirieron de JT Baker de México® y Sigma-Aldrich Quimica®, S.A. de C.V. Los resultados se

reportan en ™/, (orina) y %/ (suero).

Residuos de Proteina + Cu®* s‘mm. Complejo Proteina/Cobre Hemc'm. Reactivo Fosfomolibdico
-Fosfotingstico

alcalina

Creatinina en suero y orina

La creatinina en ambos casos se determind por un método colorimétrico que emplea el reactivo de
Jaffé "9 el cual se basa en el aumento de absorcion por la formacién de picrato de creatinina,
siendo la velocidad de formaciéon del complejo directamente proporcional a la concentracion de
creatinina en la muestra. El complejo se forma por la combinacion de la creatinina de la muestra y
el picrato en presencia de iones OH en el reactivo produciendo un complejo color rojo,
determinado por el RA-1000 a s om, l0S resultados se expresan en ™Yy en suero y en orina, en
ésta Ultima se multiplica por el factor de dilucién empleado. Los reactivos Sera-Pak Plus se

adquirieron de Bayer de México®.

Creatinina + picrato > Complejo-Picrato (rojo)sso nm
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Determinacion de la depuracion de creatinina

La depuracion de creatinina es una relacion matematica que aporta informacién importante acerca
del estado o deterioro de la funcion renal. Es necesario conocer el flujo urinario por dia y se

determina con la farmula:

[Creatinina Urinaria] ™/s. X Flujo Urinario (™/1440 min) Peso Corporal (g)
—mL
100 g = "™ /rmin

CrCl 24 h=
[Creatinina Sérica] ™y

Determinacion de nitrégeno ureico en sangre

El principio de la determinaciéon es enzimatico colorimétrico, ya que en presencia de la enzima
ureasa, la urea se hidroliza a amonio y didxido de carbono. El amonio producido en ésta reaccion
se combina con a-cetoglutarato y NADH en presencia de glutamato deshidrogenasa, dando como
resultado glutamato y NAD. El consumo de NADH, detectado en la region ultravioleta a L340 nm, €5
proporcional a la cantidad de urea presente en la muestra, los resultados se reportan en /4. Los

reactivos Sera-Pak Plus se adquirieron de Bayer de México® '"*%.

Urea + ureasa ————— - NH," - CcO;

+

w-cetoglutarato Glutamato deshidrogenasa

Glutamato + NAD'

+

NADH
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Determinacion de albimina

La albumina se determind por un método colorimétrico cuantitativo que es una modificacion al
método de Doumas. La albumina de la muestra, al reaccionar con el verde de bromocresol forma
un complejo colorido azul-verdoso que se detecta espectrofotométricamente a Aqnm, la intensidad
de la coloracion por la formacion del complejo es directamente proporcional a la cantidad de
albimina presente en la muestra que se expresa en 9. Los reactivos Sera-Pak Plus se

adquirieron de Bayer de México® (%%,
6.4.4 Perfil lipidico
Colesterol total

El método tiene un principio enzimatico-colorimétrico que mide la velocidad de formacién de un
cromégeno de colesterol libre. Los ésteres de colesterol de la muestra son hidrolizados por la
colesterol éster hidrolasa para liberar colesterol y acidos grasos; el colesterol libre existente junto
con el producido por ésta reaccion, se oxida por la colesterol oxidasa para producir 4-colestenona y
peréxido de hidrégeno; éste Ultimo en presencia de peroxidasa oxida el sistema cromégeno (4-
amonioantipirina/fenol) en un compuesto de color rojo detectable a una Aspnm, la intensidad en la
coloracion de la reaccion es directamente proporcional a la concentracion de colesterol presente en
la muestra. Los valores se reportan en ™/, . Los reactivos Sera-Pak Plus se adquirieron de Bayer

de México® 57

Esteres de Colesterol
————»  Ac Grasos + Colesterol libre

+

Colesteral éster

hidrolasa Colesterol oxidasa

4-colestenona + H:0;

4

4-aminoantipirina/fenol

Peroxidasa
‘;I Comp colorido |
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Triglicéridos

La determinacion de triglicéridos séricos al igual que el colesterol total, es una prueba enzimatico
colorimétrica que mide la velocidad de formacion del glicerol. El glicerol liberado en la hidrélisis de
triglicéridos por accion de la lipoprotein-lipasa (LPLasa) se convierte por la glicerol quinasa en
glicerol-3-fosfato, que se oxida por la glicerol fosfato oxidasa en fosfato de dihidroxiacetona y
peroxido de hidrogeno. En presencia de peroxidasa, el perdxido oxida el cromoégeno (4-
aminoantipirina/p-Cl-fenol) en un compuesto de color rojo detectable a una Asgpnm; la intensidad en
la coloracién de la reaccion final, es directamente proporcional al contenido de triglicéridos en la
muestra. Los valores se reportan en ™/, . Los reactivos Sera-Pak Plus se adquirieron de Bayer de

México® (1%,

Triglicéridos
+ ——— Glicerol libre
Glicerol fosfato
LPLasa + —— Glicerol-3-fosfato oxidasa

Glicerol quinasa

H20: + Fosfato de dihidroxiacetona
Peroxidasa

fl"
Compuesto colorido

+

4-aminoantipirina/p-Cl-fenol
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Sodio urinario

La medicion del sodio urinario se realizé de manera indirecta con el uso de un analizador de
electrolitos NOVA-4; dicho aparato tiene la posibilidad de analizar sodio, potasio, CO; y CI" a partir
de muestras de suero, plasma u orina diluida. El sistema combina la determinacion por accion de
electrodos de i6n selectivo y un analisis de calculo simple realizado en un microprocesador.
Basado en la actividad del ion, la medicion es una funcion de la concentracion “efectiva” en
solucién; la cual es igual al producto entre su concentracion en solucion (C) y el coeficiente de
actividad ionica f (a = f * C). El coeficiente de actividad, relaciona la concentracion con la actividad
y ésta es a la vez una funcion de la fuerza idnica. La fuerza ionica de la sangre total, plasma y
suero tiende a permanecer relativamente constante en condiciones fisiologicas, por tanto el
coeficiente de actividad del Na‘, K', y ClI' se pueden considerar como una constante. Los
estandares internos estan disefiados para reflejar la misma fuerza i6nica que el suero; por ello, se
considera que los coeficientes de actividad de los diferentes iones son los mismos para estandares
que para muestras y las variaciones que detecta el electrodo las asocia a un valor definido de

concentracion del electrolito en cuestion 159,

Fdsforo en orina

La cuantificacion de fosforo en orina se realizé por una determinacion colorimétrica; en el ensayo,
el fosfato presente en la muestra, al reaccionar con el heptamolibdato de amonio forma
fosfomolibdato de amonio. En presencia de acido ascorbico, el fosfomolibdato de amonio se
transforma en azul de molibdeno detectable a una Az nm, la intensidad de la coloracion que se
forma es directamente proporcional al fosfato presente en la muestra. Los resultados se comparan
en una curva de calibracion para fosfatos (0.1-0.5 ™/4), una vez multiplicado por el factor de
dilucién adecuado, los resultados se expresan en [™/,q)].

[ P04]3. + [NHi)eM07Oz4 @ 4H;0 —————— P 2 [NHi]s P[M03:010)4

[NHsJ3 P[M03O1gls  + CeHgOs ————————— PMoz05 « 5H:0 azui e molibdeno
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6.5 Determinacion de los componentes del sistema renina-angiotensina-

aldosterona en plasma
Actividad plasmatica de renina (APR) y concentracion plasmatica de renina (CPR)

La APR y CPR en el plasma, se midio por radioinmunoanalisis (RIA) de manera indirecta a partir
de la generacion de Ang |. El principio del RIA se basa en la competencia entre el antigeno
marcado y el no marcado por un nimero fijo y limitado de sitios de unién del anticuerpo especifico.
La cantidad de antigeno marcado unido al anticuerpo es inversamente proporcional a la
concentracion del antigeno no marcado presente en la muestra, para conocer la APR y CPR se
correra una curva estandar (de 0.1-5.0 " *mU/.r). El ensayo consiste en medir en una muestra la
produccion de Ang | que se genera durante 1 hora a 37°C, contra una muestra control a 4°C,
ambas muestras se mantendran en solucion amortiguadora a pH:6.0, después de la incubacion las
2 muestras seran sometidas al RIA.

Es importante sefialar que en la determinacion de CPR, previo al periodo de incubacion se
adiciono a la muestra un exceso de sustrato de renina exégena, con la finalidad de asegurar que
toda la renina presente en la muestra fuera cuantificada.

El anticuerpo contra Ang | que se utilizé en la valoracion, fue producido en el laboratorio del
Departamento de Nefrologia y Metabolismo Mineral del INCMyNSZ. Los estandares y el antigeno
para Ang |, éste Gltimo marcado con I' se adquirieron de Dupont New England (Boston, Ma.

USA), las unidades en que se reportan APR y CPR son " */mL/pgs .

Concentracion plasmatica de angiotensinogeno (CPA0)

El Ao se determiné por RIA de Ang |, pero a diferencia del ensayo de renina, en éste la generacion
de Ang | emplea renina exogena (obtenida de Sigma, Chemcal Co. St. Louis, MO. USA). Los
valores obtenidos en ésta determinacion se interpolan en la misma curva estandar para conocer la
concentracién de Ao presente en las muestras. Las condiciones para la determinacion son las

mismas que para medir la renina asi como las unidades y los insumos empleados '¢%,
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Aldosterona

La determinacion de Aldosterona se realizé por RIA en forma directa sin extraccion previa del
mineralocorticoide para el caso de las muestras de suero. La concentracion de Aldosterona de las
muestras experimentales se interpola a la de una curva estandar. En los estuches empleados en la
determinacion, el anticuerpo especifico de la hormona se encuentran pegados a la pared del tubo,
asi mismo el antigeno marcado con I'® y los estandaes seran adquiridos en DiaSorin s.r.l

(Saluggia, Italia). Los resultados de aldosterona se expresaron en P/, ("),

Enzima convertidora de angiotensina | (ECA )

La actividad de ésta enzima se cuantificé por un ensayo radiométrico que consiste en medir la
cantidad de acido hipurico liberado por la ECA | presente en la muestra, utilizando como sustrato al
hipurato de histidil leucina (HHL, adquirido en Sigma Chemical CO. St. Louis, MO. EUA). En este
ensayo se empled una mezcla de HHL radiactivo marcado con C' y HHL no radiactivo, la enzima
hidroliza al HHL en histidil leucina y en acido hipurico (AH). El AH radiactivo liberado se extrae con
acetato de etilo y se cuenta en un contador de radiaciones-f. El radicisétopo HHL-C' se adquirié
de Dupont New England (Boston, MA. USA). Los resultados de la cuantificacion de la actividad de

la ECA se expresaron en ™Y/, ("),

6.6 Presion sistdlica

La determinacion se realizé por un método no invasivo para la medicion de la presion /. sica
en roedores (Método NIBP). Se uso un equipo IITC Inc. Modelo 179 Amplifier, que realiza la
determinacion a través de sensores foto-eléctricos con una fuente luminosa calibrada y
posicionado en la cola de la rata. La precision en que se ajusta el pulso es critica en la medicién y
por ello la deteccion por medio del sensor determina la efectividad del método. El aparato emplea
sensores fotoeléctricos y cuando el flujo sanguineo pasa a través de la cola de la rata, el diametro
de la arteria de ésta cambia y por tanto también la expansion del sensor posicionado en ella.
Dichos cambios producen una variacion en la deteccion luminosa e inmediatamente esta variacion
de la senal provocada por los ruidos del flujo, es transformada a un pulso eléctrico, que dentro del
aparato a su vez es decodificada a una sefial grafica que permite conocer la magnitud de la

presion sistolica y diastélica en cada determinacién en mmHg %%,
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6.7 Estudio histopatologico en tejido de rifion remanente (Morfolégico)

Para éste analisis se realizaron cortes de tejido renal remanente que incluyeron corteza y médula
con un grosor maximo de 2mm, los cortes se fijaron en paraformaldehido segun la técnica
convencional y se emplearon para microscopia de luz. Se empled la técnica histologica de
Hematoxilina y Eosina (H y E) y la técnica de Tincion de Masson. La técnica de H y E aporta
informacion importante acerca de la morfologia celular, haciendo una distincion entre citoplasma y
nucleo celular, apreciandose nucleos en color azul y citoplasma en color rojo-rosa. Por otro lado,
en la tincion de Masson se pone de manifiesto la acumulacion y distribucion de colagena tisular,
que es un parametro de gran utilidad en la evaluacion de la fibrosis, rasgo estructural caracteristico
en la evolucion del dafio renal en la IRC "%,

La esclerosis glomerular se definio como el colapso de los capilares glomerulares con una matriz
mesangial aumentada y una adhesion fibrética capilar a la capsula de Bowman.

6.8 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como el valor de la media + error estandar y el nivel de significacion
estadistica fué p<0.05. Para comparar la diferencia estadistica entre los 2 grupos, se emplearon
pruebas de analisis de varianza de dos vias de acuerdo a la distribucion de los datos, con el

programa estadistico Graph Pad version 3.1.

51



La Proteina de Soya en la Ablacién Renal

VIl Resultados
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Grafica 1: Consumo de alimento de los 4 grupos con Nx */; durante las 22 semanas del
estudio. Los resultados se expresan como la media + SEM, n = 10.

No hubo diferencias en el consumo de alimento entre los grupos alimentados con dietas al 20% de
proteina (A y B) en las 22 semanas del estudio.
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Peso corporal
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Grafica 2: Peso corporal a lo largo de las 22 semanas en los 4 grupos con ablacién de
masa renal. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media (SEM),
n=10.

Se presento un retraso en el crecimiento y desarrollo de los grupos con IRC experimental.

Entre los grupos alimentados con dietas al 20% no se manifestaron diferencias en el peso a lo
largo del estudio, alcanzaron un peso maximo de 400-410 g hacia las 2 ultimas semanas.
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Volumen urinario

60+
- - --[}- B Caseina 20%
45 T-eo__ ,,.—-2‘ -=-- ‘-‘-“‘5-5
= IS Sl P i =<0~ A Soya 20%
° G-
I 301
E
154
O..
I L L 1 1
2 7 12 1r 22

Semana

Grafica 3. Volumen urinario a cada 5 semanas durante las 22 semanas del estudio. Los
resultados se expresan como la media + error estandar de la media (SEM). n=10.

En la grafica 3 se puede observar el efecto polilrico caracteristico de las enfermedades renales en
la fase de desarrollo a cronicidad en los 2 grupos.

En general, los grupos A y B no mostraron diferencias en la excrecion urinaria desde el inicio al

final del estudio
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Proteinas en orina
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Grifica 4. Excrecion urinaria de proteinas. Se determiné la tasa de excrecién cada 5
semanas durante las 22 de lio. Los resultados se expresan como la
+error estandar de la media (SEM), n=10.

e

A la segunda semana de la cirugia, los 2 grupos desarrollaron proteinuria de rango variable, siendo
mas acentuada en los grupos A y B desde la semana 2 (A 197+27 y B 167426 ™%,q().

Entre los grupos A y B a pesar de la falta de significancia, hay una reduccion de la proteinuria de la
semana 2 a la semana 7 (periodo de adaptacion de las nefronas remanentes debido a la hipertrofia
glomerular); sin embargo, los niveles de proteinuria tienden a incrementarse a partir de la semana
12 al final del experimento (periodo critico en el desarrollo a la fase terminal).

Inesperadamente, la proteinuria del grupo A tendié a ser de mayor magnitud que la del grupo B,
desde la semana 12 (A 193+26 vs B 158+24 ™., ) a la semana 22 (A 244428 vs B 192+35 ™).
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Grafica 5. Determinacion de la creatinina sérica. Los niveles se midieron a cada 5
semanas durante las 22 semanas de estudio. Los resultados se expresan como la

media + error estandar de la media (SEM), n=10.

A partir de la cirugia, los grupos registraron una importante elevacion de los niveles séricos de

creatinina.

Es posible que la relacion ™, .. muscuar €N l0s grupos influya en la cantidad de creatinina

analizada.

Por otro lado, el grupo A tiende a desarrollar niveles mas elevados de creatinina que el resto de los

grupos.
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Depuracion de creatinina
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Grafica 6. Depuracion de creatinina corregida por peso corporal en ™/min/ise g @ cada 5
semanas. Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media (SEM),
n=10

En cuanto a la depuracion de creatinina corregida por peso corporal, solo se presentd una
diferencia significativa entre los grupos A y B en la semana 7 (A 0.129+0.012 y B 0.095+0.007
™ Iminl1o0 ) Y €N la semana 12 (A 0.193 + 0.028 y B 0.11420.014 ™/min/00 ) p<0.05, en el resto de las

semanas no hubieron diferencias significativas.
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Grafica 7. Determinacion de nitrégeno ureico en sangre. Los resultados se expresan
como la media + error estandar de la media (SEM), n=5-10.

Similar al comportamiento de la creatinina durante la primera fase de la IRC, los niveles de

nitrégeno ureico muestran una gran elevacion que indica el inicio de la fase urémica.

Entre los grupos A y B, se presentaron diferencias significativas en la semana 7 (A 5717 vs B 7416
™/y), semana 17 (A 4444 vs B 75£10 ™/y) y semana 22 (A 5345 vs B 91+16 ™%y ), todas con
p<0.05. De la semana 17 a la semana 22 se presentd un incremento en el BUN de ambos grupos

que expresa evolucion a la fase terminal de la IRC.
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Proteinas en suero
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Grafica 8. Cuantificacion de proteinas totales en suero. Los resultados se
expresan como la media + error estandar de la media (SEM), n=10.

La cuantificacion de proteinas totales en suero indica una disminucién a la segunda semana del
procedimiento quirtrgico (valores < 8 %)

No se presentaron diferencias entre los grupos A y B a lo largo de las 22 semanas del

experimento.
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Albumina sérica

3.10- %
Al % _______ --C}- B Caseina 20%
- g e
o e Pras
T e g
—
5 2 7

~
} --O- A Soya 20%

2 7 12 17 22
Semana

Grafica 9. Cuantificacion de albimina en suvero. Los resultados se expresan como la
media + error estandar de la media (SEM), n=10.

De manera similar con las proteinas totales, los niveles de alblimina sérica son de menor magnitud

al inicio de la IRC.

No se presentod diferencia entre los grupos durante las 22 semanas del estudio.
A pesar de lo anterior, se manifesté una clara tendencia (no significativa) del grupo con dieta
vegetal A, a disminuir sus niveles de albimina sérica a partir de la semana 2 (A 2.8+0.1 9/4.), hasta

la semana 22 (A 2.4+0.1 %/4.).
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Triglicéridos
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Grafica 10. Cuantificacion de triglicéridos en suero. Los resultados se expresan como la
media + error estandar de la media (SEM), n=10.

Respecto a los triglicéridos séricos, no se mostraron diferencias significativas entre los grupos
desde la semana 2 hasta el final del estudio.

Durante las primeras 7 semanas, el grupo A tendié a mostrar un menor nivel de triglicéridos que el
grupo B. Para la semana 12, los 2 grupos muestran niveles similares. El grupo B presentd una
menor variacion de los resultados, manteniendo éstos entre los 95 y 110 ™/, a lo largo de las 22
semanas.

Inesperadamente durante el estudio no se presentd una reduccion significativa en el contenido de
triglicéridos en el grupo alimentado con dieta de soya (A) respecto al grupo alimentado con dieta de
caseina (B). A pesar de la tendencia inicial, el comportamiento fue heterogéneo hacia el final del

experimento.
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Grafica 11. Cuantificacion de colesterol total en suero. Los resultados se expresan
como la media + error estandar de la media (SEM), n=10.

Se observa una tendencia del grupo (A), a mantener niveles de colesterol total con menor variacion
que el grupo (B), durante las primeras 17 semanas del estudio; sin embargo, hacia la semana 22
se observa un incremento del grupo A, que aunque no significativo, indica un posible mayor

deterioro de la funcion renal.

No hubo diferencias entre los grupos A y B durante todo el estudio.
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Sodio urinario
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Grafica 11. Determinacidn de sodio urinario corregido por peso corporal. Los resultados se
expresan como la media + error estdndar de la media (SEM), n=10.

La tasa de excrecion de sodio urinario mostré un comportamiento variable, incrementandose en

todos los casos a partir de la semana 2 hasta el final del estudio.

Entre los grupos A y B Unicamente hubo diferencia estadistica en la semana 17 (A 1.06+0.11 vs B

0.70+0.07 ™%, 00 4 p< 0.05).

El grupo B presento la tasa de excrecion de sodio urinario mas baja a lo largo de todo el estudio.
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Sodio urinario
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Grafica 12. Determinacién de sodio urinario. Se cuantificé la excrecién del sodio urinario
especificamente en la semana 22. Los resultados se expresan como la media + error

estandar de la media (SEM).
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Grafica 13. Determinacion de la actividad plasmatica de renina (APR. ).
Los resultados se expresan como la media + error estandar de la media (SEM).
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Grafica 14. Determinacion de la concentracion plasmatica de renina (CPR.). Los
resultados se expresan como la media +error estandar de la media (SEM).
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Grafica 15. Determinacién de la presién sistdlica caudal en la semana 22. Los resultados
se expresan como la media + error estdndar de la media (SEM).
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Tabla de Resultados 1. Determinados a la semana 22 del estudio

Grupo A Grupo B Significancia
Parametro Soya 20% Caseina 20% Estadistica
(n=10) (n=9)
Peso corporal _(g) 406.9 +12.3 400.5 * 14.78 NS
Peso del rifién
remanente (g) 1.95+0.19 2.06+£0.19 h
indice PRR / PC 0.0048 * 0.0004 0.0053 + 0.0006 NS
Fésforo urinario (") 21.31%2.15 34.01  3.19° " p<0.001
Sodio urinario ("*%4q0 o) 0.879 + 0.058" 0.637 + 0.064 ®p<0.05
APR  ("*/mLlnora) 1.72+0.18 2.88 + 0.38" " p<0.05
CPR ("“/mLlhora) 3.08 +0.58 5.43 0.74° " p<0.05
CPA  ("“mLlnor) 1578.8 + 216.0 1674.3 + 93.4 NS
ECAI (™m) 63.67 + 4.37 85.83  5.62° *p<0.01
Aldosterona sérica (/) 71.23 £19.32 177.58 + 44.01° " p<0.05
Presi6n sistolica (mmHg) 202+5 176 £ 14 NS
Estudio morfométrico
(% Esclerosis glomerular) 24.16 £ 3.62" 12.00 £ 1.26 :
(% Fibrosis intersticial) 9.06 +1.27° 4.51 % 0.69 P08

Los resultados se expresan como la media t e.e.

*GrupoBvs A, "Grupo A vs B

El analisis estadistico se realizd aplicando andlisis de varianza de una via y de prueba de t para dalos no pareados.

Abmwaturas PRR rpeso del rifidn remanante) PC {paso carporau. APR fact.‘v.fdad p.‘asmdﬁca de ren!rlxj CPR

der CPA (c

ccnverﬁdora de angiotensina I).

acion [ acién pl
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Se observa que los grupos A y B desarrollan un mayor grado de hipertrofia, la cual fue
mas pronunciada en B y concuerda con una mayor excrecién de fésforo urinario.

L W T ’

A7

Fotografias 3, 4 y 5. La hipertrofia del rifién seg desde la 4. Las fotografias
indican la alteracién morfolégica, a la semana 22, de un rifidn remanente de rata alimentada con dieta de
Soya 20%.

La excrecién de sodio urinario a la semana 22, es significativamente de mayor magnitud
en los animales del grupo A. El grupo B mostré un incremento significativo de la APR
respecto al grupo A (A 1.72+0.18 vs B 2.88:+0.38""/m/nera p<0.05), asi como en la CPR
(A 3.08+0.58 vs B 5.43+0.74 "*/mL/nora p<0.05 respectivamente).

El grupo A respecto al B, mostré significativamente una baja actividad de la ECA | (A
63.67 + 4.37 vs B 85.83 + 5.62 ™/ p< 0.01), lo cual correlaciona con la APR y CPR del
mismo grupo A (ver tabla de resultados a la semana 22).

Por otra parte, el grupo B presenta aumento significativo de la aldosterona sérica
respecto al grupo A, lo que nos hace suponer que los animales que pueden desarrollar
una mayor hipertensién dependiente del SRAA, sean precisamente aquellos que
muestran una correlacion positiva en los valores de sus componentes, es decir en el
grupo B.

En contraste, al evaluar el grado de hipertensiéon desarrollado al final del estudio,
observamos que el grupo A alimentado con dieta vegetal tendi6 a mostrar hipertension
de mayor magnitud (202 + 5 mmHg) que el grupo B alimentado con una dieta animal.
En el estudio histolégico se mostrdé que el tejido renal remanente de todos los grupos
desarroll6 hipertrofia y extensa cicatrizacién del tejido adyacente a la zona infartada. Al
realizar el corte de

67



La Protelna de Soya en la Ablacién Renal

tejido para la tincion de Masson y el estudio morfométrico, se observa una mayor
hipertrofia de las zonas cortical y medulares del rifién remanente, que en rifiones de
animales sanos (Fotografias 6 y 7). Las alteraciones en la estructura del tejido renal
fueron mas acentuadas en los grupos A y B alimentados con dieta al 20%, que en un
corte de rifidn remanente de rata alimentado con dieta de bioterio, sacrificada a la
semana 22 (empleado unicamente para fines comparativos). El rifion remanente de los
animales del grupo A presenté una superficie muy irregular con pequefias
protuberancias esféricas y transllcidas distinguibles a simple vista, extensa cicatrizacién
del tejido en la zona infartada, coloracién café-pardo muy peculiar en toda la superficie
renal y una visible expansion de la corteza y médula renales (Fotografia 7).

Fotografia 8. Rifién de rata sana alimentada con croqueta chow.
6a - Anatomia normal con una superficie renal lisa.
Bb — Corte transversal que indica la proporcién entre corteza y médula renales

Fotografia 7. Rifion remanente de rata alimentada con dieta de soya 20%.
7a - Superficie irregular y extensa cicatrizacion.
7b - Corte transversal que indica una mayor hipertrofia de la corteza y
médula renales.

68



La Proteina de Soya en la Ablacién Renal

Resultados de histologia.

Tinciones de Masson, fotografias con aumento a 400x

En el estudio histolégico (tincion de Masson), se observaron alteraciones estructurales muy
importantes en los 4 niveles de la arquitectura renal: a) glomérulos, b) tubules, ¢) vasos y d)
espacio intersticial (Fotografias A y B).

:-‘.'?:T.':.

Fotografia B. Muestra las principales

alteraciones estructurales de un corte

histolégico renal de rata sana alimentada histolégico de rifién remanente
con dieta chow. de rata alimentada con dieta chow.

A nivel glomerular se presenta hipercelularidad en el basamento podocitico, colapso de la zona
glomerular externa con la zona intersticial y la consecuente pérdida del espacio delimitado por la
capsula de Bowman, desarrolio de fibrosis por la infiltracion y acumulacién de macréfagos que
incrementan la acumulacién de fibronectinas y coldgena, ademas de una gran expansion mesangial
(ver fotografia B). A nivel tubular hay extensa atrofia marcada por un aumento en el calibre de los
tibulos renales y depdsitos hialinos que cubren toda la luz tubular. A consecuencia de la
hiperfiltracion de las proteinas excretadas también se observa una pérdida importante de la
funcionalidad del basamento celular epitelial de los tubulos. El aumento de la luz tubular y la
extensa destruccion del basamento epitelial, indican una pérdida importante de la selectividad de la
membrana glomerular y de la capacidad de los tlbulos renales para continuar realizando las
funciones de ultrafiltracion, secrecion, reabsorcién y excrecién, necesarios en la formacion de la
orina y el mantenimiento de la funcidn renal. En el espacio intersticial, hay grandes extensiones de
fibrosis con una muy importante infiltracion de macréfagos. Estos actian como factores
quimiotacticos para citocinas y factores de crecimiento entre otros, y favorecen la acumulacion de
coldgena durante el desarrollo y extension de fibrosis. Por otro lado se observé hiperplasia de la
capa media en el basamento de las células epiteliales de las arteriolas y vénulas renales, ademas
de fibrosis de la capa media.
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Fotografia D. Corte de Rifidn remanente de rata Fotografia C. Corte de Rifién de rata alimentad
alimentada con Caseina 20%. Existe menos fibrosis con m ob'ma una fibrosis
intersticial y glomerular que en Soya 20%. Hay menor I de la zona b con la capsula de B
lcununclén hialina en la luz tubular, pero presenta Momil de h ﬂbrooh hay slacion de
P fularidad e | to de la luz tubul todlhlwt.lbﬂulﬁweﬂbﬁﬂda

Hp-rpluh de la capa media del epitelio vascular.

El andlisis morfométrico del rifibn remanente, indicdé una mayor presencia de las
alteraciones estructurales (antes mencionadas) en el grupo A, ya que el porcentaje de
glomérulos esclerosados y fibrosis intersticial fue mayor de manera significativa con el

resto de los grupos, ademéas de una importante expansién de la luz tubular antes
mencionada.
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VIl Discusién

Desde un punto de vista experimental y similar a como ocurre clinicamente con el paciente
nefrolégico, los resultados de éste trabajo permiten conocer el curso natural de la insuficiencia
renal cronica. Asi mismo, se evalu6 la influencia de una dieta con un contenido normal de proteina
de soya, sobre distintos parametros bioquimicos de dafio renal y aquellos que involucran al SRAA
circulante, en la IRC que desarrolla el modelo experimental de ablacion renal subtotal en ratas
macho. En éste modelo experimental, se evalud inicialmente la franca pérdida de la funcién renal
(determinada por perfil bioquimico), la progresion del dafio renal (a través del analisis histolégico y
morfomeétrico) y finalmente el comportamiento del SRAA circulante en la fase urémica terminal.

En la IRC desarrollada por nuestros grupos experimentales, algunos de los marcadores de la
funcion renal, caracteristicos de la evolucion de la enfermedad, presentaron magnitudes variables
a lo largo de todo el estudio. Esta situacion ya se ha reportado en distintos modelos de nefropatia

crénica y en el humano, segun el origen del dafo renal que condicion6 la enfermedad 722,

De acuerdo con Santos y Cobo "®%, en nuestro estudio también se observé una disminucién de la
ganancia de peso en los animales con IRC, asi como una menor ingesta de alimento que lo
reportado para animales sanos '"*®, de la misma edad y alimentados con proteina de soya Y/,
caseina """ La disminucién de peso e ingesta de alimento, también son comunes en el paciente
IRC. La ingesta de alimento no presenté diferencias significativas entre los grupos. La ganancia de

peso fue similar en los grupos alimentados con dieta al 20% %

Similar a lo demostrado por Hostetter y cols '*® todos nuestros animales desarrollaron poliuria, la

cual fue hasta 3 veces mas elevada en los grupos A y B que lo reportado para animales sanos.
Progresion del dafio renal y funcién renal

El nivel de proteinuria que se presentd en los 2 grupos, tuvo una relacion directamente
proporcional con el volumen urinario excretado. Inesperadamente, los animales alimentados con
soya al 20% (Grupo A) tendieron a desarrollar proteinuria de mayor magnitud (no significativa) que
el grupo alimentado con Caseina 20% (Grupo B). Dicha tendencia se presenta desde la semana 12

hacia el final del estudio.
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Evidentemente, éstos resultados contradicen a otros reportes en donde se ha observado que la
dieta de soya en algunos modelos experimentales de dano renal agudo y cronico, manifiesta una
importante reduccién de la excrecion urinaria de proteinas "5,

Lo anterior nos sugiere la posibilidad, de que el efecto benéfico de la soya sobre la proteinuria en
nuestro modelo experimental, tenga una completa dependencia tanto de la concentracién de la
proteina como de sus componentes isoflavonoides. Creemos que la aparente mayor proteinuria del
grupo A se debe a que (adicional a la complejidad de la nefropatia que desarrolla este modelo
experimental), la baja biodisponibilidad de los componentes bioactivos de la soya (a la dosis
presente en nuestra dieta), no es capaz de disminuir la excrecion de proteinas. Sin embargo, dado
que en éste grupo hay un deterioro de la estructura renal significativamente mayor (como se
discutira mas adelante), la correspondiente mayor proteinuria nos lleva a considerar una posible
interaccion (directa o indirectamente) entre los metabolitos de la proteina de soya o sus
isoflavonas, con aquellos factores promotores de dafio renal ya antes mencionados.

Por tanto, desde el punto de vista de la hemodinamica intrarrenal, como nos confirman Praga y
cols %) el deterioro a la estructura renal, estd mediado principalmente por elevacion en la
filtracion glomerular y por una sobrecarga de proteinas plasmaticas. De acuerdo con esto, para el
manejo clinico de la IRC, se ha tomado como referente que la manipulacion del origen y la
cantidad de proteina en la dieta es un factor muy importante que puede retrasar o acelerar la
aparicion y mantenimiento del dafio renal progresivo. A éste respecto, Hostteter y cols ("
demostraron que una restriccion intensa de proteina en la dieta (cuando ésta es de origen animal),
tiende a manifestar mejorias importantes sobre el indice de depuracion y en la evolucion de la
nefropatia a la fase terminal, adicionalmente se presenta un menor grado de azotemia progresiva y
deterioro de la arquitectura renal, lo que en conjunto ayuda a preservar la funcion renal de reserva.
Cuando la fuente proteica de la dieta es de origen vegetal, se han observado resultados similares
que con la restriccion proteica, aunque en algunas ocasiones tanto la restriccion como la
sustitucion de la fuente proteica animal por una fuente vegetal, suele ocasionar anemia grave y
estado nutricional deficiente en el paciente con IRC, lo que eleva el riesgo de morbi-mortalidad en

éste grupo de pacientes ('*'%9),

Esta dltima aseveracion, nos motivé a realizar un pequefio ensayo considerando un tercer grupo

alimentado con dieta de soya al 6% (Grupo denominado C, cuyos datos no se muestran), con la

finalidad de evaluar si la restriccion proteica vegetal condicionaba una menor sobrevida debida a
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complicaciones nutricionales en la Nx °%; No obstante, en éste grupo se observé un muy
importante retraso en el deterioro de la funcion renal. En resumen, éstos animales presentaron una
importante reduccion de peso, proteinuria, compuestos azoados, triglicéridos y colesterol, asi como
una menor hipertrofia del rifidén remanente a la semana 22. En consecuencia, la mayor sobrevida
de este grupo, nos confirma que la restriccion proteica retrasa el deterioro de la estructura y
funcién renales y es posible que ésta mejoria se encuentre asociada a modificaciones en los
componentes del SRAA circulante.

Por tanto, consideramos que la correccion de la proteinuria del grupo C, esta influida
principalmente por la restriccion proteica de la dieta y el retraso en la progresion del dafio renal que
se logra con ésta maniobra terapéutica, que por el origen vegetal o contenido de isoflavonas de la
proteina presentes en la dieta "*. Esto es que, con una restriccion proteica, se disminuye la
reabsorcion tubular y la filtracion glomerular, produciendo menos inflamacion tabulo intersticial y en

consecuencia menor desarrollo de proteinuria >'7,

Ahora bien, si ya se ha indicado que la dieta vegetal 6 con proteina de soya, tiende a aumentar la
tasa de filtracion glomerular y el flujo plasmatico renal efectivo en pacientes vegetarianos sanos y
animales control '’", hasta el momento se desconocen los mecanismos por los cuales la soya o
sus componentes bioactivos en otros modelos de dafio renal cronico manifiestan una importante
reduccion de los niveles de proteinuria (ya sea por disminucion en la hiperfiltracion glomerular de
proteinas plasmaticas o por la modificacién de la hemodinamica intrarrenal), asi como la

concentracion plasmatica de isoflavonas a la cual se presentan éstos efectos in vivo.

Como se comprobo en éste modelo, la elevacion de los compuestos azoados en plasma (urea y
creatinina), es de menor magnitud con la restriccion proteica de la dieta, que lo observado en los
grupos alimentados con dieta al 20% de proteina. Asi que la gran elevacion de hasta casi 300% de
los niveles de creatinina sérica de todos los grupos (por encima del valor reportado para ratas
sanas "'"®)) a la segunda semana de la cirugia, indica la evolucion de una fase aguda de
insuficiencia renal en el modelo “%. Luego entonces, la disminucién a la semana 7 en el nivel de
creatinina, muestra un fendémeno compensatorio para el mantenimiento de la funcion renal,
producido principalmente por una hipertrofia en el tejido renal a consecuencia del
hipermetabolismo en las nefronas remanentes “'“*#"). Sj bien es cierto que durante la fase inicial
de la enfermedad, ésta hipertrofia mantiene transitoriamente la GFR y estabiliza algunos
marcadores bioquimicos del dafio renal, durante las fases tardias de la IRC dicha adaptacion
estructural promueve un mayor dafo que conduce irreversiblemente a la pérdida total de la funcion
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renal “>*3*) Finco y Cooper mostraron que la soya incrementa la GFR en perros con ablacion
renal """, no obstante en nuestro grupo A la proteina no parece promover un incremento de la
funcién renal sino por el contrario. Esto es que la mejoria transitoria de la funcion a la semana 12
parece ser el reflejo de la compensacién por hipertrofia renal (maxima entre las 8 y 10 semanas de
estudio), y ya que en la semana 16 comienza un rapido descenso de la funcién renal hacia la
semana 22, lo anterior puede indicar una influencia de los componentes de la proteina para inducir
hipertrofia renal mas rapidamente que la caseina, lo que en consecuencia incrementa el deterioro

de la estructura y funcién renales hacia el final del experimento.

A pesar que el grupo A presenté menor concentracion de urea que el grupo B durante todo el
estudio, la naturaleza o el origen de la proteina vegetal no indica que necesariamente sea el
principal factor que influye sobre ésta disminucion, ya que como se ha mencionado, la mejoria de
la funcion renal de éste grupo puede estar beneficiada por el grado de hipertrofia desarrollado en
las semanas intermedias. Esto nos confirma que el metabolismo de los compuestos azoados en la
IRC esta mediado por una amplia variedad de mecanismos a nivel intrarenal (tubular y glomerular),
y que regulan de forma distinta la excrecion de urea y creatinina “®. Por tanto, al no presentarse
una relacion complementaria entre los niveles de azoados (urea y creatinina) y la funcién renal
entre los grupos A y B a lo largo del estudio, creemos que la alteracion de los niveles del nitrogeno
ureico, esta influida por la especializacion de los mecanismos renales para su excrecion y
reabsorcion, y por supuesto distintos a aquellos involucrados en la secrecion de creatinina (72172,

que por el origen y la cantidad de la proteina de la dieta.

Por otra parte, en la cuantificacion de proteinas totales hubo una disminucion importante en los
niveles séricos de los grupos experimentales '*" lo cual correlaciona con la presencia de
proteinuria durante todo el estudio.

A su vez, los grupos con dieta de soya (A: soya 20% y C: soya 6%) mostraron una tendencia a
disminuir los niveles séricos de albumina a partir de la semana 7 hasta el final del estudio. Esta
observacion ya la han descrito distintos investigadores, quienes han evaluado el impacto de la
dieta con proteina de origen vegetal, en el estado nutricional del paciente renal cronico!’®®. En
otros estudios, se ha reportado una baja biodisponibilidad de aminoacidos esenciales debida a la
ingesta de proteina de origen vegetal y la influencia negativa de ésta situacion sobre la funcion

(118121.126) £n el contexto de la IRC, se cree que ésta

hepatica normal y en condiciones patologicas
baja biodisponibilidad puede afectar disminuyendo la tasa de sintesis de albumina. Luego

entonces, cuando a ésta situacion se le asocian algunos factores hemodindmicos, se suele
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incrementar el riesgo de mortalidad en el paciente *"-'%'™) de forma secundaria al establecimiento
y desarrollo de la IRC a la fase terminal. A éste respecto, en relacion con la posibilidad de
suplementar la dieta de soya, se ha observado que la adicion de los aminoacidos en los cuales
ésta proteina se encuentra deficiente, altera de manera notable la capacidad hipolipemiante asi
como otros efectos benéficos que se le han reportado. Tomobe y cols encontraron que con la
suplementacion de genisteina purificada (isoflavona mayoritaria de la proteina de soya) a una dieta
de caseina, no se lograba reproducir el efecto benéfico reportado sobre la funcion renal, proteinuria
y disminucion en el tamarfio y el contenido de agua de los quistes en ratones con rifidn poliquistico,
que en cambio si se observan cuando la proteina se administra con todos sus componentes

isoflavonoides y en la proporcién en la que los contiene de manera natural /"4,

Perfil lipidico

Las alteraciones lipidicas en la IRC, se presentan desde las fases inicial, de mayor deterioro de la
funcién renal y hasta la fase terminal. Generalmente se existe una correlacion de dichos
desajustes, con la severidad del dafio y a medida que avanza la pérdida de la funcién renal 7). Se
ha coincidido en que ésta alteracion lipémica condiciona una elevacion de la tasa de morbi-
mortalidad del paciente IRC en asociacién con algunas enfermedades cardiovasculares “®y que la

proteina vegetal o de soya ayuda a disminuir dicho riesgo de mortalidad "%,

En nuestro experimento, se observé que la dieta con proteina de soya (20%), a pesar de no haber
sido suplementada con metionina '™, no mostré la caracteristica hipolipemiante descrita en otros
modelos experimentales '**'“*'"" Podemos notar que el nivel de alteracién en el perfil lipidico
observado en éste modelo, no es de la misma magnitud que el reportado por la nefrosis
experimental inducida con Aminonucledsido de Puromicina (ANP), sino que de un nivel bastante
menor. En éste sentido, la soya ha mostrado una importante actividad hipolipemiante en la fase
critica del sx. nefrotico cronico experimental e incluso en la nefropatia diabética experimental
(datos de ratas Zucker aun no publicados), logrando reducir hasta en un 40% los niveles
circulantes de triglicéridos y colesterol "*”). A la fecha, se desconocen los mecanismos por lo que
esta disminucion lipidica se lleva a cabo. Por una parte, se piensa que a nivel hepatico y en los
adipocitos, ciertos componentes isoflavonoides de la proteina de soya, modulan algunos genes
que codifican para la sintesis de proteinas implicadas en la regulacion del metabolismo de
triglicéridos y colesterol, conocidos como genes codificantes para proteinas SRBP-1 y SRBP-2
(147178 Hasta el momento, no se ha reportado si el efecto hipolipemiante de la soya se muestra en

aquellas patologias donde las alteraciones en el metabolismo de los lipidos sean mas sutiles o de
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menor magnitud. Asi mismo, en algunas enfermedades que cursan con importantes alteraciones
de la funcion renal y en particular de la IRC, hay poca documentacion que refiere el impacto de la
soya sobre las diferentes fracciones lipidicas, o sobre la cantidad producida de apolipoproteinas
modificadas estructuralmente.

Lo anterior nos hace suponer que a nivel plasmatico (con el avance de la cronicidad de la
nefropatia en éste y otros modelos experimentales !'*"), se activa un umbral especifico que
responde a elevados niveles de lipidos y que a partir del cual se presenta el efecto hipolipemiante
de la soya. En algunos modelos de nefropatia que desarrollan a cronicidad *”, los niveles
plasmaticos del perfil lipidico se presentan de una mayor magnitud (aprox. de 2.5 - 4 veces por
encima de los valores reportados para ratas normales con dieta estandar de caseina y/o soya) que
los desarrollados por éste modelo experimental de IRC del humano. En éste modelo, el nivel de
lipidos plasmaticos es menor (e incluso se consideran dentro de los niveles reportados como
normales para animales sanos), y adicionalmente que presentan alteraciones en su composicion -
no analizadas en éste experimento- . En los modelos de nefropatia mencionados, la ingesta de
soya si aporta una evidente reduccion en la alteracién tanto de los niveles de lipidos plasmaticos,
como de sus distintas fracciones, llegando hasta 12 veces por encima de valores reportados como
normales. Sin embargo, a la fecha no se ha documentado si una vez que se ha recuperado la
funcién renal por encima de un 70% de la capacidad total del rifidn, la proteina de soya aln
mantiene su caracteristica hipolipemiante o si es capaz de corregir las alteraciones lipidicas hasta

llevarlas a niveles normales a largo plazo o posterior a la total remision de la nefropatia.

Por tanto, creemos que la ausencia del efecto hipolipémico de la proteina de soya en éste
experimento, depende por una parte, de una mayor alteracion en el perfil lipidico a nivel plasmatico
y detectable por un umbral especifico, asi como por la composicion de la proteina. Y es que, de
acuerdo con Moundras et al "%, la deficiencia de metionina y aminoacidos sulfurados de la soya
puede inducir hipercolesterolemia, y en consecuencia una mayor susceptibilidad a la peroxidacion
de las fracciones LDL. Tal puede ser el caso de nuestro grupo A, que en las Ultimas 10 semanas
manifesté una tendencia a elevar el nivel de lipidos plasmaticos. En consecuencia, no siempre la
proteina de soya es satisfactoriamente hipolipemiante y en cambio si puede presentar cierta

actividad aterogénica "®.

76



La Proteina de Soya en la Ablacién Renal

Sistema renina-angiotensina-aldosterona circulante y presion sistélica

En nuestra evaluacion de la influencia de la proteina de origen vegetal sobre los niveles
plasmaticos del SRAA en éste modelo, es necesario mencionar que los animales no estuvieron
sujetos a una alimentacion de forma pareada, sino que se les proporciond ad libitum una dieta
balanceada que cubre los requerimientos nutrimentales para animales en desarrollo y
mantenimiento, y cuya caracteristica isocaldrica e idéntico contenido normal de sodio en la base
dietética, nos permite que las Gnicas variaciones en la ingesta fuesen la fuente y la concentracion
de la proteina.

De manera que en éste experimento, el grupo A presentd disminuciones significativas en algunos
componentes plasmaticos del SRAA (como APR, CPR, ECA | y Aldosterona). Numéricamente,
éstos valores caen por debajo de los niveles reportados para éste modelo "°", sin embargo,
sorpresivamente la hipertension arterial desarrollada en el grupo A es mayor que en el B. Ahora
bien, esto nos llevé a comparar nuevamente los grupos A y B (alimentados con dieta
normoproteica) respecto al grupo C (ya antes mencionado y alimentado con dieta restringida en
proteina vegetal) para comprobar, si ésta disminucion plasmatica del SRAA, esta asociada con el
origen vegetal de la proteina. Contrastantemente, observamos que en el grupo restringido existe
una significativa elevacion de APR, CPR y Aldosterona respecto al grupo A. Y a pesar de que no
hubo diferencias para la CPA, ECA | y excrecion de sodio, es claro que la mayor actividad
circulante del SRAA en el grupo C, es producto de una severa deplecion de volumen. Esto se debe
a que, durante la evolucién de la IRC del modelo, la fuerte restriccion proteica condiciona una
menor ingesta de alimento y agua, lo que en consecuencia disminuye notablemente el volumen
plasmatico efectivo y altera de manera sustancial la actividad hemodinamica de la rata **'%)
independientemente que desde el punto de vista bioguimico y estructural, éste grupo haya
presentado mejorias importantes por la restriccion (1%'69170)

Como se ha mencionado, el SRAA estd ampliamente involucrado en el control de presion
sanguinea, en la hemodinamica intrarrenal y en la funcién del transporte tubular 7*'®". Sin
embargo, como ocurre con nuestro grupo A, se sabe que en patologias renales en franca evolucion
a cronicidad o fase terminal, los niveles de los componentes del sistema en la circulacién no
presentan necesariamente elevaciones importantes respecto a los valores considerados como
normales "®. A pesar de ello, se ha observado que los componentes del sistema a nivel
intrarrenal se encuentran persistentemente alterados, lo que ratifica la regulacion independiente de
las partes circulante e intrarrenal del SRAA """ Estos hallazgos en su conjunto, aportan una
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mejor prediccion acerca de la pérdida de la funcion renal y la adecuacion de la terapia a seguir en
el paciente, en quienes la tasa de mortalidad esta influida notablemente por una serie de
complicaciones cardiovasculares ¢ hipertension severa, ambos secundarios al establecimiento de
la IRC ¥ Es precisamente debido a la amplia relacion que tiene el SRAA con éste punto clinico,
en que se coincide que la elevacion de la presion arterial en la IRC correlaciona con la pérdida de
la funcion renal %)

Para tratar de dar explicacion al mayor deterioro de la funcion renal en el grupo A, tenemos que,
contrariamente a la serie de hallazgos encontrados por Williams y Walls en hembras IRC y
alimentadas con soya °"'*? nuestro grupo A presentd de forma generalizada una mayor
progresion del dafio renal marcada por un evidente descenso de la funcién renal. Lo anterior se
puede corroborar con la presencia de una mayor proteinuria, que aunque no significativa,
correlaciona ampliamente con el dafio estructural del rifion remanente (ver el nivel de alteracion
morfométrica en la tabla de resultados). La franca pérdida de la funcién renal, supone un dramatico
descenso de la depuracion de creatinina (y consecuentemente una fuerte elevacion de creatinina
plasmatica) que se observa principalmente a partir de la semana 12 del estudio. En contraste a lo
reportado por Nevala et al en otro modelo de hipertension espontanea '®, y los hallazgos de Wu y
Ding quienes observaron un efecto fisiologico hipotensivo proveniente de algunos componentes de
la soya sobre la ECA-1 "®¥), |a hipertensién arterial caracteristica de nuestro modelo, se presentt de
una mayor magnitud en el grupo A que en el resto de los grupos. Y ya que en A se observa una
disminucion significativa en todos los componentes del SRAA circulante, ain y cuando la excrecion
de sodio fue mayor, entonces es justificado suponer que el grado de hipertension desarrollado por
éste grupo, también es plenamente dependiente de una sobrecarga de volumen y no
necesariamente por una estimulacion directa a los componentes plasmaticos del SRAA.

A la fecha, aun son poco explicables los mecanismos por los cuales la proteina de la dieta estimula
a los componentes del SRAA. Por una parte, en animales normales, modelos experimentales de
enfermedad renal, voluntarios sanos y pacientes con diferentes enfermedades glomerulares, la
proteina de la dieta estimula una elevada sintesis de prostaglandinas y éstas por su parte tienen
una gran influencia en la produccion y liberacion de renina '®*'®”) Un segundo posible mecanismo,
se da a través de algunos efectos provenientes de la ingesta de proteina sobre la macula densa. Y
es que en ratas alimentadas con una dieta alta en proteina, hay un incremento la reabsorcion de
sodio en el segmento ascendente del asa de Henle, esta reabsorcion disminuye la liberacion distal
de sodio a la méacula densa y en consecuencia puede esperarse una mayor liberacion de renina
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(188189 De ésta forma ambos mecanismos provenientes de los cambios en la ingesta de la proteina
podrian estar regulando la actividad del sistema a nivel circulante e intrarrenal.

Asi también, se conoce que la proteina de la dieta altera sustancialmente a diferentes sustancias
vasoactivas. De hecho, en el modelo de rifidn remanente una dieta alta en proteina incrementa la

s (18187 v astas como ya se menciond, aumentan la secrecion de

liberacion de prostaglandina
renina, incrementandose con ello la excrecion urinaria de prostanoides. Por ello, aln y cuando no
se determind en éste experimento, es posible que la soya en el grupo A intervenga en el

metabolismo de dichos compuestos vasoactivos.

Como ya se sefald, a pesar de reportes que indican actividad plasmatica de renina normal 6
incluso suprimida dentro de la IRC ""®?, hay evidencia que sugiere especialmente que la expresién
intrarrenal del sistema aporta severos aspectos criticos en la evolucion de la enfermedad "%, Asi
mismo, en éste modelo se considera que la cicatrizacion renal puede ser el principal estimulo para
la sintesis y liberacién de renina en el rifion enfermo ®'''% y por tanto, la hipertension renal y
sistémica depende en gran parte de acciones locales y sistémicas del SRAA "®") Asi, la ausencia
de cambios en la actividad plasmatica del SRAA en la IRC sugiere que el nivel de distribucién renal
de sus componentes pueda ser el responsable del mantenimiento y evolucion del dafio local y
sistémico Y. No obstante que el SRAA juega un papel muy importante en la regulacion de la
microcirculacion renal y a nivel sistémico (o ambos), dicho sistema controla las acciones tonicas y
hemodinamicas en el modelo de rifidn remanente. De acuerdo con esto, la relacion patofisiologica
entre la naturaleza */, la concentracion de la proteina de la dieta y el dafio renal, puede residir en

una estimulacion a los componentes del SRAA principalmente a nivel intrarrenal %3199,

De manera que, por nuestros resultados del grupo A (soya 20%), en donde también la tasa de
mortalidad fue considerablemente mas elevada respecto al resto de los grupos, creemos no es
pertinente descartar totalmente la ausencia de algunos efectos de los componentes de la proteina,
sobre algunos elementos del SRAA. Creemos que esto se debe a que, por una parte el dafio a la
estructura renal de éste grupo es significativamente mayor, y éste a su vez completamente

| (1(1_!91;' que

dependiente de acciones locales y no hemodinamicas del sistema, es decir de Ang |
se manifiesta desde las fases iniciales de la hipertrofia renal. Aunque por otro lado, en éste grupo
es evidente que a nivel sistémico no hubo la presencia de los efectos benéficos de la soya sobre la
reduccion de los niveles del perfil lipidico, o sobre la prevencion de la proteinuria. En éste sentido,
y como ya se menciond: si la deficiencia de metionina de la proteina induce hipercolesterolemia, es

posible que una lipoperoxidacion incompleta de las fracciones LDL y la generacion de radicales
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lipidicos, sea la explicacion de la persistente proteinuria y el mayor dafio estructural, como

consecuencia una mayor actividad aterogénica en éste grupo "9

Por otra parte, la significativa elevacion de la presion sistolica en el grupo A (dependiente de una
sobrecarga de volumen y de un mayor dafo estructural), nos permite especular en una posible
influencia de la proteina de soya sobre los componentes del SRAA, al menos a nivel intrarrenal. De
tal suerte que la proteina de soya a pesar de no mostrar una accion directa sobre los componentes
plasmaticos, creemos que si podria estimular la sintesis y actividad de algunos componentes a
nivel intrarrenal. Por ello, consecuentemente los marcadores de la enfermedad analizados en
circulacion, no muestran los beneficios de la ingesta de la proteina, ya que éstos pueden ser una
manifestacion secundaria al dafio renal mediado por acciones dependientes de Ang Il, la cual
como una citosina de crecimiento tiene un papel muy activo en la patologia renal y marcados
efectos sobre la hemodinamica intrarrenal que afectan el crecimiento tisular como lo muestra el
grado de hipertrofia "2, Por tanto, en éste grupo no podemos descartar (aun y cuando no se haya
determinado), la posibilidad de que la soya esté modificando ciertas acciones no hemodinamicas
que estimulen con el avance de la enfermedad, la actividad de distintos factores promotores de
dafio renal, tales como la activacion de distintos factores de crecimiento y proliferacion celular, 6

incluso sobre la sintesis y liberacion de prostaglandinas """,

Por Gltimo, como se ha demostrado que una dieta alta en proteina animal es perjudicial para el
funcionamiento renal, también se ha llegado a afirmar que una dieta con un adecuado contenido de
soya, puede tener un papel importante en el tratamiento y prevencion de algunas enfermedades
renales. Evidentemente, éstas sugerencias es necesario analizarlas con reserva, ya que es muy
posible que el efecto benéfico de su ingesta se dé principalmente a través de la reduccion en los
niveles séricos de colesterol y triglicéridos, sobre aquéllas nefropatias agudas o de caracter
reversible en las que evidentemente la alteracion del metabolismo lipidico juega un papel
preponderante en la progresion del dafio renal y la evolucion de la enfermedad.
Desgraciadamente, a la fecha no se ha documentado si existe actividad de esta proteina sobre
otros efectores importantes de dafio renal en diversas nefropatias, como lo pueden ser los
componentes local y sistémico del SRAA, la sintesis y expresion de la sintasa de oxido nitrico -
principalmente en padecimientos que desarrollan por su grado de severidad a cronicidad y
rapidamente a la fase terminal-, o inclusive en aquellos donde la evolucién del dafio no dependa
necesariamente de una persistente alteracion en el metabolismo hepatico de los lipidos y en los

cuales la soya no tenga un campo de accion especifico para aportar algin efecto benéfico.
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IX Conclusiones

Las alteraciones bioquimicas y morfologicas propias de la IRC, se presentaron en el modelo

experimental de ablacién renal subtotal (Nx 51’5] en nuestros 2 grupos estudiados.

La dieta con proteina de soya no mostro los efectos benéficos esperados sobre la progresion del
dario renal; sino por el contrario: se observé que una dieta normoproteica de soya tiende a elevar
el nivel de proteinuria, el grado de hipertension, asi como mediar un dafio estructural

significativamente mayor en comparacion con la dieta normoproteica de caseina.

La soya no modifico el perfil hipercolesterolémico de los animales con ablacion renal y en general

no impacté positivamente sobre la funcion renal.

No encontramos cambios significativos en los componentes del SRAA circulante cuando los
animales fueron alimentados con soya, sin embargo no podemos afirmar la total ausencia de
efectos de la proteina de soya sobre los componentes del SRAA, ya que la presencia de una
mayor alteracion estructural y de la funcién renales, parecen indicar que éstos componentes al
menos a nivel intrarrenal, podrian estar influidos por la naturaleza vegetal o por los componentes

de la soya.
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X Perspectivas

En la literatura hay una amplia variedad de estudios clinicos y experimentales que involucran a la
proteina de la dieta sobre el SRAA, en el curso natural de distintas nefropatias. No obstante, en
cuanto al uso de proteina vegetal, el campo de la nefrologia se ha enfocado a evaluar la capacidad
de ésta para retrasar la tasa de progresion a la IRC, uUnicamente desde el punto de vista
bioquimico y clinico en el paciente nefrolégico que evoluciona a IRC terminal. Por esta razon, los
resultados de éste trabajo, habren la posibilidad de evaluar, desde el punto de vista del sistema
hormonal, el posible efecto de la proteina de soya sobre los niveles de los componentes del SRAA
circulante, tisular y urinario, asi como la sintesis y expresion de los RNA mensajeros a nivel tisular
y el grado de hipertension en la evolucion de distintas nefropatias experimentales (por ejemplo,
durante la fase critica de la nefrosis experimental inducida por ANP -aguda o crénica, o en la
Nefropatia diabética experimental).

Asi mismo, dentro de la IRC clinica y experimental -particularmente en éste modelo-, hay estudios
que indican que la restriccion proteica y la ingesta de proteina vegetal, aportan efectos favorables
en la preservacion de la funcion renal y en la progresion del daiio renal. Pero hasta el momento, no
se ha documentado si ésta proteina vegetal (y en especial los componentes isoflavonoides), tienen
influencia sobre algunos elementos que constituyen al SRAA ¢ sobre los mecanismos involucrados
en la homeostasis del sodio, y discernir en consecuencia, si los efectos favorables de su ingesta,

tienen asociacion con posibles modificaciones a distintos niveles en éste sistema.

También, nuestros resultados habren la posibilidad de investigar si el papel benéfico de la proteina
de soya, en la mejoria de algunas nefropatias, esta mediado exclusivamente por la normalizacion
en las alteraciones del perfil lipidico y la evolucién del dafo a la estructura renal; 6 si se presentan
conjuntamente otros efectos benéficos ya reportados hasta el momento, como la prevencion de la
oxidacion lipidica, capacidad antiproliferativa o de mejoria histolégica, asi como el papel de las
cintazas de oxido nitrico en algunas de sus isoformas.

Finalmente, es importante conocer si es que ciertos componentes de la soya estan modificando
algunos componentes intrarrenales del sistema, y que con el avance de la enférmedad esta funcion
pueda ser determinante en la pérdida rapida y progresiva de la funcion renal en el modelo de
ablacion renal, como es el caso de éste experimento. Esto sin duda, nos permitira conocer si la
falta de interaccion de la proteina con el sistema, se deba a una baja biodisponibilidad de los
componentes bioactivos de la soya, y que consecuentemente, la ausencia del beneficio de su

ingesta se deba a un fenomeno dosis-dependiente.
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