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RESUMEN

La obesidad es calificada por la Organizacion Mundial de la Salud como la epidemia del
siglo XXI. En la obesidad se producen principalmente alteraciones en el metabolismo de
lipidos y ésta se encuentra asociada con patologias como hipertension arterial, dislipidemia,
enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 y dafio renal. Las dietas altas en
proteina han sido una importante opcion para lograr la pérdida de “peso”* del paciente
obeso, ya que el suprimir el consumo de hidratos de carbono y lipidos disminuye la
generacion de depdsitos de grasa en el organismo, los cuales contribuyen al incremento de
“peso” y desordenes metabdlicos tales como la hiperinsulinemia que resulta ser un factor
precedente de la resistencia a la insulina, lo cual complica el proceso de obesidad. Al
mismo tiempo que una dieta alta en proteina puede ayudar a la pérdida de “peso” en los
pacientes obesos, se cree que también puede llegar a ser perjudicial para el funcionamiento
renal y mas aln en las personas diabéticas. Por otro lado, existe evidencia de que la
proteina de origen vegetal retarda el desarrollo y la progresién del dafio renal en estudios
conducidos en humanos, asi como en modelos animales. Por lo anteriormente descrito el
objetivo de esta propuesta es estudiar el impacto a nivel renal que tienen algunos
nutrimentos como la proteina dietaria (tipo y concentracion) en un modelo animal de
obesidad genética conocido como rata Zucker™™ que presenta una modificacién genética en
el receptor de la leptina e hiperinsulinemia. Teniendo 6 grupos de 8 ratas, a cada uno se les
suministré una dieta en donde se vario la concentraciéon (20,30,45%) y tipo de proteina
dietaria (caseina y soya). Se alimentaron por un periodo de 55 dias en el cual se registraron
la ganancia de “peso” y el consumo de alimento. Al término de los 55 dias se procedio al
sacrificio de los especimenes mediante decapitacion para recolectar la sangre y el tejido
renal, y posteriormente se llevo a cabo el andlisis de los parametros bioguimicos (colesterol
y triglicéridos en suero y en el tejido renal) con “kits” de diagnostico. Se determiné la
concentracion de glucosa e insulina en el suero sanguineo y para el analisis de la funcion
renal, se determiné la concentracion de creatinina y nitrégeno ureico en sangre (BUN, por
sus siglas en inglés). Los resultados obtenidos reflejaron que la proteina de soya no ayudé a
disminuir las concentraciones de glucosa en sangre con respecto a la caseina. La
hiperinsulinemia caracteristica de este modelo animal de obesidad mostré una tendencia a
disminuir con concentraciones mas altas de proteina de soya (30 y 45%). EI consumo de
proteina de soya también ayudo a disminuir la concentracion de colesterol en el organismo,
pero no a disminuir los niveles de triglicéridos. En general, la proteina de soya en
concentraciones del 30% parece disminuir la progresion hacia el dafio renal con respecto a
la proteina de origen animal.

Palabras clave: Concentracion y tipo de proteina dietaria, modelo animal con obesidad
genética, hiperinsulinemia, lipogénesis renal

*El peso, en fisica, es la medida de la fuerza que ejerce la gravedad sobre la masa de un cuerpo.
Normalmente, se considera respecto de la fuerza de gravedad terrestre. El peso depende de la intensidad del
campo gravitatorio, de la posicion relativa de los cuerpos y de la masa de los mismos. La masa es una
propiedad caracteristica de los cuerpos: la cantidad de materia, y no depende de la intensidad del campo
gravitatorio, ni de su posicion en el espacio. Por ejemplo, una persona de 60 kg de masa, pesa 60 kg-fuerza
en la superficie de la Tierra; pero, la misma persona, en la superficie de la Luna pesaria s6lo unos 10 kg-
fuerza; sin embargo, su masa seguira siendo de 60 kg. Las unidades de peso y masa tienen una larga historia
compartida, en parte porque su diferencia no fue bien entendida cuando dichas unidades comenzaron a
utilizarse. Cotidianamente, el término "peso” se utiliza a menudo erréneamente como sinénimo de masa. La
unidad de masa del Sl es el kilogramo, kg




CAPITULO 1

INTRODUCCION

En la actualidad la obesidad representa una pandemia que afecta a mas de 300 millones de
personas en el mundo y la tendencia actual va en constante aumento. Entre las
enfermedades asociadas a la obesidad se encuentran la diabetes mellitus tipo 2,
enfermedades cardiovasculares, hipertension arterial, dislipidemia y dafio renal.

Dentro de las alteraciones fisiologicas mas importantes de la obesidad se encuentra la
alteracion en el metabolismo de los lipidos y estd asociada con patologias diversas,
incluyendo el dafio renal.!

La acumulacion de lipidos parece tener un papel significativo en la génesis de algunas
enfermedades renales. Inicialmente se propuso que la formacion de depdsitos de lipidos a
nivel renal obedecia exclusivamente a niveles elevados de éstos en suero.

Recientemente se ha encontrado que la sintesis enddgena de lipidos juega un papel
fundamental en el desarrollo de estos depésitos en el rifion.?

Algunas de las metodologias que se han empleado para combatir los grados extremos de
obesidad y tratar de evitar las enfermedades asociadas a ella, son las dietas altas en
proteina, ya que una persona obesa al restringir el consumo de hidratos de carbono y grasas
en la dieta, disminuye la formacion de depdsitos de lipidos en el organismo ayudandolo a
perder “peso”. Es por ello que las dietas con mayor contenido de proteina estan asociadas a
menor riesgo de muchos problemas de salud, tales como, diabetes tipo 2, sindrome
metabdlico, enfermedades cardiovasculares y renales.

Se conoce como sindrome metabolico a la conjuncién de varias enfermedades en un mismo
individuo, que aumentan el riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular, diabetes
mellitus, o enfermedad renal.**

Es importante sefialar que la resistencia a la insulina es una anormalidad fisiol6gica que
estd estrechamente relacionada con el sindrome metabdlico y se les ha asociado con el

riesgo de la aparicion de enfermedad renal crénica.”
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Por otro lado existe evidencia de que la proteina de origen vegetal retarda el desarrollo y la
progresion del dafo renal en estudios conducidos en humanos, asi como en varios modelos
animales.’

Por lo anteriormente descrito, este proyecto esta dirigido a estudiar el impacto a nivel renal
que tienen las proteinas de origen animal (caseina) y vegetal (soya) en diferentes

concentraciones (20, 30 y 45%), en un modelo animal (rata Zucker™®)

que presenta
hiperinsulinemia y una modificacion genética en el receptor de la leptina (a nivel del
sistema nervioso central), razén por la cual, dicho receptor no tiene un funcionamiento
adecuado y no transmite la sefial al cerebro para cumplir con su funcién. Con ello, se
favorece a la obesidad y se tiene una estimulacion constante del apetito, caracteristica
comun de estos animales que no logran tener saciedad y consumen alimento de manera
muy prolongada, alcanzando grados de obesidad extremos. En una investigacion simultanea
a ésta, en el marco del mismo proyecto, se determinaron: El consumo calérico de las ratas
con cada uno de los tratamientos dietarios en donde se varid la concentracion y el tipo de
proteina y los parametros bioquimicos del perfil de lipidos (colesterol y triglicéridos en

suero). Por ello, esta investigacion se abocd a determinar lo siguiente.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general del proyecto

Evaluar el efecto de la concentracion y tipo de proteina dietaria sobre el metabolismo
intrarrenal y sistémico de lipidos en un modelo animal de obesidad genética.

1.1.2 Objetivos generales de esta investigacion

= Determinar el efecto lipogénico de tratamientos dietarios, variando la concentracion
(20, 30 y 45%) y tipo de proteina (caseina y soya), en un modelo animal de

obesidad genética con hiperinsulinemia (rata Zucker™™

), mediante el seguimiento
de la masa corporal y el consumo de alimento.

= Determinar la concentracion de glucosa en el suero sanguineo de las ratas sometidas
a los diferentes tratamientos dietarios en donde se varia la concentracion y el tipo de
proteina.

= Determinar la concentracion de insulina en el suero sanguineo.

13



» Analizar los parametros bioquimicos del perfil de lipidos (colesterol y triglicéridos

falta sometidas a los diferentes tratamientos dietarios.

en suero) en las ratas Zucker
= Determinar el efecto de los tratamientos dietarios sobre la acumulacion de colesterol
y triglicéridos en el tejido renal.
= Determinar la funcién renal mediante el analisis de parametros bioquimicos como
creatinina y nitrégeno ureico en sangre (BUN, por sus siglas en inglés, blood ureic

nitrogen)

1.2 HIPOTESIS

Si se administra una dieta con niveles moderadamente altos de proteina de origen vegetal,
entonces deberd disminuir la glicemia, la concentracion de insulina en suero sanguineo y la

lipogénesis renal y sistémica.
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO

2.1 OBESIDAD
2.1.1 Definicién de obesidad

La palabra obesidad proviene del latin, obesitas, que significa excesiva corpulencia™ y es el
aumento de la grasa corporal. Hoy se define como “enfermedad causada por exceso de grasa
corporal” y es una enfermedad cronica que puede causar graves complicaciones médicas, alteracion
en la calidad de la vida y mortalidad prematura. La obesidad se clasifica en grados segun el indice
de masa corporal IMC, que es el “peso” (kg) dividido por la talla al cuadrado (m?). E1 IMC es una
determinacion subjetiva, ya que puede variar de una persona a otra por su raza, sexo, musculatura,

edad, estructura 6sea, proporciones de tejido muscular y adiposo’.
2.1.2 Epidemiologia de la obesidad

En los paises desarrollados y aun en las economias emergentes, el “sobrepeso” y la obesidad estan
adquiriendo dimensiones epidémicas y constituyen en la actualidad uno de los principales
problemas de salud, principalmente en la poblacion adulta. Se trata de un problema a menudo
subestimado pero que tiene una repercusion potencial sobre la salud.

Este problema se ha detectado en personas de cualquier edad y sexo, aunque en mayor proporcion
en el género femenino. Algunas de las causas que han dado lugar a este incremento son, el aumento
de la densidad energética de la dieta y un menor nivel de actividad fisica.

La obesidad representa un riesgo para enfermedades coronarias, hipertension arterial, diabetes

mellitus tipo 2, dislipidemia, dafio renal y otras alteraciones importantes.”"?

2.1.3 Papel de la obesidad en la progresion del dafio renal

Estudios fisiologicos en modelos experimentales de obesidad y también en sujetos obesos sin
diabetes, han demostrado que la obesidad se asocia constantemente con una hiperfiltracion
glomerular, es decir con un aumento del filtrado glomerular y del flujo plasmatico renal notable a
los observados en los modelos clasicos experimentales. Por otro lado, la pérdida de “peso” lleva a
los parametros de funcionalismo renal hacia la normalidad."

15



La aparicion de proteinuria en la insuficiencia renal en sujetos con reduccion de masa renal, se
relaciona estrechamente con la presencia de obesidad o “sobrepeso”.
La obesidad puede jugar un papel patogénico en la evolucion de diversas patologias renales

proteintricas, particularmente en la nefropatia de la diabetes tipo 2.'*

2.2 SINDROME METABOLICO

Se le distingue al sindrome metabolico con la asociacién de intolerancia a los hidratos de carbono,
resistencia a la insulina, dislipidemia, hiperlipidemias, hiperuricemia y obesidad. La resistencia a la
insulina parece ser el comin denominador de alteraciones metabodlicas que lo caracterizan. Dada la
importancia de la relacidon entre resistencia a la insulina y el sindrome metabolico es necesario
dilucidar los mecanismos fisiopatologicos involucrados. La teoria metabdlica sostiene que la
hiperinsulinemia compensatoria resultante de la resistencia a insulina es el factor responsable de la
hipertension arterial, diabetes tipo 2, dislipidemia, obesidad, disfuncion endotelial y aterosclerosis.
La resistencia a la insulina depende de alteraciones de su receptor y defectos intracelulares.'” La
resistencia a la insulina se define como una inadecuada respuesta de la insulina exdgena o
endogena. Esta inadecuada respuesta no estd estrictamente ligada a la relacion entre insulina y
glucosa, sino que se extiende a otras acciones biologicas de la hormona, incluso sus efectos sobre el

7,16-18 . . 19 .
’ Por otro lado, en estudios recientes ~ se ha relacionado,

metabolismo lipidico y proteinico.
tanto al sindrome metabolico como a la obesidad, como posibles causantes de la enfermedad renal
cronica. De igual manera, la resistencia a la insulina e hiperinsulinemia aun en ausencia de diabetes
ha sido estrechamente relacionada con la enfermedad renal.’ Los mecanismos por los cuales la
obesidad y el sindrome metabolico pueden llegar a desencadenar la enfermedad renal se observan

en la Figura 2.1.

) Hipertension Factores
Diabetes hemodinamicos

mellitus \ /

Obesidad/Sindrome
metabolico Fig. 2.1 Mecanismos
/ \ relacionados con el
l desencadenamiento de la
Inflamacion -— Resistoncia a Ia Lipotoxicidad  anfermedad renal *°
insulina
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2.2.1 Sindrome de resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina se define como una disminucion en la respuesta biologica a una
concentracion dada de la hormona; en otras palabras, es la disminucion de la sensibilidad de las
células a la accion de la insulina.

La mayoria de los casos de resistencia a la insulina se asocia a una alteracion del metabolismo que
se denomina sindrome metabolico, en el que se encuentran incluidas la intolerancia a la glucosa, la
diabetes mellitus tipo 2, la obesidad y la dislipidemia.

La resistencia a la insulina se puede medir de diversas maneras, pero la mas confiable se relaciona
con las llamadas técnicas de “clamp”. Estas técnicas consisten en cuantificar la capacidad de la
insulina endogena para estimular la utilizacion de glucosa en condiciones estables.

En los pacientes con diabetes tipo 2, la sensibilidad a la insulina disminuye de manera franca en el
momento del diagnostico, mas alla del grado de hiperglucemia. En las etapas clinicas que preceden
a la diabetes, la sensibilidad a la insulina disminuye en forma progresiva y la resistencia a la
insulina no se manifiesta como hiperglucemia ni como intolerancia a la glucosa mientras las células
mantengan la capacidad de compensarla.

La insulina ejerce su efecto sobre el transporte de glucosa al interior de la célula a través del
receptor de insulina. Este receptor estd compuesto por una subunidad alfa, que se localiza en el
exterior de la membrana y que se une por puentes disulfuro a la subunidad beta, que es una proteina
trasmembrana. La insulina se une a la subunidad alfa y esto propicia de inmediato una
autofosforilacion de la subunidad beta, que tiene lugar en residuos de tirosina y serina, de modo que
se considera que la subunidad beta tiene una funcion de tirosincinasa. La autofosforilacion de la
tirosina parece estar en estrecha relacion con el transporte de glucosa hacia las células.?

Otro mecanismo celular de la resistencia a la insulina en la diabetes tipo 2 se relaciona con las
proteinas transportadoras de glucosa. La exposicion de las células a la insulina da como resultado
una translocacion de las proteinas transportadoras de glucosa a partir de un deposito intracelular en
los microsomas de baja densidad hacia la membrana celular. Las células de pacientes con diabetes
tipo 2 tienen una disminucion marcada de las proteinas transportadoras de glucosa, tanto en los
microsomas de baja densidad como en la membrana celular. Los obesos no diabéticos tienen un
numero normal de proteinas transportadoras en la membrana celular, y un niimero reducido en los

microsomas de baja densidad; ademas, el efecto de translocacion disminuye en
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ellos. Estas proteinas transportadoras se designan como GLUT y de ellas la GLUT-4 se expresa en
los dos tipos de tejidos en donde la accion de la insulina es predominante: el tejido adiposo y el
musculo esquelético.”

Este transportador, en presencia de la insulina, se inserta en la membrana plasmatica y se encarga de
transportar glucosa al interior de la célula para ser utilizada como fuente de energia o almacenada
como glucdgeno.

Cuando los niveles de insulina disminuyen, la GLUT-4 vuelve al estado inicial y el transporte de

glucosa se detiene. Por esta razon, la GLUT-4 es una pieza clave en la regulacion de los niveles de

21
glucosa en la sangre.

2.3 PROTEINA DIETARIA

En el humano diariamente se degradan 20 a 30 g de proteinas corporales que se emplean para
producir otros productos quimicos del cuerpo.

Por lo tanto, todas las células deben seguir formando nuevas proteinas para reemplazar las que se
estan destruyendo, y con este fin se requiere cierta cantidad de estas sustancias en la dieta. Sin
embargo algunas proteinas tienen cantidades insuficientes de ciertos aminoacidos esenciales, y por
ello no se pueden emplear para elaborar proteinas corporales.

En general, las proteinas derivadas de fuentes animales son mucho més completas (contienen todos
los aminoacidos esenciales para los humanos o animales, en los niveles apropiados para el
organismo) que las derivadas de vegetales y granos. Por otro lado, cuando la dieta contiene
abundancia de hidratos de carbono y grasas casi toda la energia corporal se deriva de ambos y muy

poca de las proteinas.”*?’

2.3.1 Caseina

La caseina es una fosfoproteina de origen animal presente en la leche y en algunos de sus derivados.
En la leche se encuentra en la fase soluble asociada al calcio en un complejo que se denomina

caseindgeno (Tabla 2.1).%
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Tabla 2.1 Contenido proteinico y casefnico de la leche de algunas especies animales %

Componente Especie

humana | bovina | ovina | caprina
Proteinas (% del total lacteo) 1.3-1.5 | 3.2-3.5 | 5.4-6.0 ] 3.1-4.0
Caseinas (% del total proteico) 44.9 82.5 84.8 81.3

La leche de la especie humana no s6lo contiene menor proporcion de proteinas, sino que ademas,
contiene menos cantidad de caseinas que las otras especies.”>!

Las caseinas son un conjunto heterogéneo de proteinas por lo que es dificil fijar una definicion. Sin
embargo, todas las proteinas englobadas en lo que se denomina caseina tienen una caracteristica
comun: precipitan cuando se acidifica la leche a pH 4.6. Por ello, a la caseina también se le suele
denominar proteina insoluble de la leche. Por otra parte y aunque las proteinas que se denominan
caseinas son especificas de cada especie, se clasifican en los siguientes grandes grupos de acuerdo
con su movilidad electroforética: os;-caseina, ag-caseina, B-caseina y k-caseina.’???

La caseina oy es la mayoritaria en la leche de vaca. La variante mas comun tiene 199 aminoacidos
en su secuencia, con 8 6 9 grupos fosfato. Desde el punto de vista estructural, estd formada por tres
regiones hidrofébicas, con dos de ellas situadas en los extremos y una zona muy polar.

La caseina as; esta formada, en la vaca, por 207 aminoacidos. Esta caseina tiene un puente disulfuro
entre las cisteinas que ocupan las posiciones 36 y 40 de la secuencia y es mas hidrofilica que la
caseina oy, con tres regiones de carga neta negativa, una de ellas en el extremo N-terminal. En la
zona del extremo C-terminal se sitian aminoéacidos hidrofobicos y con carga neta positiva.**~>*

La caseina P es la caseina mas hidrofobica, y presenta ademas estructura particular, con una clara
division en dos zonas. La que corresponde al extremo C-terminal es particularmente hidrofdbica,
mientras que los aminoacidos mas hidrofilicos y todos los grupos fosfato unidos a serinas, se
concentran en el extremo N-terminal. La variante genética mas comun en la vaca esta formada por
209 aminodacidos, con cinco grupos fosfato.

La caseina x tiene una estructura claramente distinta de la de las otras caseinas. Es algo mas

pequena; estd formada, en la vaca, por 169 aminoacidos. Ademads, estd muy poco fosforilada,

teniendo solamente un grupo de fosfato. Esto hace que interaccione con el idn calcio mucho
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menos que las otras caseinas. Sin embargo, comparte con la caseina 3 la propiedad de tener zonas

predominantemente hidrofilicas e hidrofobicas bien marcadas y separadas.®’*

2.3.2 Soya

El frijol de soya (Glycine max) es una leguminosa cultivada originalmente en China donde por mas
de 4000 afios constituy6 un alimento fundamental de la dieta. El frijol de soya representa una fuente
inagotable de proteina vegetal, la cual ha sido ampliamente usada como un sustituto adecuado de
proteina animal.

Se le considera una fuente alimenticia Unica gracias a su alto contenido de nutrimentos, de entre los
que se encuentran hidratos de carbono, proteina vegetal, fibra dietética, oligosacaridos, acidos
grasos esenciales, fitoquimicos, vitaminas y algunos minerales, ademas de que debido a su origen
vegetal no contiene colesterol.

La proteina de soya puede prevenir la aparicion de enfermedades cronico-degenerativas como
hipertension y diabetes, asi como también el riesgo de dafio cardiovascular, ya que disminuye las
concentraciones de colesterol total, el colesterol LDL, los triglicéridos y mantiene o incrementa el
colesterol HDL.

Estudios en animales y humanos también han demostrado que la proteina de soya disminuye el
riesgo o controla el dafio renal. Es por ello que se sugiere el consumo de la misma en pacientes
diabéticos con problemas renales.”

Entre los posibles mecanismos benéficos de la soya se encuentran sus niveles altos en arginina, que
es un vasodilatador. Por eso, cuando se consume, se cree que puede haber un mayor flujo renal y

mejor filtracion en los rifiones.*

2.3.2.1 Composicién de la soya

La proteina de soya contiene casi todos los aminoacidos necesarios para el organismo asi como un
bajo porcentaje de grasas saturadas y 4cidos grasos omega 3.*' 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® evaluo que su indice de aminoécidos corregido por la
digestibilidad de la proteina es de 1, convirtiéndola en consecuencia en una proteina similar en
calidad a la albiimina de huevo o la caseina y, segln ésto, se le podria considerar como adecuada

para el consumo humano.* La Tabla 2.2 presenta esta informacion.
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Tabla 2.2 Composicion de la proteina de soya en 100g de base seca®

Principales componentes de la proteina de soya en 100g de base seca.
Nutrimento Contenido/100g base seca
Hidratos de carbono simples (g) 21
Hidratos de carbono complejos (g) 9
Estaquiosa (mg) 3300
Rafinosa (mg) 1600
Proteina (g) 36
Acidos grasos totales (g) 19
Grasa saturada (g) 2.8
Grasa monoinsaturada (g) 4.4
Grasa poliinsaturada (g) 11.2
Relacion acidos a-linolénico/linoleico 1.3:9.9
Fibra insoluble (g) 10
Fibra soluble (g) 7
Calcio (mg) 276
Magnesio (g) 280
Potasio (mg) 1797
Hierro (mg) 16
Zinc (mg) 4.8
Isoflavonas (mg) 530

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 patologicos.” Estos compuestos bioldgicamente 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,
ademds de tener otras implicaciones biologicas como la inhibicién del receptor 17-f-estradiol,

ampliamente involucrado en la regulacion de la proliferacion celular.**’

Otra caracteristica particular de la soya es su relacion arginina:lisina, generalmente mayor que en

cualquier otra proteina y a la que se ha pensado se debe el efecto protector observado en
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enfermedades cardiovasculares, ya que induce disminuciones importantes de los lipidos.**>°

2.3.2.2- El impacto de la soya en la salud

En las ultimas tres 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 cronico degenerativas,
principalmente en enfermedades coronarias y en la prevencion y tratamiento contra el cancer.*'!
Algunos cientificos han reportado su influencia positiva en otros campos clinicos, por ejemplo, en
terapias de reemplazo hormonal®®, en el manejo de la menopausia, osteoporosis y varias
dislipidemias.

La soya puede ayudar en la preservacion de homeostasis del hueso ya que puede disminuir
considerablemente la pérdida de calcio por la orina, asi como potencialmente inhibir la resorcion
del calcio 6seo previniendo el desarrollo de osteoporosis.”*™*

Se ha visto que por la composicion de sus hidratos de carbono complejos y el alto contenido de
fibra que aportan a la dieta, puede contribuir a disminuir los indices de glicemia, accién util en el
tratamiento de pacientes diabéticos.”!

De los efectos observados con relacion al alto contenido de isoflavonas y su accidén con el
mejoramiento del curso de enfermedades coronarias, quizd una de las caracteristicas mas
importantes de la proteina de soya es su aparente efecto hipolipemiante. Se ha demostrado que
disminuye el 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 en la década de los 80 parecen demostrar el efecto hipocolesterolémico de la proteina de
soya asi como 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 década
de los anos 90.

Sobre su capacidad para prevenir la peroxidacion lipidica, en estudios “in vitro”, se ha demostrado
que los isoflavonoides de la soya, asi como sus derivados metabolicos inhiben la peroxidacion de
lipoproteinas®*; no obstante, es necesario seguir estudiando si se tiene la misma accion “in vivo”,

ya que la oxidacion de las LDL juega un papel importante en la patogénesis de la aterosclerosis. La

ingestion de soya puede tener efectos preventivos en la
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aterogénesis del humano.”

Tikkaenen 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.’’ 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 de algunos de los componentes de la soya.*

En afios recientes se ha documentado la existencia de distintos efectos benéficos debido a la
ingestion de la proteina de soya sobre el desarrollo de distintas enfermedades cronico degenerativas.
La busqueda de los mecanismos involucrados en estos procesos, asi como de otros efectos que ésta
proteina tiene en la salud, ha conducido a distintos grupos de investigacion a explorar en distintas
areas clinicas y de experimentacion basica.

Hasta el momento los resultados de esas investigaciones han indicado que la ingestion de proteina
de soya, aun en la fase inicial de la enfermedad cronica, tiende a mejorar la alteracion de algunos

marcadores caracteristicos de la enfermedad durante su evolucién a cronicidad.***!

2.3.2.3 El papel de la soya en las enfermedades renales

Recientemente se ha incrementado la evidencia de que los fitoestrogenos de la soya podrian tener
un papel benéfico sobre ciertas enfermedades renales cronicas. Algunos estudios disefiados tanto en
animales como en humanos indican que el consumo de soya retrasa el desarrollo y progresion de
algunos casos de enfermedad renal.****

En distintos modelos experimentales de nefropatia, se ha demostrado que puede reducir la
proteinuria y las lesiones patologicas asociadas a la insuficiencia renal progresiva.®®’

En humanos se ha demostrado que puede disminuir el grado de proteinuria y preservar la funcion
renal por mas tiempo; sin embargo, muchos de estos 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 a algiin otro compuesto presente en la
proteina.

En modelos animales con modificaciones genéticas para el desarrollo de enfermedad poliquistica

del rifién, varios estudios han demostrado una remision en el tamafo de los quistes, disminucion del

contenido de agua, y espacio que ocupan en el rifion, asi como las lesiones patologicas

23



asociadas, lo que ayuda a preservar la funcion renal.**®’

Recientemente se ha propuesto que la ingestion de soya previene el deterioro renal en modelos

experimentales de nefropatia diabética.®®

En ratas Wistar se encontrd que la soya disminuy6 la acumulacion 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 disminucién de triglicéridos, colesterol, insulina circulante y el
aumento en la actividad de la 7-ahidroxilasa en el higado, es otro efecto a favor de la dieta con soya

70
en ratas normales.

En un estudio de longevidad en ratas macho Fischer F344 (un modelo de nefropatia espontanea
relacionado a la edad), Iwasaki y col.”' demostraron que al reemplazar la dieta de caseina por la de
soya, se retrasd marcadamente la progresion de las lesiones renales patologicas y aumento6 la

sobrevida.”!

Williams, Baker 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 glomeruloesclerosis y atrofia tubular, asi como menor mortalidad que aquellas
alimentadas con una dieta de caseina. Posteriormente, probaron distintas concentraciones de
proteina de soya en la dieta; encontraron que en aquellas alimentadas con un contenido proteinico
hasta del 24% 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 este modelo y que puede

.. . ., 4.72
mostrar efectos protectores a distintos niveles de concentracion.**’

2.4 INSULINA

La insulina es una pequena proteina, compuesta por dos cadenas de aminoacidos (Fig 2.2),
conectadas entre si por enlaces disulfuros. Cuando se separan ambas cadenas de aminoécidos,
desaparece la actividad funcional de la molécula de insulina.*

La insulina es secretada por las células beta pancreaticas, por el mecanismo celular ordinario de
sintesis proteinica, que se inicia con la traduccion del Acido ribonucleico (ARN) de insulina por los

ribosomas fijos en el reticulo endopldsmico, para formar una prehormona insulinica.
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Esta prehormona inicial tiene una masa molecular de 11500 kDa pero, a continuacidn, se segmenta
en el reticulo endopldsmico para formar una proinsulina cuya masa molecular es de 9000 kDa
aproximadamente. La mayor parte se segmenta mas aun en el aparato de Golgi para formar insulina
antes de ser almacenada en granulos secretores. Sin embargo, cerca de la sexta parte del producto
final secretado se encuentra ain en forma de proinsulina que, por desgracia, no tiene actividad
biologica.”

Cuando se secreta esta hormona hacia la sangre, circula casi por completo en forma libre; tiene una
semidesintegracion plasmatica media del orden de seis minutos, de modo que desaparece de la
circulacion en un plazo de 10 a 15 minutos, salvo la parte que se une a receptores en células diana,
el resto se degrada por la enzima insulinasa, sobre todo en el higado y, en menor grado, en el rifidn.
Esta rapida eliminacion del plasma es importante porque es fundamental poder activar e inactivar

rapidamente el sistema regulador constituido por esta hormona. 7> ~#!
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Fig 2.2 La molécula de insulina humana®
2.4.1 Receptor de la insulina y mecanismos celulares resultantes

La insulina, para realizar sus efectos, se une con un receptor de membrana (Fig 2.3). Es el receptor
activado, y no la insulina, el responsable de los efectos de esta hormona.>*

El receptor de la insulina estd formado por cuatro subunidades separadas, unidas por puentes
disulfuro. Hay dos subunidades alfa, de localizacién extracelular, y dos subunidades beta, que se
sitian en el interior de la membrana. La insulina se une a las subunidades alfa externas, pero a causa
de las uniones con las subunidades beta, éstas se autofosforilan. Se convierten entonces en una
enzima activada, una proteincinasa local, que fosforila a su vez determinadas enzimas citosoélicas.

Su efecto final es la activacion de ciertas enzimas con inactivacion de otras. De esta forma la

insulina controla el metabolismo intracelular para producir los efectos deseados:
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a) En un intervalo de segundos tras la unién de la hormona con su receptor, las membranas de las
células musculares, de los adipocitos y de otros tipos celulares, practicamente el 80% de todas las
células del organismo, se hacen muy permeables a la glucosa. Ello permite a este metabolito entrar
rapidamente en las células. En su interior, la glucosa es fosforilada, convirtiéndose en un sustrato
adecuado para integrarse en el metabolismo global de los hidratos de carbono.

b) Ademas de aumentar la permeabilidad de la membrana para la glucosa, la membrana celular

., . , . . . . 83-
también se hace permeable para muchos aminoacidos, para los iones potasio, magnesio y fosfato.
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Fig. 2.3 Esquema de la transduccién de sefial en la accién de la insulina®

2.4.2 Efecto de la insulina en el metabolismo de los hidratos de carbono

Inmediatamente después de una comida rica en hidratos de carbono, la glucosa que pasa a la sangre
causa secrecion rapida de insulina que, a su vez, determina la captacion inmediata, el
almacenamiento y el uso de la glucosa por casi todos los tejidos del organismo, en especial por el

higado, musculos y tejido adiposo.”’
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2.4.3 Funcion de la insulina en el intercambio del metabolismo entre hidratos de carbono y

lipidos

La insulina fomenta la utilizacion de hidratos de carbono para obtener energia, a la vez que suprime
la utilizacion de grasas. A la inversa, la falta de insulina hace que se utilicen sobre todo grasas con
exclusion de la glucosa, salvo en el tejido cerebral.

Mais aln, la principal sefial que regula este mecanismo de intercambio es la concentracion
sanguinea de glucosa. 2%

Cuando esta concentracion es baja, se suprime la secrecion de insulina y se emplean grasas casi
exclusivamente para obtener energia en todos los organos, salvo el encéfalo; cuando se eleva la
concentracion de glucosa, se estimula la secrecion de insulina y se utilizan hidratos de carbono en
vez de grasas hasta que el exceso de glucosa en sangre se almacena en forma de glucégeno hepatico
o muscular.

Por tanto, una de las funciones importantes de la insulina en el cuerpo consiste en regular cudl de

estos dos principios se emplea en un momento u otro para obtener energia.”*"!

2.5 DIABETES MELLITUS

2.5.1 Definicién

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica del metabolismo en la que el sujeto que la padece
tiene alteraciones del metabolismo de hidratos de carbono, grasas y proteinas, junto con una relativa
o absoluta deficiencia en la secrecion de insulina y con grados variables de resistencia a ésta.”

Las manifestaciones clinicas clasicas de la diabetes mellitus, la poliuria, la polidipsia y la polifagia,
son consecuencia de la hiperglucemia, mientras que las manifestaciones cronicas que afectan a la
mayor parte de los pacientes son el resultado del metabolismo anormal tanto de la glucosa como de

los lipidos y proteinas.”*”
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2.5.2 Clasificacion

La diabetes mellitus se subdivide en cuatro grupos diferentes. La tipo 1 y la tipo 2 son las formas
clinicas mas frecuentes en el mundo occidental, mientras la relacionada con desnutricion (tercer
grupo) es la forma clinica predominante en parte de Asia, Africa y el Caribe. El cuarto grupo
comprende otras entidades que, en contraste con la diabetes primaria o esencial, son secundarias o

asociadas a ciertos sindromes genéticos raros.”*>%*

2.5.3 Epidemiologia de la diabetes en México

En las tltimas cinco décadas se ha observado en México un aumento progresivo en la prevalencia
de la diabetes tipo 2 y en la tasa de mortalidad atribuible a esta enfermedad.”

Las complicaciones cronicas de la diabetes también ocupan un lugar importante y creciente entre las
causas de atenciéon médica. En México, la diabetes es la causa mas frecuente de ceguera en adultos,
de amputaciones no debidas a traumatismo y de insuficiencia renal cronica terminal. Es cada vez
mas evidente que en México estd ocurriendo un fendomeno de transicion epidemiologica, que
consiste en el aumento en la prevalencia y, por tanto, en las tasas de morbilidad y mortalidad de las
enfermedades cronicas y/o degenerativas a expensas de una reduccion en la frecuencia de las
enfermedades infecciosas.”*"

La causa principal de este fendémeno es el cambio en el estilo de vida de la poblacion, especialmente
en los grupos que emigran de las 4reas rurales a las urbanas.”**>

Estos individuos cambian su alimentacion tradicional, apenas suficiente para cubrir sus necesidades
energéticas diarias, por una alimentacién de tal composicion y contenido caldrico que favorece
tanto el desarrollo de obesidad, como el de resistencia a la insulina y dislipidemia.”***

En un individuo, la resistencia a la insulina puede ser heredada y tiene, en este caso, una causa
completamente genética, o puede ser adquirida durante la vida, o bien, como una tercera situacion y
probablemente la mas frecuente, puede tener un componente heredado y otro adquirido.?

La resistencia a la insulina puede adquirirse como consecuencia de la obesidad, especialmente de la
obesidad central abdominal o visceral, o directamente de cambios dietéticos especificos, como son
el aumento en el consumo de 4cidos grasos saturados y de hidratos de carbono refinados.”

La disminuciéon en el trabajo muscular por menor actividad fisica también afecta en forma

significativa la sensibilidad a la insulina. La resistencia a la insulina que tiene por consecuencia,
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una demanda excesiva de trabajo a las células beta del pancreas y, por lo tanto, hiperinsulinemia,
suele preceder por afios el desarrollo de la diabetes. En algunos individuos el pancreas, por alguna
deficiencia genética, es incapaz de mantener una respuesta adecuada a la demanda aumentada de
trabajo impuesta por la resistencia a la insulina, y cuando ésto ocurre aparece primero la
intolerancia a la glucosa y luego la diabetes. Es de esta forma como los cambios en la alimentacion
y actividad fisica de manera directa e indirectamente a través de cambios en la composicion
corporal, favorecen la aparicion de diabetes en sujetos genéticamente susceptibles.

La prevalencia y mortalidad por diabetes son altas y han ido aumentando en las ultimas décadas, la
mayoria de los individuos afectados estan actualmente en la edad mas productiva de su vida. La
frecuencia de diabetes en personas jovenes es relativamente alta y se puede esperar un largo tiempo
de exposicién a factores de riesgo para desarrollar complicaciones cronicas. Puesto que la pirdmide
de la poblacion en México tiene una base muy amplia y esta poblacion envejece gradualmente, se
puede esperar que la cantidad de personas con diabetes aumente en el futuro ain cuando se

mantengan constantes las tasas de prevalencia por grupo de edad.”
2.5.4 Diabetes Mellitus Tipo 1

La Diabetes tipo 1 se caracteriza por destruccion de las células B pancreaticas, que se traduce en un
déficit absoluto de insulina y dependencia vital a la insulina exdgena. Se presenta a cualquier edad,
pero su mayor incidencia se observa en menores de 15 afios, con mayor frecuencia en edad

preescolar y especialmente prepuberal.*’

2.5.5 Diabetes Mellitus Tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 representa a casi 90% de todos los diabéticos del mundo occidental.
También tiene bases genéticas que se expresan por una mayor ocurrencia familiar. Los factores
ambientales y el estilo de vida influyen con fuerza en el desencadenamiento y evolucion de la
enfermedad. Los pacientes con este padecimiento y “sobrepeso” se subclasifican como obesos. La
obesidad puede cursar ademds con resistencia a la insulina, factor importante en la patogenia de la
mayoria de pacientes con este tipo de diabetes. La hiperglucemia en ayunas y la curva de tolerancia
a la glucosa suelen mejorar al corregir el “peso”. En la mayoria de pacientes el diagndstico se

efecttia en la edad media de la vida.?°
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2.5.6 Accion deficiente del receptor de insulina

La diabetes mellitus tipo 2 muestra tanto un defecto en la secrecion de insulina como una deficiente
accion de la insulina a nivel tisular (en su receptor). En la patogenia de la diabetes tipo 2 también
parecen intervenir la produccion de glucosa por el higado, el metabolismo intermedio de las grasas
y la secrecion de las hormonas contrareguladoras, como el glucagdon. Aunque los niveles basales de
insulina en los pacientes con diabetes tipo 2 pueden parecer normales o altos cuando se les compara
con los de individuos sanos, la funcién de su receptor muestra una respuesta insuficiente ante
niveles especificos de glucosa, tanto en la secrecion basal como en la secrecion estimada, lo cual

refleja una reduccion de la capacidad secretora de las células beta.”*?>°

2.6 RINON
2.6.1 Estructura del rifidon
2.6.1.1 Anatomia macroscépica

Los rifiones en el humano son drganos pares, ubicados fuera de la cavidad peritoneal, en la pared
abdominal posterior, uno a cada lado de la columna vertebral. El borde interno del rifion tiene una
profunda escotadura (Ilamada hilio) a través del cual pasan los vasos y nervios renales y en la cual
esté situada la continuacion del extremo superior del uréter y la pelvis renal *>*"

El borde externo de la pelvis renal es convexo y se divide para formar los célices mayores, cada uno
de los cuales se divide a su vez en varios calices menores. Cada uno de éstos, esta dispuesto en
forma de taza alrededor del 4pice saliente de una masa de tejido en forma de cono a la que se llama
piramide renal.*>*7"®

Cuando se corta el rindn de arriba a abajo, se le ve dividido en dos regiones principales: Una
médula renal, interna y una corteza renal, externa. La médula se compone de un cierto nimero de

piramides renales, los &pices, los cuales salen de las calices menores. Cada piramide de la médula

forma un unico l6bulo (Fig. 2.4).
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Se pueden distinguir caracteristicas adicionales: 1) La corteza tiene una apariencia granular que
falta en la médula; 2) Cada piramide medular estd dividida en una zona externa (adyacente a la
corteza) y en una interna, que incluye el extremo apical, llamada papila.

2.6.1.2 Anatomia microscépica del rifién

Nefrona

En el humano, cada rifiéon esta formado por aproximadamente un millon de diminutas unidades,

llamadas nefronas (Fig. 2.5).

Corteza
Columna renal
Expansién medular
Céliz menor Papila

Caéliz mayor
Pelvis

Arteria

ia renal
interlobulillar Arteria

Arteria

Glomérulo interlobular

cortical

Glomérulo
yuxtamedular

Fig. 2.4 Seccién de un rifion humano %

La funcion bésica de la nefrona es limpiar el plasma sanguineo de sustancias de desecho a medida
que pasa por los rifiones. Dentro de esas sustancias que deben ser eliminadas se encuentran
productos terminales del metabolismo, como urea, creatinina, acido urico y uratos. Ademas otras

. . . . c 4, . 22.99-
sustancias como los iones sodio, potasio, cloruro e hidrégeno, los cuales tienden a acumularse.”™

103

Cada una de las nefronas consta de un “componente de filtracion” llamado glomérulo y un tdbulo

que se extiende a partir del glomérulo.
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Tipos de nefronas

Las nefronas se clasifican de acuerdo con la localizacion del glomérulo en la corteza, en dos
poblaciones generales: corticales y yuxtamedulares (Fig. 2.6). El 85% corresponde a las corticales y
el 15%, a las medulares. La diferencia anatomica principal entre los grupos de nefronas, es la

longitud del asa de Henle, lo que a su vez determina diferencias funcionales.

Nefronas corticales

Los glomérulos de las nefronas corticales estan ubicados en la parte mas externa de la corteza. Son
mas pequenos y se han formado mas tardiamente. La longitud de las asas de Henle es corta
penetrando solamente hasta la porcion mas externa de la medula renal. Las asas de algunas nefronas

corticales pueden carecer de segmentos delgados; el resto tiene segmentos delgados cortos.

Nefronas yuxtamedulares
Los glomérulos de las nefronas yuxtamedulares estan ubicados en la region mas profunda de la
corteza. Las asas de Henle de estas nefronas son muy largas a expensas de los segmentos delgados

ascendentes y descendentes. Se extienden hacia la region medular interna y algunas llegan hasta los

extremos de las papilas. Son del 10 al 15 % .'%*!%
Nefrona cortical
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Fig. 2.5 Nefrona y partes que la componen * Fig. 2.6 Diferencias entre una nefrona

cortical y una yuxtamedular'%®
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El glomérulo

Consiste en un complejo manojo de asas capilares interconectadas (los capilares glomerulares), y
una céapsula hueca, aproximadamente esférica (la capsula de Bowman), dentro de la cual sobresale
el manojo capilar (Fig. 2.7). La parte de la capsula de Bowman en contacto con los capilares
glomerulares es empujada hacia adentro, pero no hace contacto con el lado opuesto de la misma; en
consecuencia existe un espacio (el espacio de Bowman) entre ambas caras de la cépsula, y, hacia el
interior de este espacio filtra el liquido desde los capilares glomerulares, a través de las membranas
superpuestas del propio capilar y de la capsula de Bowman.

Esta barrera para la filtracion esta formada por tres capas: 1) El endotelio capilar, 2) la membrana
basal y 3) la capa tnica de células del epitelio capsular (Fig. 2.7). La primera capa, la de células
endoteliales de los capilares, estd ampliamente fenestrada por poros. La membrana basal es una
malla sin células, relativamente homogénea, formada por glucoproteinas y mucopilisacaridos. Las
células epiteliales en esta region del glomérulo son bastante diferentes de las relativamente
sencillas, células aplanadas del resto de la capsula y se llaman podocitos; tienen una estructura poco
comun, ya que presentan un gran nimero de extensiones o pies, que estan clavados en la membrana
basal, y tienen un alto grado de interdigitacion entre los pies de podocitos adyacentes.

Existen hendiduras o resquicios entre los pies adyacentes, que constituyen los caminos a través de
los cuales el filtrado pasa al interior del espacio de Bowman. No obstante, por dos razones, estas
hendiduras no ofrecen vias de pasaje completamente abiertas: 1) Los procesos en forma de pie estan
cubiertos por una espesa capa de sustancias extracelulares (glucosialoproteinas), que cierran
parcialmente las hendiduras. 2) Hay diafragmas extremadamente delgados que forman puentes entre
las hendiduras en la superficie de la membrana basal. La importancia funcional de esta disposicion
anatomica es la siguiente: La sangre estd separada del espacio de Bowman so6lo por un finisimo
conjunto de membranas, que permiten la filtracion del liquido desde los capilares hasta dicho
espacio. La capsula de Bowman se conecta al lado opuesto del manojo de capilares glomerulares
con la primera posicion del tubulo, hacia el cual fluye el liquido filtrado. Existe un tercer tipo
celular, las células del mesangio, que se encuentran en la parte central del ovillo glomerular, entre
las asas capilares y junto a ellas. Algunas de las células del mesangio glomerular actian como
fagocitos, mientras que otras contienen un gran numero de miofilamentos y son capaces de

contraerse en respuesta a diversos estimulos.
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Fig. 2.7 Anatomia del glomérulo *

A. Anatomia del glomérulo. B. Corte transversal de las membranas glomerulares: EU=Espacio
“urinario”(de Bowman), E=procesos en forma de pie del epitelio, MBG= membranas basales
glomerulares, END =endotelio capilar, Cap = luz de los capilares. C. Microfotografia
electronica de barrido de los podocitos que cubren las asas capilares glomerulares, vista desde
el interior del espacio de Bowman

Tuabulo

A lo largo de todo su trayecto, el tibulo se compone de una sola capa de células epiteliales que
descansan sobre una membrana basal. La estructura de estas células epiteliales varia
considerablemente de segmento en segmento, pero tiene una caracteristica en comun: La presencia
de uniones muy apretadas entre células adyacentes.

Tubulo proximal

Es el segmento del tubulo que drena la cédpsula de Bowman. Tiene una parte contorneada, seguido

de una parte relativamente recta que desciende hasta la médula (Fig. 2.5).
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Asa de Henle

Es un tubo con forma de horquilla (similar a la letra "U") ubicado en las nefronas. Es la porcion de
la nefrona que conduce desde el tubulo contorneado proximal hasta el tubulo contorneado distal

(Fig. 2.5).

Tubulo contorneado distal

Es una zona de transicion entre la rama ascendente gruesa del asa de Henle y el sistema colector. Su
primera porcion es el tabulo contorneado distal enrollado sobre si mismo, seguido por el segmento
conector (o tubulo conector) y después por la porcion inicial del tabulo colector (Fig. 2.5).

Desde el glomérulo hasta el final del tibulo colector inicial, cada uno del millén de tabulos esta
completamente separado de los otros. Multiples tibulos colectores iniciales procedentes de nefronas
separadas se juntan para formar tiibulos colectores corticales, los que entonces tuercen hacia abajo
para entrar a la médula. En este trayecto se les llama tubos colectores medulares y finalmente se

. 1 - 98,107-111
vacian en uno de los calices de la pelvis renal.”™

2.6.2 Funcion renal

Las funciones del rifidén son la secrecion de hormonas y homeostasis extracelular, encaminadas a la
formacion de la orina y eliminacion contenida en ella de los productos de desecho del metabolismo
como la urea nitrogeno, cloruros, fésforo, amonio, creatinina y acido urico. A su vez, los propositos

generales que involucra la funcién renal se describe en:

o Control de los liquidos corporales para la eliminacion o absorcion de agua de la sangre, y asi
regular la presion arterial.

e Regulacion del pH sanguineo y corporal.

e Regulacion de la presion osmdtica sanguinea, controlando la eliminacion de sales minerales

contenida en ella y asi regular también la presion arterial.
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Los rifiones reciben una gran cantidad de sangre que, a diferencia de otros 6rganos, entra y sale del
corpusculo glomerular por arteriolas (arterias muy pequefias) en lugar de entrar por arteriolas y salir
por vénulas, pasa a los capilares que estan alrededor de los tiibulos y regresa por venas.

En el rifidon se consideran tres procesos: filtracion, resorcion y excrecion. Cuando la sangre entra al
glomérulo se filtra; los elementos figurados y las proteinas no pueden, por su tamafo, atravesar el
“filtro capilar” del glomérulo; después los tubulos reabsorben en forma selectiva agua, glucosa,
aminoacidos, Na', K', Ca", CI, y HCOj;™ regresdndolos posteriormente a la sangre.

A través de la nefrona se excretan sustancias como el K', ion hidrégeno, amoniaco, creatinina, entre
otras, basicamente para controlar la hidratacion y el pH de la sangre.

La cantidad y la calidad de orina son variables, normalmente se elimina entre un litro y litro medio
en 24 horas.

La orina es normalmente de aspecto claro, de color amarillo y de olor caracteristico, su pH oscila
entre 5 y 7.8. La orina est4d formada por agua, sustancias organicas como la urea, el acido urico, el
acido hipurico, creatinina, las purinas y el amoniaco y sustancias inorganicas como los cloruros,
sulfatos y fosfatos de sodio, potasio, magnesio y calcio.

En condiciones anormales puede contener albimina, glucosa, hemoglobina, pigmentos biliares, pus,
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cilindros, célculos, o microorganismos.

2.6.3 Insuficiencia renal

La insuficiencia renal (o fallo renal) es la condicién que se produce por el dafio permanente e
irreversible de la funcion de los rifiones. Clinicamente, ésto se manifiesta en una creatinina del
suero elevada. La diabetes es la causa mas frecuente de insuficiencia renal, y constituye mas del
40% de los casos nuevos. Incluso cuando los medicamentos y la dieta pueden controlar la diabetes,

la enfermedad puede conducir a nefropatia e insuficiencia renal.' "

2.6.4 Nefropatia diabética

La nefropatia diabética es una complicacion vascular cronica, especifica de la diabetes, en la que se
afecta la microcirculacion renal y se originan una serie de alteraciones funcionales y estructurales a

nivel glomerular, aunque también pueden afectarse los tubulos renales. El
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sindrome clinico se caracteriza por proteinuria persistente, Hipertension arterial y deterioro

- - 113
progresivo de las funciones renales.

Clasificacion:
Se divide clasicamente en cinco estadios que son:

1) Hiperfiltracion y renomegalia, 2) lesiones tempranas, 3) diabetes incipiente con nefropatia:
estado de microalbuminuria, 4) nefropatia clinica: proteinuria y disminucion del filtrado

glomerular y 5) enfermedad renal terminal.

También puede dividirse en fase preclinica y fase clinica.

a) Fase preclinica

La nefropatia diabética es una enfermedad que, en sus primeras etapas, se desarrolla en forma

silenciosa y por ello se denomina fase preclinica.

Filtracion glomerular

A pesar de que en fases tempranas de la enfermedad se puede encontrar un aumento en la filtracion
glomerular, no se relaciona con manifestaciones clinicas. El aumento de la filtraciéon glomerular es
condicionado por alteraciones en la hemodinamica renal y, en comparacion con sujetos normales,
es de entre el 20 al 50 % y generalmente relacionada con el descontrol metabolico. Existe también

aumento en el tamafio renal.'"

Microalbuminuria

Se acepta que la deteccion de proteinuria marca el inicio de la nefropatia diabética, aunque se
requiere la realizacion de estudios mas tempranos para determinar la afeccion renal y establecer el
pronostico. Asi, en los estadios tempranos de la nefropatia diabética, se utiliza la determinacion de

microalbuminuria como predictor de dafio renal.
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Alteraciones de la funcién tubular

Las alteraciones en la funcidon tubular pueden aumentar la reabsorcion de glucosa y sodio y

disminuir la absorcion de fésforo.

b) Fase clinica

Se inicia practicamente con la presencia de proteinas en orina. La disminucion de la filtracion
glomerular esta condicionada por cambios hemodinamicos, en parte por disminucion del flujo
plasmatico, sin cambios en la presion oncoética sistémica. Ademads existen cambios en el coeficiente
de filtracion por disminucion en areas de superficie de filtracion como consecuencia de la expansion
del mesangio. Esta presente también un aumento del gradiente de presion hidraulica transcapilar
que incrementa la presion glomerular y obliga a la adaptaciéon de la nefrona. Todo esto ocurre

cuando predomina el mal control metabdlico.

Proteinuria

Inicialmente la proteinuria es inconstante, aunque después se hace mas evidente y puede alcanzar

niveles o rangos nefroticos. Existen varios factores que explican la presencia de proteinuria.

1) Existe un defecto en la selectividad del tamafio y alteraciones de la permeabilidad del
glomérulo. El primero es dado por una poblacion de poros grandes, con poca selectividad,
que determina el aumento de la fraccion de filtracion para moléculas mayores de 46
Angstroms; esto permite el paso de proteinas plasmaticas grandes a la orina. El trastorno es
secundario también al desprendimiento de células epiteliales y los defectos consecuentes de
la membrana basal.

2) La permeabilidad y selectividad se modifican por una disminucion de las cargas negativas
de la pared capilar glomerular y una reduccion del 4cido sialico y del sulfato de heparan, que
son dos de los principales componentes de la barrera. También influye en esas alteraciones

de gradiente de presion hidrostatica transcapilar la glucosilacion de las proteinas circulantes.
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Hipertension arterial

La hipertension forma parte del cuadro clinico de la nefropatia diabética y aunque puede ser de leve
a moderada en fases iniciales, su comportamiento se altera a largo plazo por la presencia de la
proteinuria. Los antecedentes de hipertension arterial esencial en familiares de pacientes diabéticos
son un factor de riesgo para desarrollar hipertension arterial en forma temprana. Un factor
coadyuvante es el mal manejo del sodio que condiciona expansion del volumen extracelular o

aumento del volumen plasmatico, lo que se puede explicar por dos factores.

1) El aumento de glucosa intersticial ejerce una fuerza osmotica que atrae liquido intracelular
hacia el espacio extracelular, aumentando con ello el volumen plasmético y condicionando
aumento del gasto cardiaco.

2) El aumento de volumen del liquido extracelular es secundario al aumento en la absorcion de
sodio en el rindén debido al mayor transporte de glucosa y a los niveles elevados de insulina

que pueden serlo, més aun si existe resistencia a la insulina.”
Sindrome nefratico

Este sindrome se puede presentar en 5 a 10% de los pacientes y consiste en hipoalbuminemia,

hipercolesterolemia, proteinuria de 3.5g/24h, edema e hipertension arterial.
Hematuria

La hematuria microscopica con o sin cilindros eritrocitarios, es parte del diagnodstico de la
nefropatia diabética. Su frecuencia varia entre el 12 y el 30%. Puede existir una enfermedad

agregada que provoque hematuria, por lo que su presencia requiere valoracion cuidadosa.
Disminucion de la funcion renal

Los pacientes con diagnostico de nefropatia diabética pueden llegar al estadio renal terminal
rapidamente, aunque esto difiere en cada paciente, y asi el promedio de disminucion de la filtracion

glomerular en pacientes sin tratamiento puede ser de ImL/min/mes o de 10 a 15 mL/min/afio.'"
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2.7 MODELO ANIMAL (RATA ZUCKER)

La rata Zucker es uno de los modelos de obesidad heredable, con caracter autosémico recesivo y ha
sido ampliamente utilizado como modelo experimental de obesidad por la modificacion genética
que presenta. Fue descrito en 1961 por Zucker y Zucker''* que lo obtuvieron por el cruce de ratas
Sherman con Merck Stock M. La obesidad se manifiesta unicamente en los animales homocigotos
(fa/fa) mientras que los heterocigotos (Fa/fa) tienen fenotipo normal. En las cuatro o cinco primeras
semanas de vida las ratas homocigotas y heterocigotas son fenotipicamente indistinguibles, pero a
partir de ese momento se instaura la obesidad en las homocigotas. Después y a lo largo de toda la
vida, la ganancia de “peso” sera siempre mayor en las ratas homocigotas, y el incremento de “peso”
regular y mantenido. La acumulacion de grasa es tanto intra-abdominal como subcutanea, llegando
a alcanzar grados de obesidad extremos. Este modelo de obesidad se manifiesta con hiperfagia,
hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia-hipercolesterolemia, con hepatomegalia, aumento de la
actividad de la enzima lipoproteina-lipasa (LPL) y de los niveles circulantes de acidos grasos libres
y apariencia lactica del suero.'"

En este modelo animal, el defecto genético radica en el gen que codifica para el receptor de la
leptina, hormona adipocitaria que controla el “peso” corporal y se interrelaciona estrechamente con
la secrecion y la accion de la insulina periférica. Por otro lado, la variante Leprdb (Leptin Receptor),
se caracteriza por una resistencia a la accion de la leptina (Fig. 2.8).

Las caracteristicas mas destacables de este modelo de obesidad son el aumento de la eficacia
metabolica en la utilizacion de sustratos, con disminuciéon en la termogénesis postprandial a
expensas de la grasa (dependiente del tono simpatico, que estd disminuido y de la secrecion de
insulina); la resistencia a la insulina en el musculo esquelético, pero no en el tejido graso e higado,
lo que causa hiperinsulinismo con aumento de la lipogénesis y de la actividad de la lipoproteina
lipasa tisular, la hiperfagia, que probablemente es secundaria al hiperinsulinismo, y la falta de
sensibilidad a las sefales de saciedad postprandial, en la que probablemente intervienen varios
neuropéptidos hipotalamicos, y que se presenta como la posibilidad mas probable de explicar la
alteracién primaria heredable causante de la obesidad.''®'"®

Por otro lado, se ha detectado una disminuciéon importante a la colecistocinina (CCK) que es
producida en duodeno y yeyuno en respuesta a la presencia de acidos grasos libres en la luz
intestinal y que no solo induce la secrecion biliar para emulsionar y digerir la grasa, sino que

ademads interviene de forma importante a nivel hipotaldmico sobre el centro de la saciedad y
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disminuye la ingestion de alimentos.''® El neuropéptido Y (NPY, 36 aa) parece estar muy
relacionado con la conducta alimentaria. Los niveles de NPY hipotalamicos en ratas Zucker obesas
son anormalmente altos, simulando un estado de ayuno permanente.

La expresion del NPY es dependiente de insulina y glucocorticoides. Esto hace improbable que el
defecto genético primario que produce la obesidad en la rata Zucker se localice en el gen del

NPY.'P

Fig. 2.8 Modelo de obesidad genético: Rata Zucker'?
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2.8 LALEPTINAY SU RECEPTOR

La leptina es un polipéptido de 167 aminoacidos sintetizado principalmente en los adipocitos, y
actlia en la red neural hipotalamica, donde regula el apetito y el balance energético.

Una vez que se procesa proteoliticamente y es eliminado el péptido sefial, la leptina es secretada a la
sangre donde circula en forma libre o unida a proteinas transpotadoras. La secrecion de leptina por
el tejido adiposo es proporcional al tamafo y el nimero de adipocitos. Esta hormona participa en la
regulacion de la masa corporal suprimiendo el apetito y estimulando el gasto energético, tanto en
humanos como en roedores. Los efectos de la leptina son mediados por receptores de membrana
especificos localizados en diversos tejidos. En concreto, el hipotalamo constituye el principal lugar
de accion de la leptina.

Su descripcion aportd un importante avance en el conocimiento de los mecanismos que regulan el
balance energético. La disminuciéon de los depdsitos adiposos origina un descenso del gasto

energético. El aumento del tejido graso tendria un efecto contrario (Fig. 2.9).

o _ | | =

et b e
4‘_'__'___'_'_ _‘_\__‘_‘_5-
” Tejido adiposo . .

| @v

[ Descenso de leptina ‘ | Aumento de leptina

Fig. 2.9 Balance energético. Papel de la leptina como sefial aferente’

La grasa corporal explica aproximadamente el 50-60% de la variabilidad de los niveles de leptina.
También se regula por otros factores, como la edad, el sexo (superiores en mujeres) y el estatus
hormonal (fundamentalmente en relacion con la insulina) y de citocinas.

Estudios en animales y en humanos observaron cémo la deficiencia de leptina, o bien de su
receptor, originaban hiperfagia y obesidad. El tratamiento con leptina en sujetos deficientes es
capaz de disminuir la ingestion y el “peso” corporal y de normalizar las alteraciones hormonales e

inmunolégicas.’
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El papel de la leptina en la patogénesis de la obesidad puede estar relacionado con los niveles de
hormona circulante. El aumento observado de la concentracién plasmatica de leptina en pacientes
obesos sugiere que la obesidad humana es un fendmeno de resistencia a la accion de la leptina y no
de deficiencia de leptina. En general los animales obesos poseen niveles mucho mas altos de leptina
que los animales normales (a excepcion de los ratones con genotipo ob/ob). Este dato indica que
estas formas de obesidad estan asociadas con resistencia a la leptina.’

El fendomeno de resistencia a la leptina ha sido observado también en ratones en los cuales la
obesidad ha sido inducida por variaciones del régimen alimentario, sugiriendo de tal manera que los

factores ambientales pueden modular la sensibilidad a la leptina.
2.8.1 Receptor de leptina

Este receptor, compuesto por un unico dominio transmembrana, pertenece a la familia de los
receptores de citocinas. El modelo animal empleado inicialmente para su estudio es el raton db/db,
cuya mutacién se transmite siguiendo un patrén autosdémico recesivo y genera ratones obesos, con
desarrollo precoz de diabetes mellitus y concentraciones plasmaticas elevadas de colesterol,
triglicéridos y leptina. Hasta el momento solamente se conocen en humanos casos, en que presentan
un receptor truncado, con ausencia de porciones transmembrana e intracelular que tenia como
resultado la presencia de hiperfagia, obesidad e hipogonadismo. También se han comunicado

. . . . 9
diversos polimorfismos en este receptor, aunque con escasa prevalencia en pacientes obesos.

2.9 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

La determinacion de los niveles de colesterol y triglicéridos en sangre, asi como en el tejido renal,

pueden indicar importantes alteraciones en el metabolismo de los lipidos
2.9.1 Colesterol

El colesterol es un esterol (lipido) que se encuentra en los tejidos corporales y en el plasma
sanguineo. Es imprescindible para la vida humana por sus numerosas funciones; entre las cuales se

pueden encontrar; la funcion estructural, precursor de la vitamina D, precursor de las
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hormonas sexuales, precursor de las hormonas corticoesteroidales, precursor de las sales biliares. El
colesterol es transportado en el plasma por via de las lipoproteinas, los llamados complejos entre los
lipidos y las apolipoproteinas. Existen cuatro clases de lipoproteinas: Lipoproteinas de alta densidad
(HDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y
quilomicrones. Mientras el LDL estd involucrado en el transporte del colesterol a las células
periféricas, el HDL es el responsable de la captacion del colesterol desde las células.'!

Actualmente se ha determinado que el colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad (LDL)
estd relacionado con la patogenia de la ateroesclerosis. Niveles elevados de colesterol LDL
incrementan el riesgo de sufrir eventos cardiovasculares. Por lo anterior, es importante llevar a cabo

la determinacion de este parametro.

2.9.2 Triglicéridos

Otro tipo de lipidos importantes son los triglicéridos, formados por una molécula de glicerol, que
tiene esterificados en la posicion de sus tres grupos hidroxilo, tres acidos grasos que pueden ser
saturados o insaturados.

La sintesis de triglicéridos tiene lugar en el reticulo endopldsmico de casi todas las células del
organismo, pero es en el higado, en particular en sus células parenquimatosas, los hepatocitos y en
el tejido adiposo (adipocitos) donde este proceso es mas activo y de mayor relevancia metabolica.
Mas del 90% de los triglicéridos provienen de la dieta y constituyen cerca del 95% de la grasa
almacenada en los tejidos. Debido a que son insolubles en agua, constituyen el principal éster de
glicerol plasmatico. Normalmente se almacenan en el tejido adiposo en forma de glicerol, acidos
grasos y monoglicéridos, y en el higado se vuelven a convertir en triglicéridos.

Los niveles elevados de triglicéridos se podrian deber a una condicion médica como la diabetes, el
hipotiroidismo, una enfermedad renal o una enfermedad hepéatica. Las causas de niveles elevados de
triglicéridos relacionadas con la dieta podrian incluir la obesidad y el consumo elevado de grasas.
La determinacion de este parametro es importante debido a que el aumento de triglicéridos en la
sangre conocido como hipertrigliceridemia, es un factor de riesgo cardiovascular.'?!

El metabolismo renal de lipidos en forma muy reciente se ha relacionado con el dafio renal en

diabetes mellitus en modelos animales. Esto puede ocasionar resistencia a la insulina, y por lo

44



. . . . 121 : :
tanto, un incremento de los niveles de insulina y glucosa en sangre. = Para determinar alteraciones
de la funcion renal se lleva a cabo la evaluacion de parametros bioquimicos en suero y orina, tales

como, creatinina y nitrégeno ureico en sangre (BUN).
2.9.3 Creatinina

La creatinina es una molécula de desecho que se genera a partir del metabolismo muscular.
Proviene de la creatina que se sintetiza sobre todo en el higado a partir de arginina, lisina y
metionina. Luego es transportada a otro tejido, como el musculo, donde se convierte en
fosfocreatina, que sirve como una fuente alta de energia. El fosfato de creatina pierde &cido
fosforico y la creatina pierde agua para formar creatinina, que pasa hacia el plasma, la creatinina se
libera hacia la circulacion a una tasa relativamente constante, siempre y cuando la masa muscular
permanezca igual; el contenido proteinico de la dieta afecta la concentracion plasmatica. Cualquier
alteracion en la funcidn renal reduce la excrecion de creatinina, con lo que se eleva en la sangre, por

, .. .. . . . ., . . . 122
ésto la creatinina puede ser indicativa de una posible disfuncion o insuficiencia renal.

2.9.4 Nitrdégeno ureico en sangre (BUN, por sus siglas en inglés, blood ureic nitrogen)

El examen de nitrégeno ureico en la sangre (BUN) es una prueba que se utiliza primordialmente
para evaluar el funcionamiento renal. La urea se forma en el higado como producto final del
metabolismo (o degradacion) de las proteinas. Durante la digestion, la proteina se descompone en
aminoacidos, los cuales contienen nitrogeno y al ser metabolizados se separa el NH4" (i6n amonio)
del resto de la molécula que se utiliza para producir energia u otras sustancias que necesite la célula.
El amoniaco se combina con otras moléculas pequenas para producir urea, la que luego se secreta
en la sangre y se excreta en la orina por medio de los rifiones. La mayoria de las enfermedades
renales afectan la excrecion de urea y creatinina; de tal manera que los niveles de BUN en la sangre

aumentan. 122
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CAPITULO 3

DISENO EXPERIMENTAL

Para esta investigacion se trabajo en forma coordinada con otro grupo de investigacion empleando

los mismos animales modelo de acuerdo con el disefio experimental mostrado a continuacion.

48 ratas Zucker

fa/fa

n = 8 ratas en cada grupo

macho provenientes de Harlan, EE.UU.

123

C20 ] S20 C30 S30 C45 S45
Caseina 20% Soya 20% Caseina 30% Soya 30% Caseina 45% Soya 45%
i ———
Masa inicial = 170 g
I I
I I
0 Dias 55 Dias

Analisis de la
funcidn renal

basal

Registro de ganancia de
“peso” (cada tercer dia)
y consumo de alimento

(diario)

Sacrificio por decapitacion

Determinaciones de glucosa e insulina

€n sucro sanguineo

Determinacion de lipidos en suero y

en el tejido renal

Determinaciones del analisis de la

funcidn renal
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3.1 Diagrama de flujo

A continuacion se presenta un diagrama de bloques con la metodologia seguida:

Disefio y elaboracion de las dietas en donde se vari6 la
concentracion y tipo de proteina

A

Alimentacion de los animales con los diferentes
tratamientos dietarios durante 55 dias

v

Registro diario de ingestion de alimento.
Registro de ganancia de peso 3 veces por semana en un
lapso de 55 dias

Dia 0

\ 4

Obtencion de orinas basales
para determinar la funcion
renal mediante una prueba de
creatinina

Dia 55

I

Sacrificio de los animales por
decapitacion y obtencion del
tejido renal y sangre

suero sanguineo

renal

e Determinacion de la concentracion de glucosa e insulina en

e Determinacion de lipidos en suero sanguineo y en el tejido

e Analisis de la funcion renal mediante la determinacion de
creatinina y nitrégeno ureico en sangre (BUN)
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3.2 Modelo animal y tratamientos dietarios

Se utilizaron 48 ratas Zucker™®

(cepa origen) macho de 4 a 5 semanas de edad provenientes de
Harlan, EEUU y se mantuvieron en el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutriciéon Salvador Zubiran. Los animales estuvieron en jaulas individuales con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas con libre acceso a la dieta y al agua. Las ratas se dividieron en 6 grupos
de 8 ratas cada uno, como se muestra a continuacion:

Tabla 3.1 Dietas administradas a las ratas Zucker

GRUPO DIETA
1 20 % de proteina de caseina (C20)
2 20 % de proteina de soya  (S20)
3 30% de proteina de caseina (C30)
4 30 % de proteina de soya (S30)
5 45 % de proteina de caseina (C45)
6 45 % de proteina de soya  (S45)

3.3 Alimentacion

Las dietas balanceadas estaban basadas en las recomendaciones reportadas por el Instituto
Americano de Nutricién'** (American Institute of Nutrition, 1993) sobre los requerimientos
nutricionales de las ratas de laboratorio, incluyendo vitaminas y nutrimentos inorganicos (Tablas
3.2 y 3.3). Las dietas se administraron de manera oral, empleando comederos individuales de
acero inoxidable con tapadera con una capacidad de 200 g. Con estas dietas se cubrieron los
requerimientos de proteinas de las ratas en base a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-
1999'% (Tabla 3.4). Los animales durante toda la experimentacién tuvieron libre acceso al agua y

al alimento.
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Tabla 3.2 Mezcla de nutrimentos inorganicos (g/kg) de marca Harlan Teklad (Madison,

Wisconsin EEUU).

Calcio 5914
Fosforo 3.943
Potasio 4.929
Sodio 4.929
Cloro 7.607
Azufre 0.676
Magnesio 0.492
Yodo 0.0002
Hierro 0.052
Cobre 0.0311
Molibdeno | 0.0197
Zinc 0.0006
Floor | --—-----

Tabla 3.3 Mezcla de vitaminas (g/kg) de marca Harlan Teklad (Madison, Wisconsin, EEUU)

Acido nicotinico 3
Pantotenato de calcio 1.6
Piridoxina 0.7
Tiamina 0.6
Riboflavina 0.6
Acido folico 0.2
Biotina 0.02
Cianocobalamina 2.5
Acetato de DL a tocoferol | 15
Palmitato de vitamina A 0.8
Colecalciferol 0.2
Filoquinona (vitamina k) 0.075
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Caracteristicas de los tratamientos dietarios (soya y caseina):
e Libre de aditivos, drogas, hormonas, antibioticos, pesticidas y contaminantes.
e Dentro del periodo de caducidad.

e Almacenado en un lugar seco y ventilado en un contenedor especial.

AGUA: Se utiliz6 agua potable ligeramente acidificada, para prevenir el crecimiento de hongos.
Se colocd en bebederos individuales de vidrio con capacidad de 500 mL para administrarse las 24

horas. La cantidad mantenida en cada bebedero fue de 250 mL diariamente.

MANIOBRAS CONDUCTUALES: Los animales se habituaron al manejo, ya que cada tercer dia

se determinaba su peso. Se mantuvieron en jaulas individuales.

DURACION DEL ESTUDIO: El estudio tuvo una duracion de 55 dias, en el cual se registré cada

tercer dia la ganancia de “peso”, y diariamente el consumo de alimento.

MEDICIONES FISIOLOGICAS: Se determiné la ganancia de “peso” y el consumo de alimento
en los 6 grupos de estudio durante 55 dias experimentales. Los datos obtenidos se registraron en

un libro de bitacora (coloquialmente conocido como bitacora).

3.4 Métodos

3.4.1 Medicidn de “peso” e ingestion de alimento

Se determino la ganancia de “peso” y el consumo de alimento en los animales sujetos a diferentes
tratamientos dietarios, en un lapso de 55 dias. El incremento de “peso” se evalud cada tercer dia,

mientras que el consumo de alimento y las calorias ingeridas se determinaron diariamente.

Se registraron los datos de pesos y el consumo de alimento en bitacoras de laboratorio.
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Tabla 3.4 Formulacién de dietas

Ingredientes Dietal | Dieta | Dieta3 | Dieta4 | Dieta5 Dieta 6
20% | 20% | 30% 30% 45% 45%
Caseina | Soya | Caseina | Soya | Caseina Soya
g/ kg dieta

Proteina 220.7 | 232.5 331 348.8 496.6 523.2
Maltodextrina 132 132 132 132 132 132
Sacarosa 100 100 100 100 100 100
Celulosa 50 50 50 50 50 50
Almidon 385.6 |373.8 | 275.3 257.5 109.7 83.1
Aceite de soya 50 50 50 50 50 50
Minerales 50 50 50 50 50 50
Vitaminas 10 10 10 10 10 10
Citrato de colina 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7

Total 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Las calorias proporcionadas por cada uno de los tratamientos dietarios fue de 3.8 kcal/g de dieta,
por lo que las dietas son consideradas entre ellas como isocaldricas.

3.4.2 Recoleccion de orina

Al inicio y término del tratamiento experimental los animales fueron colocados en cajas
metabolicas con la finalidad de recolectar orina de 12 horas. Se realizd la determinacion de
creatinina.

3.4.3 Obtencion de muestras y tejidos

Al término de los 55 dias experimentales, los animales se sacrificaron por decapitacion, previa

inhalacion e inmovilizacion con CO,, Se recolecto la sangre en tubos con gel separador y activador

de la coagulacion para la determinacion de pardmetros bioquimicos (triglicéridos y
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colesterol). Se extrajeron los dos rifiones de cada animal y se registré el “peso”. Todos los tejidos

se mantuvieron en congelacion a -80°C.

3.4.4 Determinacion de parametros bioquimicos

La medicién de la concentracion de triglicéridos y colesterol en suero se llevd a cabo con la
finalidad de conocer el nivel de lipidos en los animales. Se determiné mediante un “kit”
Diagnostics Systems International (Holzheim, Alemania) en el que se llevan a cabo reacciones
enzimatico-colorimétricas, cuyo producto se leyd en el espectrofotometro para determinar la

concentracion de estos parametros.

3.4.5 Determinacion de colesterol y triglicéridos en tejido

Se llevo a cabo una extracciéon de lipidos totales en rifion por el método de Bligh y Blyer.'* Este
método se basa en la separacion de la fraccion lipidica de un tejido al ser homogeneizado en una
solucion solvente. Al afiadir agua y centrifugar se forman dos fases. En la superior se encuentran
los compuestos hidrosolubles y en la inferior los hidrofébicos en la solucion solvente, la cual al
evaporarse concentra el contenido total de lipidos en el fondo del tubo.

La porcion lipidica se resuspende en isopropanol/triton al 10% y finalmente se determina la
concentracion de colesterol y triglicéridos en el extracto mediante un kit de diagnostico para

colesterol y triglicéridos “Diagnostic Systems International” proveniente de Holzheim Alemania.
3.4.6 Determinacion de parametros hormonales

La insulina se determin6 por medio de un radioinmunoensayo “Linco Diagnostics” (proveniente
de Missouri EEUU) en el cual existe un antigeno marcado radiactivamente. Los complejos

inmunes se cuentan en un contador de gamas en un equipo especializado de marca Cobra Il,

Packard Instruments.
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3.4.7 Andlisis de la funcioén renal

La funcion renal se evalu6 mediante la determinacion de creatinina y nitrégeno ureico en sangre
(BUN) con estuches de reactivos de diagnostico in vitro con un “kit” “Pointe Scientific, Inc”
proveniente de EEUU, que consiste en reacciones enzimatico-calorimétricas cuyo producto se

mide espectrofotométricamente.

3.5 FUNDAMENTOS DE LAS PRUEBAS

3.5.1 Glucosa

La determinacion de glucosa se llevd cabo mediante la utilizacion de un analizador bioquimico

marca YSI 2700 SELECT (EEUU).

3.5.2 Colesterol'?’

Uso

Reactivo de diagnostico para la determinacion cuantitativa in vitro de colesterol en suero o plasma

en sistemas fotométricos.

Principio

Determinacion del colesterol después de la hidrdlisis enzimatica y la oxidacion. El indicador
colorimétrico es el quinona-imino que se genera de 4-aminoantipirina y fenol por el peroxido de
hidrogeno bajo la accidn catalitica de la peroxidada (Reaccion de Trinder).

Ester de colesterol + H,O —ME__ | Colesterol + 4cido graso

Colesterol + O, —CHO __ , (olesterol — 3 — ono + H,0,

2 H,0O; + 4- Aminoantipirina + Fenol —Fob Quinoneimino + 4H,0,;
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Reactivos

Soluciéon amortiguadora pH 6.7
Fenol

4- Aminoantipirina

Colesterol esterasa (CHE)
Colesterol oxidasa (CHO)
Peroxidasa (POD)
Estandar

Procedimiento del ensayo

Longitud de onda 500 nm, Hg 546 nm

Paso optico Icm

Temperatura 20 -25°C/37°C

Medicién Respecto al blanco de reactivo

50 mmol/L
5 mmol/L
0.3 mmol/L
>200 U/L
> 50 U/L
>3 kU/L
200 mg/dL (5.2 mmol/L)

Mezclar, incubar durante 20 minutos a 20 — 25°C o durante 10 minutos a 37°C. Leer la

absorbancia dentro de 60 minutos contra el blanco de reactivo.

Valores de referencia

Deseable <200 mg /dL (5.2 mmol/L)
Limite de alto riesgo 200 — 240 mg /dL (5.2 — 6.2 mmol/L)
Alto riesgo > 240 mg/dL (>6.2 mmol/L)
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3.5.3 Triglicéridos '*’

Uso

La medicion de los triglicéridos se usa en el control del estado de los lipidos para detectar riesgos

de aterosclerosis y en la vigilancia de la reduccion de los niveles.

Significado clinico

Concentraciones elevadas de triglicéridos combinadas con concentraciones elevadas de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) constituyen esencialmente un alto riesgo para enfermedad

cardiaca coronaria (CHD).

Principio

LPL

Triglicéridos—— Glicerol + acido graso

GK
Glicerol + ATP — > (licerol-3-fosfato + ADP

GPO

Glicerol-3-fosfato + O, ——  » Dihidroxiacetona fosfato + H,O,
POD

2 H,O, + Aminoantipirina + 4-clorofenol ’ Quinoneimina + HCI + 4 H,O

El fundamento de la determinacion de los triglicéridos se basa en la division enzimdtica con
lipoproteina-lipasa. El indicador es la quinoneimina la cual se genera a partir de 4 -aminoantipirina

y el 4-clorofenol por el peréxido de hidrogeno bajo la accion catalitica de la peroxidasa.
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Reactivos

Componentes y concentraciones en el ensayo

Reactivo:

Amortiguador de “Good”
4-Clorofenol

ATP

Mg

Glicerolcinasa
Peroxidasa
Lipoproteinlipasa
4-Aminoantipirina

Glicerol-3-fosfato-oxidasa
Estandar:

Material

Reactivo de triglicéridos
Pipetas automatizadas

Crondmetro

Tubos de ensayo

Espectrofotometro con capacidad de leer a 520nm

Bloque térmico

pH 7.2

(GK)
(POD)

Estandar o calibrador de triglicéridos

50 mmol/L
4 mmol/L
2 mmol/L

15 mmol/L

>0.4 kU/L

> 2kU/L
> 2 kU/L

0.5 mmol/L
> 0.5kU/L

200 mg/ dl (2.3 mmol/L)

Sueros control de acido tirico normal y anormal con concentracion conocida

Procedimiento

1. Identificar los tubos blanco, estindar, control, muestra, etc.

2. Colocar 1 mL de reactivo de trabajo en cada tubo
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Pre-calentar por lo menos 5 minutos a 37°C
Agregar 25 pL de suero a los tubos respectivos y mezclar

Incubar todos los tubos a 37°C por 10min.

A

Ajustar el espectrofotometro a 0 con blanco de reactivo a 520nm. Leer absorbancias.

Valores esperados en humanos

Rango recomendado:

Deseable triglicéridos: <200mg/dL (en ayuno) (2.3 mmol/L)
Limite superior triglicéridos: 200 — 400 mg/dL (4.5 mmol/L)
Elevado triglicéridos: >400mg/dL (4.5 mmol/L)

3.5.4 Extraccion de lipidos en rifion (Técnica de Bligh EG, Dyer)'*

Uso

Para la extraccion y cuantificacion de lipidos totales en tejidos.

Procedimiento

1.- Tomar 100 mg de tejido agregar 900 uL de NaCl 1M.

2.- Con pistilo homogeneizar en 1.5 mL de CHCl3/ MetOH (1:2).
3.-Vaciar a un tubo de vidrio en hielo.

4.- Agitar con vortex.

5.- Tomar 500 pL. de CHCl;,

6.- Agitar con vortex.

7.- Centrifugar a 4000 rpm a 4°C por 10 minutos.

8.- Eliminar la parte superior con pipeta pasteur.

9.- Humedecer la punta de la pipeta con CHCl;y extraer 700 uL de la fase inferior.
10.- Pasar la fase inferior en un tubo con rosca.

11.- Secar en N,y almacenar a 4 °C.
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12.- Resuspender en 50 a 100uL de isopropanol/tritén (SDS) al 10 %.
13.- Colocar en refrigeracion.

3.5.5 Insulina (Radioinmunoensayo RIA especifico para rata)'**

Uso

Esta técnica fue desarrollada para determinar la concentracion de insulina en el plasma sanguineo.
Es por tanto una técnica muy sensible y muy especifica. Utilizando anticuerpos de gran afinidad se

pueden detectar hasta picogramos de antigeno.

Material requerido para la determinacion:
- Kit para insulina de rata
- Tubos de 12 x 75mm Corning Pyrex borosilicate glass
- Gradilla de plastico
- Palillos
- Papel absorbente y papel aluminio
- Pipeta de 100mL
- Puntas de 100 mL
- Pipeta repetidora de 2 > SmL
- Hielo
- Vortex

Procedimiento

- Se mezcla una cantidad constante de antigeno marcado radioactivamente y una cantidad
constante de un anticuerpo para ese antigeno

- Se produce la reaccion entre antigeno (Ag) y anticuerpo (Ac)

- Se separa la fraccion de antigeno que se ha unido de la que permanece libre, se determina

la radioactividad
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- Si la muestra contiene ademads antigeno frio (no marcado radiactivamente), éste competira
con el marcado para unirse al anticuerpo, y se observara un descenso en la medida de la
radioactividad

- Este descenso es proporcional a la concentracion de antigeno frio en la muestra.

- Se construye una curva de calibracion que relacione la medida de radioactividad con la
concentracion de antigeno frio en la muestra.

- Si se realiza el ensayo con una muestra que contiene una cantidad desconocida del
antigeno no marcado y se mide la radioactividad asociada a los anticuerpos, por
interpolacion sobre la curva de calibrado se puede estimar la concentracion del antigeno

frio en la muestra.

3.5.6 Creatinina'?’

Uso

Para la determinacion cuantitativa de creatinina en suero.

Significado clinico

La determinacion de creatinina se realiza para evaluar la funcion renal.

Principio

Alcali

Creatinina + Picrato de sodio —————» Complejo creatinina-Picrato (amarillo-naranja)

La creatinina reacciona con acido picrico en condiciones alcalinas para formar un complejo
amarillo-naranja (reaccion de Jaffé) que absorbe a 510 nm. La relacion de formacion del color es

proporcional a la creatinina en la muestra.'*’
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Materiales necesarios

1. Dispositivos precisos de pipeteado
2. Tubos / Gradilla (rack)
3. Espectrofotometro con una cubeta de temperatura controlada

4. Termo-bloque (37°C).

Parametros para el espectofotometro

Longitud de onda: 510nm

Relacion Muestra / Reactivo: 1:20
Temperatura: 37°C

Tiempo de inicio (lag time): 60 segundos

Tiempo de vaciado (leer time): 60 segundos

Procedimiento (Manual)

1. Preparacion de reactivos de trabajo.

2. Ajustar el espectrofotometro de cubetas de temperatura a 37°C.

3. Colocar 1.0 mL de reactivo de trabajo en cada tubo.

4. Espectrofotometro a cero con el reactivo blanco a 510 nm.

5. Anadir .05 mL (50uL) de la muestra a reactivo, mezclar.

6. Después de exactamente sesenta segundos leer y anotar la absorbancia (A1)

7. En exactamente sesenta segundos después de la lectura Al, una vez mas leer y anotar el
absorbancia (A2), es decir, el tiempo transcurrido entre A1 y A2 es sesenta segundos.

8. Calcular el cambio de absorbancia (D Abs / min) restando (A2-Al).

Valores esperados en humanos

0.40 —1.40 mg / dL.
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3.5.7 Nitrégeno ureico en sangre (BUN)'?’

Uso

Para la determinacion cuantitativa del nitrégeno ureico en el suero.

Significado clinico

Determinacion del nitrégeno ureico en el suero, se utiliza ampliamente como una prueba de

evaluacion de la funcion renal.

Principio

Ureasa
Urea+H,0 —» 2NH3+CO2
GD
NH; + a-cetoglutarato + NADH + H*  —— »L-glutamato + NAD" + H.0

La urea es hidrolizada por la ureasa para producir amonio y bidéxido de carbono. El amonio
liberado reacciona con alfa-cetoglutarato en la presencia de NADH para producir glutamato. Una
cantidad equimolar de NADH sufre oxidacion durante la reaccion resultando en una disminucion

de la absorbancia que es directamente proporcional a la concentracion de nitrégeno en la muestra.

Materiales necesarios

1. Pipetas (10pA y 1.0mL)
2. Cronémetro (Intervalos de 30 y 60 segundos)
3. Tubos / rack

4. Espectrofotdmetro con una temperatura controlada cubeta a 340nm
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Parametros para el espectofotometro

Longitud de onda: 340 nm

Relacion Muestra / Reactivo: 1:101
Temperatura: 37°C

Tiempo de inicio (lag time): 30 segundos

Tiempo de vaciado (leer time): 60 segundos

Procedimiento

1. Preparacion de reactivos de trabajo.

. Calibrar el espectrofotdmetro con agua a 340 nm.

. Afiadir 0.01mL (10uL) de calibrador, el control o la muestra.
. Después de treinta segundos leer y anotar la absorbancia (Al).
. Sesenta segundos después de la primera lectura tomar otra lectura (A2).

. Determinar la absorbancia cambio entre las dos lecturas (A1-A2).

o N N N Bk~ W

. Repetir el proceso para cada muestra.

Valores esperados

7-18 mg/dL

. Colocar 1.0mL de reactivo en tubos de ensayo, incubar hasta llegar a 37°C.
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3.6 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como el promedio + SEM (error estandar promedio, en inglés) (n = 8).
El anélisis estadistico se realizd mediante un andlisis de varianza, ANDEVA (ANOVA, segin
terminologia inglesa) de una via. Las diferencias estadisticas fueron analizadas utilizando la
prueba de Student’s t que se utiliza para contrastar hipotesis sobre medias en poblaciones con
distribucion normal. También proporciona resultados aproximados para los contrastes de medias
en muestras suficientemente grandes cuando estas poblaciones no se distribuyen normalmente. El
nivel de significancia empleado fue P<0.05, y la realizacion del método fue con el programa MAC

“JMP” (EEUU).
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis previo de la funcion renal

Después de la aclimatacion de los animales en el bioterio del INCMN,SZ, se llevo a cabo la
evaluacion de la funcion renal basal de las ratas mediante la determinacién de creatinina en orina,
parametro que indica el funcionamiento renal, ya que la creatinina es una molécula de desecho que
se genera a partir del metabolismo muscular y se desecha por la orina gracias a la accién de los
rifiones. Se utilizaron animales en forma aleatoria para la determinacion, debido a que hasta ese
momento de la experimentacién ningin animal habia sido sometido todavia a un tratamiento
dietario de caseina o soya. Los resultados obtenidos se encontraron dentro del rango considerado
normal, reflejando que el funcionamiento del rifidn de los animales era adecuado. Se obtuvo un
valor promedio de creatinina en orina de 17.29mg/dL (Tabla 4.1) y los valores normales para una
rata sana son de 30 mg/dL + 1.39.

Tabla 4.1 Creatinina basal en mg/dL en orina de las ratas Zucker™,

Grupo mg/dL
Control 22.65
Control 15.52
Control 12.40
Control 18.58
SEM 17.29+2.18
Desv. 4.37

Valores normales: 30 mg/dL + 1.39

4.2 Consumo de alimento

Durante el desarrollo del experimento, se llevé a cabo la alimentacion de las ratas Zucker™™ las
cuales fueron divididas aleatoriamente en 6 grupos (cada grupo estaba conformado por 8 ratas)
con diferentes tratamientos dietarios en donde se varid la concentracion y el tipo de proteina. Estos

animales, al tener libre acceso a la dieta y al tener su sistema de saciedad alterado,
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manifestaron su caracteristica de hiperfagia, consumiendo alimento de forma constante durante

todo el tiempo del tratamiento experimental.

De acuerdo con el analisis estadistico, la mayoria de los grupos (S20, C30, S30, C45 y S45)
consumieron la misma cantidad de alimento, con excepcion del grupo C20, que fue el que
presentd un menor consumo, teniendo una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con
respecto a S20, C30 y S30.

En todas las graficas que se muestran a continuacion, los resultados se presentan como el
promedio + SEM (n = 8). La diferencia estadistica se estudié6 mediante un ANOVA, y aquellas

diferencias encontradas posteriormente se analizaron con la prueba de Student’s ““ t” (p < 0.05).

En la Grafica 4.1 se observa el consumo de alimento de cada uno de los grupos en los 55 dias de

tratamiento.

4.3 Incremento de “peso”

Al comparar los diferentes grupos de acuerdo a la concentracién de proteina (C20 y S20), (C30 y
S30) y (C45y S45) no se observo diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con respecto
a su ganancia de “peso”. Sin embargo, con respecto al tipo de proteina, se observa que cuando se
administra caseina como proteina dietaria se encuentra una tendencia hacia la disminucion en el
incremento de “peso” en los grupos alimentados con dicha proteina conforme aumenta su
concentracion, alcanzando la significancia estadistica el grupo C45 (que fue el grupo con menor

“peso”) con respecto a C20 y C30.

En los grupos alimentados con proteina de soya, de igual manera se observa una disminucion en el
incremento de “peso” conforme aumenta la concentracion de proteina, alcanzando también

diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre los grupos S20 y S30.

La tendencia indica que a mayor concentracion de proteina, independientemente de su origen, la
ganancia de “peso” es menor (Gréfica 4.2).
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Grafica 4.1 Consumo de Alimento de las ratas Zucker™™ por dia durante los 55 dias de estudio.
Los resultados se presentan como el promedio #SEM (n = 8). El analisis estadistico se
determind mediante un ANOVA, aquellas diferencias estadisticas encontradas se analizaron
con la prueba de Student’s “t” con un nivel de significancia de p < 0.05
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Grafica 4.2 Incremento de “peso” de las ratas Zucker™™ durante los 55 dias de estudio. Los
resultados se presentan como el promedio #SEM (n = 8). El analisis estadistico se determind
mediante un ANOVA, aquellas diferencias estadisticas encontradas se analizaron con la prueba
de Student’s “t”” con un nivel de significancia de p < 0.05
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4.4 Determinacion de lipidos en suero y en el tejido renal

4.4.1 Determinacion de colesterol en suero

Se observa que los grupos que fueron alimentados con caseina presentaron niveles méas elevados
de colesterol que los grupos alimentados con proteina de soya, en donde se nota claramente que
existe una tendencia hacia una disminucién, confirmando el efecto benéfico que esta proteina
logra, al disminuir el colesterol en el organismo.*®

Los niveles de colesterol de todos los grupos de animales alimentados con caseina se encontraron
por arriba de los valores normales, indicando que las ratas presentaban hipercolesterolemia, y los
grupos alimentados con soya se encontraron dentro del nivel considerado adecuado.

Comparando a la proteina de caseina y a la proteina de soya entre si, a las mismas concentraciones
(C20 y S20), (C30 y S30) y (C45 y S45) se observa que existe diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05) en los niveles de colesterol en suero de todos los grupos.

Al comparar los grupos alimentados con caseina como proteina dietaria, se encontrd que existe un
incremento estadisticamente significativo entre los animales alimentados con C30 con respecto a
los animales alimentados con C45, mientras que para los grupos alimentados con soya no existié

diferencia estadisticamente significativa (Gréfica 4.3).

4.4.2 Determinacion de triglicéridos en suero

La concentracion de triglicéridos en los grupos alimentados con soya fue mas elevada (por arriba
de los niveles considerados normales) que en los grupos alimentados con caseina.

Las ratas Zucker™™

presentaron hipertrigliceridemia (caracteristica comun en este modelo animal)
y la tendencia de la concentracion de triglicéridos va en aumento conforme se incrementa la
concentracion de proteina (tanto de soya como de caseina).

Se observa, que al comparar los grupos de acuerdo a la concentracién de proteina (C20 y S20),
(C30y S30) y (C45y S45) existe diferencia estadistica significativa en los niveles de triglicéridos

en suero, entre los grupos C30y S30y C45 y S45.
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De acuerdo con el tipo de proteina, los grupos alimentados con caseina a diferentes
concentraciones no presentaron diferencia estadistica en los niveles de triglicéridos. Sin embargo,
para los grupos que consumieron proteina de soya, si se alcanzd una diferencia estadistica
(p<0.05) en el grupo S45, que fue el que tuvo una mayor concentracion de triglicéridos (Gréfica
4.4).
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Graéfica 4.3 Colesterol en el suero sanguineo de los grupos de ratas Zucker™"™ durante 55 dias

de estudio. Los resultados se presentan como el promedio #SEM (n = 8). El analisis estadistico

se determind mediante un ANOVA, aquellas diferencias estadisticas encontrada se analizaron
con la prueba de Student’s “t” con un nivel de significancia de p <0.05
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Grafica 4.4 Triglicéridos en el suero sanguineo de los grupos de ratas Zucker™™ durante 55
dias de estudio. Los resultados se presentan como el promedio #SEM (n = 8). El anélisis
estadistico se determin6 mediante un ANOVA, aquellas diferencias estadisticas encontradas se
analizaron con la prueba de Student’s “t” con un nivel de significancia de p < 0.05
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4.4.3 Determinacion de colesterol en rifidon

Para esta determinacién, al comparar los diferentes grupos de acuerdo a la concentracion de
proteina (C20 y S20), (C30 y S30) y (C45 y S45) existe diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) entre los grupos C45 y S45, en donde S45 fue el grupo que alcanzé el nivel més alto de
colesterol en el tejido renal. Comparando el tipo de proteina a diferentes concentraciones, se
observa que no existe diferencia estadisticamente significativa en la concentracion de colesterol en
los grupos alimentados con caseina. Sin embargo para los grupos alimentados con soya, S45 fue el
que alcanzd la significancia estadistica. La tendencia que se observa, es que la proteina de soya
ayuda a disminuir la concentracion de colesterol en el tejido renal, pero ésta va aumentando
conforme también aumenta la concentracion de proteina de soya.

En la Gréfica 4.5 se observa como la mayoria de los grupos alimentados con proteina de origen
animal presentan una mayor concentracion de colesterol en el tejido renal, con excepcion del

grupo S45.

4.4.4 Determinacion de triglicéridos en el rifion

La concentracion de triglicéridos en el tejido renal fue mas elevada en los grupos alimentados con
caseina (20 y 30%) que en los grupos alimentados con soya, con excepcion del grupo C45. Sin
embargo, estadisticamente no existe diferencia significativa en las concentraciones de triglicéridos
en el tejido renal en los 6 grupos de estudio.

En la gréfica (grafica 4.6) se observa una tendencia hacia la disminucién de la concentracion de
triglicéridos cuando se consume proteina de soya (con excepcién del grupo S45) aunque no es

estadisticamente significativo en ninguno de los casos.
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Grafica 4.5 Colesterol en el tejido renal de los grupos de ratas Zucker™™ durante 55 dias de
estudio. Los resultados se presentan como el promedio #SEM (n = 8). El anélisis estadistico se
determind mediante un ANOVA, aquellas diferencias estadisticas encontradas se analizaron
con la prueba de Student’s “t” con un nivel de significancia de p < 0.05
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Grafica 4.6 Triglicéridos en el tejido renal de los grupos de ratas Zucker™™ durante 55 dias de
estudio. Los resultados se presentan como el promedio #SEM (n = 8). El analisis estadistico se
determin6 mediante un ANOVA, aquellas diferencias estadisticas encontradas se analizaron
con la prueba de Student’s “t” con un nivel de significancia de p < 0.05
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4.5 Determinacion de glucosa e insulina

4.5.1 Determinacion de glucosa

La determinacion de los niveles de glucosa en sangre, reflejo que se tienen en todos los grupos de
ratas, valores por arriba de los considerados normales (70 — 105mg/dL). Esto significa que se
encontraban en una etapa de hiperglicemia.

Al comparar los diferentes grupos de acuerdo a la concentracién de proteina (C20 y S20), (C30 y
S30) y (C45 y S45) existié diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) en los niveles de
glucosa de los grupos C30 y S30, y C45 y S45, observandose, para todas las concentraciones de
proteina, que con la soya los niveles de glucosa en el suero sanguineo se incrementan mas que con
caseina.

En cuanto al tipo de proteina, los grupos alimentados con caseina no presentaron diferencia
estadisticamente significativa en los niveles de glucosa.

En los grupos alimentados con soya se observa una tendencia a incrementarse los niveles de
glucosa en el suero sanguineo conforme aumenta la concentracion de proteina, aunque no es

estadisticamente significativo (Gréfica 4.7).

4.5.2- Insulina en suero sanguineo

Para la determinacion de parametros hormonales se llevd a cabo la medicion de la concentracion
de insulina en suero sanguineo. Con ello se pudo observar que en los 6 grupos de estudio, se
tuvieron niveles muy por arriba de los considerados normales (0.5 - 2ng/mL), indicando que las
ratas se encontraban con hiperinsulinemia severa, que es una de las caracteristicas de este modelo
de obesidad experimental.

Estadisticamente no existio diferencia significativa (p<0.05) en la concentracion de insulina en los
6 grupos de estudio.

En la gréfica (Grafica 4.8) se observa que en los grupos que fueron alimentados con caseina, la
concentracion de insulina fue mayor que en aquellos que fueron alimentados con soya, (con

excepcion del grupo C20) aunque en todos los grupos la concentracion fue muy elevada.

74



Este resultado indica que el consumo de proteina de soya presenta una tendencia a disminuir la
hiperinsulinemia, que mas adelante llega a convertirse en un proceso de resistencia a la insulina,

aunque no fue estadisticamente significativo.
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Grafica 4.7 Glucosa en el suero sanguineo de los grupos de ratas Zucker™™ durante 55 dias de
estudio. Los resultados se presentan como el promedio £SEM (n = 8). El anélisis estadistico se
determind mediante un ANOVA, aquellas diferencias estadisticas encontradas se analizaron
con la prueba de Student’s “t” con un nivel de significancia de p < 0.05
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Graéfica 4.8. Insulina en el suero sanguineo de los grupos de ratas Zucker™"™ durante 55 dfas de
estudio. Los resultados se presentan como el promedio #SEM (n = 8). El analisis estadistico se
determin6 mediante un ANOVA, aquellas diferencias estadisticas encontradas se analizaron
con la prueba de Student’s “t” con un nivel de significancia de p < 0.05

4.6. Determinacidn de parametros bioquimicos en suero y orina para evaluar la funcion

renal
4.6.1. Creatinina en suero

En la determinacion de creatinina en suero, se encontré que la concentracion de ésta en los 6

grupos de estudio, estuvo dentro de los niveles considerados normales (0.40 — 1.40 mg/dL), por
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lo que no se puede hablar de un problema funcional hasta este momento del experimento. Con la
proteina de soya se observa una ligera tendencia a aumentarse los niveles de creatinina conforme
aumenta la concentracion de proteina. Para los grupos alimentados con caseina se alcanza a
observar esa misma tendencia con excepcion del grupo C45. Estadisticamente se observa que no
existe diferencia significativa (p<0.05) en la concentracion de creatinina en los 6 grupos de

estudio.
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Grafica 4.9 Creatinina en el suero sanguineo de los grupos de ratas Zucker™™ durante 55 dias

de estudio. Los resultados se presentan como el promedio #SEM (n = 8). El andlisis estadistico

se determind mediante un ANOVA, aquellas diferencias estadisticas encontradas se analizaron
con la prueba de Student’s “t” con un nivel de significancia de p < 0.05

77



4.6.2. Creatinina en orina

Los grupos que se encuentran en el rango de creatinina en orina considerado normal son C45 y
S45. En los deméas grupos se observa que la concentracion de creatinina es mayor, lo que podria
provocar que mas adelante se pudieran presentar complicaciones renales.

De acuerdo con el tipo de proteina a la misma concentracion, estadisticamente existe diferencia
significativa en la concentracion de creatinina en los grupos C20 y S20.

Los grupos alimentados con caseina muestran una tendencia a disminuir la concentracion de
creatinina conforme aumenta la concentracion de proteina, mostrando una diferencia estadistica
significativa. Con soya también se muestra esta tendencia hacia una disminucion de los niveles de
creatinina en orina, teniendo una significancia estadistica, el grupo S45.

En la Grafica 4.10 se observa, que en la mayoria de los grupos, las concentraciones de creatinina

estan por arriba del rango considerado normal.

4.6.3 Nitrogeno ureico en sangre (BUN)

Con respecto al nitrdgeno ureico en sangre (blood ureic nitrogen, BUN, por sus siglas en inglés),
solamente el grupo S20 se encuentra dentro del rango de BUN considerado normal (7 - 18mg/dL).
En los otros grupos, el valor de BUN es méas elevado e indica que pudieran presentarse
posteriormente complicaciones a nivel renal.

Al comparar los diferentes grupos de acuerdo a la concentracién de proteina (C20 y S20), (C30 y
S30) y (C45y S45) no se observé diferencia estadisticamente significativa en las concentraciones
de BUN en suero, sin embargo se observa que la concentracion de BUN fue maés alta en aquellos
grupos que fueron alimentados con proteina de origen animal (caseina) que en los grupos
alimentados con soya, lo cual indica una influencia benéfica de este tipo de proteina sobre el
rifén.

Con respecto al tipo de proteina, los grupos que consumieron caseina muestran una tendencia
hacia un incremento en la concentracién de BUN conforme aumenta la concentracion de proteina,
aunque no es estadisticamente significativo. Para los grupos que consumieron soya se observa esta
misma tendencia hacia un incremento de BUN conforme aumenta la concentracion de proteina,

mostrando una diferencia estadistica significativa entre los grupos S20 y S45.
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Gréfica 4.10 Creatinina en orina de los grupos de ratas Zucker™™ durante 55 dias de estudio.
Los resultados se presentan como el promedio #SEM (n = 8). El analisis estadistico se
determind mediante un ANOVA, aquellas diferencias estadisticas encontradas se analizaron
con la prueba de Student’s “t” con un nivel de significancia de p < 0.05
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Grafica 4.11 BUN en suero sanguineo de los grupos de ratasZucker™™ durante 55 dias de
estudio. Los resultados se presentan como el promedio £SEM (n = 8). El anélisis estadistico se
determind mediante un ANOVA, aquellas diferencias estadisticas encontradas se analizaron
con la prueba de Student’s “t” con un nivel de significancia de p < 0.05
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4.7 DISCUSION FINAL DE RESULTADOS

La evaluacion del efecto de la concentracion y tipo de proteina en un modelo animal de obesidad
genética se llevd a cabo con el fin de encontrar las alteraciones que pueden existir en la funcion
renal y en el metabolismo de los lipidos.

Al llevar a cabo la experimentacion, se encontré que los animales antes de ser sometidos a los
diferentes tratamientos dietarios presentaban un funcionamiento renal adecuado mediante la
determinacion de creatinina basal en la orina.

Més adelante se les administraron las dietas cuya fuente de proteina dietaria era de origen animal
0 vegetal con diferentes concentraciones (20, 30 y 45%) durante 55 dias, encontrando que el
consumo de las ratas fue el mismo, con excepcion del grupo C20, que tuvo un menor consumo y
fue el dnico que mostr6 una diferencia estadisticamente significativa con respecto a los demas
grupos, probablemente porque las ratas no mostraron mucho gusto por la dieta de caseina debido a
su palatabilidad.

El incremento de “peso” fue menor en aquellos grupos alimentados con un mayor porcentaje de
proteina. Se puede argumentar que una concentracién muy alta de proteina en la dieta, pudiera ser
la causa de un menor “peso” corporal debido a la pérdida de liquidos que puede ocurrir durante su
consumo (ya que se presentaron cuadros diarreicos).

Por otro lado este efecto era de esperarse ya que se ha argumentado que las dietas altas en proteina
favorecen la pérdida de “peso” (dietas Atkins, Dieta Southbeach, the Zone).

En cuanto a las determinaciones bioquimicas de lipidos en suero, se encontr6é que la proteina de
soya ayudo a disminuir notablemente los niveles de colesterol en el suero sanguineo de las ratas
con respecto a la caseina, afirmando de este modo el efecto hipolipemiante de esta proteina en
donde se ha demostrado en estudios con modelos experimentales y en pacientes con dislipidemias
que disminuye el colesterol (Sirtori y col. 1995).%°

La concentracion de triglicéridos en suero presento el efecto contrario, y todos los grupos
alimentados con soya reflejaron hipertigliceridemia. La tendencia que se observa es, que a medida
gue aumenta la concentracion de proteina, independientemente de su origen, aumenta la

concentracion de triglicéridos.
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Este efecto no era precisamente el esperado, ya que se trataba de encontrar que en todos los grupos
alimentados con soya se redujeran los niveles de triglicéridos debido a que se ha

planteado que esta proteina de origen vegetal reduce los niveles de lipidos en el organismo (Sirtori
y col. 1995)*°, sin embargo este mismo efecto se observé en un estudio realizado con personas que
fueron alimentadas con proteina de soya durante 8 semanas, en el que se notd una disminucién
significativa en los niveles de colesterol en suero con respecto a la concentracion de triglicéridos,
en donde se tuvo un incremento, de acuerdo con D”Amico y col. (1992).%°

Este resultado puede deberse a que este modelo animal tiende a presentar hipertrigliceridemia, y
para este caso se tuvo un efecto mas pronunciado con la proteina de soya debido a que con el
consumo de caseina los triglicéridos se van almacenando en el tejido adiposo, y con el consumo de
la proteina de soya se logra una movilizacion de los mismos hacia la circulacion, llegando al
torrente sanguineo y en el momento de la medicion se observd una mayor concentracion. Este
resultado no se sabe si en realidad es benéfico o no, y tendrian que realizarse estudios mas
detallados como una determinacion de &cidos grasos libres para poder evaluarlo.

Para el tejido renal, en la determinacion de colesterol, los niveles disminuyen con el consumo de
proteina de soya (20 y 30%) con excepcidn del grupo S45 respecto de la caseina, la variabilidad en
los resultados puede deberse a que el grupo C45 fue uno de los que presentd menor consumo de
alimento y el fallecimiento de 3 animales durante la experimentacion. Estos animales fallecidos se
encontraban en una etapa critica, y la medicion de sus pardmetros probablemente hubiera podido
contribuir a tener resultados con mayor informacion.

Para la determinacién de los triglicéridos se encontré que el consumo de proteina de soya
contribuye a la disminucion de la concentracion de los mismos en el rifidén, aunque este efecto no
se observa en el grupo S45. Sera necesario realizar mas experimentacion para corroborar lo que
estd ocurriendo a concentraciones mas elevadas de proteina de soya.

En general se observa que la soya ayuda a la disminucion de depdsitos de lipidos en el rifion en
concentraciones al 20 y 30%.

En la determinacion de glucosa en suero se tuvieron en todos los grupos valores por arriba de los
adecuados, indicando la hiperglicemia caracteristica de esta cepa de animales.

Se observa que en los grupos alimentados con soya los niveles de glucosa fueron mas elevados

que en los de caseina, lo cual no se esperaba, ya que se ha confirmado que la proteina de soya
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contribuye a la disminucién de los indices de glicemia segin Anderson y col. (1999).** Esto

deberé ser objeto de nuevas investigaciones.
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La concentracion de insulina se encontraba elevada en los 6 grupos, por arriba de los niveles
normales, reflejando una caracteristica hiperinsulinemia severa de este modelo.

Para el analisis de la funcién renal, en la determinacion de creatinina en suero se observd que
hasta ese momento del estudio ninguno de los animales presentd un dafio renal severo, ya que las
concentraciones obtenidas se encuentran en el rango de normailidad.

Los grupos alimentados con soya al 20% y 45% presentaron niveles méas elevados de creatinina
con respecto a la caseina. Solamente el grupo de soya al 30% tuvo una concentracion menor que el
grupo de caseina. Este resultado no era el esperado, ya que varios estudios, incluyendo el de
D’Amico y col. (1992)'?° encontraron que la proteina de origen vegetal retarda o reduce el dafio
renal.

Para creatinina en orina se observa que el grupo control de caseina al 20% fue el que tuvo una
concentracion muy elevada, mostrando una diferencia estadisticamente significativa con respecto
a todos los demas grupos. No se tiene una explicacion para esto, por lo que en la siguiente etapa de
la experimentacion se analizara con determinaciones moleculares. Los otros grupos a la misma
concentracion no muestran diferencia estadistica significativa, y a diferentes concentraciones se
observa una tendencia a la disminucién de creatinina para caseina y soya conforme aumenta la
concentracion de proteina, que si es estadisticamente significativo.

En la determinacién de nitr6geno ureico en sangre se observa que conforme aumenta la
concentracion de proteina de soya o caseina, los niveles de BUN también aumentan debido a que
las dietas con mayor concentracion de proteina poseen mayor cantidad de nitrégeno y ésto se
refleja en el andlisis.

Se observa también que la proteina de soya ayuda a disminuir los niveles de BUN en el organismo,
y de esta forma puede retardar la aparicion de alguna afeccion a nivel renal, aunque no sea

estadisticamente significativo con respecto a la caseina

Por lo anteriormente mencionado se puede concluir que en el lapso estudiado (55 dias), la proteina
de soya ayuda a disminuir los niveles de colesterol en el suero sanguineo y en el tejido renal (en

concentraciones de 20 y 30%)
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De acuerdo con la hipotesis: Si se administra una dieta con niveles moderadamente altos de
proteina de origen vegetal, entonces debera disminuir la glucemia, la concentracion de insulina en
suero sanguineo y el dafio renal. Se observa que la concentracién de glucosa fue mas elevada con
el consumo de proteina de soya que con caseina, por lo que la soya no ayuda a disminuir la
glicemia con respecto a la caseina. La insulina si se ve disminuida con respecto a la soya en
concentraciones al 30 y 45% pero no al 20%.

En cuanto al funcionamiento renal, la concentracion de colesterol y triglicéridos en el rifién
disminuye con concentraciones de proteina de soya al 20 y 30%.

Para creatinina en suero sélo se ve favorecida la proteina de soya con respecto a la caseina a una
concentracion del 30%. Y en cuanto a nitrdgeno ureico en sangre si se observa una disminucion de

la concentracion de BUN con el consumo de proteina de soya al 20, 30 y 45%
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

De acuerdo con los objetivos planteados en esta investigacion, se determiné el efecto lipogénico
de los diferentes tratamientos dietarios en donde se varid la concentracién (20, 30 y 45%) y tipo de
proteina (caseina y soya), en el modelo animal de obesidad genética con hiperinsulinemia (rata

Zucker™"

), mediante el seguimiento del consumo de alimento y la masa corporal. Se determind la
concentracion de glucosa e insulina en el suero sanguineo de las ratas sometidas a los diferentes
tratamientos dietarios, se analizaron los parametros bioquimicos del perfil de lipidos (colesterol y
triglicéridos en suero y tejido) y se determind la funcion renal mediante el andlisis de pardmetros
bioquimicos como creatinina y nitrogeno ureico en sangre (BUN, por sus siglas en inglés). Y con

la experimentacion realizada, puede concluirse lo siguiente:

e El incremento de “peso” mostrd una tendencia a ser mayor, en los grupos alimentados con

concentraciones mas bajas de proteina, independientemente de su origen.

e Todos los grupos de ratas presentaron niveles moderadamente elevados de glucosa con
hiperinsulinemia, indicativo del proceso caracteristico de resistencia a la insulina en este

modelo de obesidad.

e Laproteina de soya no favorece la disminucion de los niveles de glucosa.

e La proteina de soya contribuye a la disminucion de los niveles de colesterol en la sangre.

e La proteina de soya incrementa los niveles de triglicéridos en la sangre a medida que

aumenta su concentracion.
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e El consumo de proteina de soya contribuye a la disminucién de la concentracion de lipidos
en el tejido renal (colesterol y triglicéridos) en concentraciones al 20 y 30%.

e No se observé dafio renal considerable en ninguno de los grupos en estudio y ademas los

niveles de nitrégeno ureico en sangre disminuyen con el consumo de proteina de soya.

e La proteina de soya puede ayudar a disminuir la progresion hacia el dafio renal con

respecto a la proteina de origen animal, en concentraciones al 30%

5.2 Recomendaciones y estudios a futuro

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, se recomienda una siguiente fase en
donde seria importante la evaluacion de la expresion de genes involucrados en el metabolismo de
lipidos, asi como los involucrados en inflamacién. Esta evaluacion se puede llevar a cabo por
medio de la técnica de PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa, por sus siglas en inglés
Polymerase Chain reaction) en tiempo real, lo cual requiere que se lleve a cabo la extraccién del
ARN. Asi mismo es importante la determinacion de la concentracion de proteinas totales en orina
para evaluar el funcionamiento renal, y el estudio de andlisis histoldgicos para evaluar la
morfologia y estructura renal. Todos estos analisis serian Gtiles para evaluar el efecto de la
concentracion y tipo de proteina dietaria sobre el metabolismo intrarrenal y sistémico de lipidos en

este modelo de obesidad genética.
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APENDICE

A.l. Diferencia entre “peso” y masa

El “peso”, en fisica clasica, es la medida de la fuerza que ejerce la gravedad sobre la masa de un
cuerpo. Normalmente, se considera respecto de la fuerza de gravedad terrestre.

La masa, es una propiedad caracteristica de los cuerpos: la cantidad de materia, y no depende de la
intensidad del campo gravitatorio, ni de su posicion en el espacio.

Por ejemplo, una persona de 60 kg de masa, pesa 60 kg-fuerza en la superficie de la Tierra; pero,
la misma persona, en la superficie de la Luna pesaria so6lo unos 10 kg-fuerza, sin embargo, su
masa seguira siendo de 60 kg.

Las unidades de “peso” y masa tienen una larga historia compartida, en parte porque su diferencia

no fue bien entendida cuando dichas unidades comenzaron a utilizarse. Cotidianamente, el término
"peso” se utiliza a menudo errdneamente como sindnimo de masa. La unidad de masa del Sl es el

kilogramo, kg.**°

A.2. Datos experimentales

Tabla A.2.1 Creatinina basal en mg/dL en orina de las ratas Zucker™™

Creatinina

Grupo basal

mg/dL
C20-2 16.06
C20-3 14.34
C20-4 16.89
C20-5 20.6
S20-1 15.94
S20-2 23.37
S20-3 18.88
S204 22.58

TOTAL 18.5825

Valores normales: 30 mg/dL + 1.39
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Tabla A.2.2 Consumo de alimento promedio (g/dia) de las ratas Zucker™™ durante la

experimentacion

Dias C20 C20 | S20 S20 | C30 | C30 S30 S30 | C45 | C45 | S45 S45
X SEM X SEM X SEM X SEM X SEM X SEM
1 18.45 2 1843 | 0.7 | 204 | 0.76 | 1883 | 0.83 | 18.72 | 0.74 | 16.52 | 0.63
2 20.8 187 | 1999 | 1.23 | 227 | 161 | 18.96 | 212 | 21.34 | 0.98 | 19.73 | 0.98
3 2227 | 195 | 2385 | 1.77 | 234 | 105 | 1877 | 1.25 | 1919 | 0.87 | 17.25 | 1.39
4 2511 | 183 | 20.24 | 161 23 0.98 | 20.15 | 0.77 | 19.67 | 049 | 18.92 | 0.81
8 2757 | 213 | 21.75 | 254 | 248 | 0.72 | 26.79 | 2.89 | 21.24 | 217 | 20.75 | 1.13
9 2831 | 227 | 2466 | 216 | 26.3 | 1.13 | 29.03 | 2.64 | 22.19 | 1.05 | 22.87 1
10 26.13 | 248 | 2472 | 159 | 26.7 | 092 | 2543 | 0.79 | 24.09 | 33 | 2229 | 1.04
11 2733 | 327 | 2731 | 1.28 | 27.6 1.7 | 29.72 | 0.68 | 2415 | 1.15 | 2435 | 0.32
15 24.98 32 | 2567 | 138 | 277 | 151 | 2512 | 1.31 | 20.33 | 1.52 | 25.32 | 0.94
16 2469 | 364 | 2571 | 192 | 26.2 | 0.81 | 2853 | 229 | 23.17 | 151 | 2494 | 101
17 2576 | 1.15 | 2447 | 135 | 249 | 086 | 2361 | 11 | 2403 | 23 | 23.69 | 0.94
18 27.28 | 151 | 25.77 | 191 | 285 | 097 | 2591 | 232 | 25.01 | 148 | 2424 | 12
22 2461 | 137 | 2293 | 168 | 251 | 092 | 2345 | 15 247 | 245 | 2213 | 1.78
23 26.33 | 2.06 | 2595 | 1.67 | 269 | 148 | 2826 | 14 | 2468 | 15 | 2585 | 1.03
24 2662 | 1.76 | 288 | 164 | 268 | 118 | 2822 | 1.85 | 247 | 404 | 2313 | 154
25 2781 | 158 | 32.08 | 0.83 | 285 | 1.08 | 2957 | 1.38 | 2549 | 279 | 268 | 112
29 26.17 | 228 | 2898 | 1.03 | 251 | 093 | 2741 | 1.72 | 27.63 | 3.26 | 26.17 | 1.56
30 2468 | 152 | 30.06 | 1.29 | 29.3 | 0.55 | 28.96 | 199 | 2854 | 215 | 28.75 | 191
31 2525 | 198 | 32.29 | 1.18 28 0.84 | 29.36 1 35.01 | 423 | 29.34 | 1.73
32 27.1 1.89 | 3059 | 1.84 | 304 | 0.87 | 33.26 | 0.8 | 30.29 | 1.49 | 30.88 | 142
36 2131 | 311 | 2591 | 119 | 249 | 101 | 28.07 | 1.52 | 26.22 | 1.67 | 26.71 | 1.62
37 23.11 36 | 2967 | 0.74 | 26.7 | 051 | 2846 | 055 | 29.86 | 2.56 | 255 | 2.58
38 2254 | 361 | 2944 | 142 | 253 | 089 | 2743 | 071 | 2708 | 14 | 2699 | 17
39 23.7 382 | 2986 | 1.76 | 26.8 | 23 | 3159 | 0.88 | 29.65 | 1.66 | 28.69 | 1.72
43 21.63 29 | 2405 | 311 | 253 1.2 | 2412 | 249 | 24.94 2 23.89 3
44 21.38 | 3.05 | 2831 | 274 | 251 | 107 | 21.06 | 3.06 | 23.35 | 1.47 | 23.23 | 0.86
45 20.15 | 287 | 2514 | 203 | 265 | 146 | 27.28 | 431 | 2342 | 12 | 26.24 | 0.93
46 2356 | 349 | 2584 | 254 | 254 | 119 | 2356 | 1.88 | 2244 | 0.99 | 2426 | 2.39
50 22.4 323 | 269 | 212 | 253 | 071 | 23.77 | 161 | 264 | 187 | 321 | 7.59
51 2459 | 3.84 | 2413 | 348 | 271 | 06 | 2611 | 191 | 2571 | 201 | 28.12 | 1.16
52 2191 | 2.66 | 26.87 | 2.73 25 039 | 25111 | 1.33 | 28.08 | 2.29 | 26.68 | 1.29
53 2422 | 268 | 30.72 | 1.37 | 285 | 051 | 27.94 | 157 | 25.69 | 1.64 | 28.74 | 1.04
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Tabla A.2.3 Incremento de “peso” promedio (g/dia) de las ratas Zucker™™ durante la

experimentacion

Dias | C20 | C20 | S20 | S20 | C30 | C30 S30 S30 C45 | C45 | S45 | S45
X SEM X SEM| X SEM X SEM X |SEM X SEM
0]173.89]10.87 172 961727 1055| 171.7| 1233|17162| 9.74|17457| 8.7
1/17851|10.66| 176.7| 9.67|175.9| 10.35| 173.8| 11.27|174.27| 9.75]|173.72| 8.84
2|184.76|11.23| 180.3 10| 183.4| 10.26| 178.4| 12.45)|180.22| 9.56| 181.52| 9.18
3[1191.83|12.33| 187.2| 9.88|188.7| 10.94| 184.9| 11.11|186.83| 9.47|187.26| 8.79
4120666 12.2| 189.4| 6.98|199.8| 11.63| 192.6| 12.62|191.28| 9.79|194.44| 10.5
71233.28| 14.1| 208.9|10.29|221.1| 11.82| 217.6| 10.82|205.81| 9.45]216.55| 9.55
91249991561 | 2254|1218 239| 11.82| 237.4| 11.86|215.26| 8.62|230.46| 9.16
11]263.01[17.94| 243.1|12.18| 257.9| 1294 | 252.7| 13.36|227.99| 8.62|244.66| 9.01
141280.62 [ 20.77| 264.4| 14.4|2823| 12.94| 276.1| 9.56|243.51| 11.8|265.35| 9.01
16]311.32|15.78| 280.3|13.44| 295.5| 13.13| 288.2| 10.46|253.55| 8.79| 277.46| 8.77
18]327.23|15.23| 294.1|13.23| 313.6| 13.38| 303.4| 10.77|268.24| 9.29| 289.6| 9.62
21)|343.74|16.81| 319.5|1245| 329| 12.97 315| 10.06| 275.9| 8.88|300.21| 8.31
23|358.17[18.41| 337.3|12.22|344.7| 13.21| 330.9| 10.46|286.57| 8.87|312.71| 9.1
25| 365.3[18.41| 333.9|15.84|354.2| 13.53| 344.3| 10.29|294.45 11|325.47| 9.47
28|383.52| 229 358|16.47|379.3| 1358| 358.9| 6.98]|318.21| 11.7|342.39| 9.83
30(390.71|23.31| 369.7|18.31|3926| 133| 376.2| 8.74|333.83| 12.1|357.14|11.22
32| 402.1[23.27| 384.5|18.48|404.8| 133 389 | 8.06 | 344.92 12| 365.43 | 10.98
35]|412.25[29.02| 396.4|2197|420.2| 13.53| 400.9| 7.13)|366.08| 10.9|387.24|10.95
37141763 |31.67| 413.2|21.15|430.6| 13.32| 4274 12.2|373.46| 12.4|395.71|12.94
39142397 [35.02| 425.4)122.18|4453| 155| 425.7| 8.33|383.73| 13.6|409.01|12.98
42143236 |38.13| 432.3|27.49|450.2| 14.76| 427.7| 8.32)|395.74 13| 416.18 | 16.53
44| 435.86|40.54 | 440.6|27.21| 455.2| 14.67| 431.1| 9.22]404.72| 13.4|426.29|13.64
46| 44548 141.76| 452.9| 28.9|469.6| 1549 439 | 11.89|412.47| 12.1]|435.04|14.54
49| 451.2146.42| 459.3|33.77|481.9| 15.32| 440.7| 13.01|422.35| 145|451.64| 129
51|460.85|47.14| 470.5]|36.09| 490.5| 14.98 454 | 13.88|426.88| 14.2|469.13|18.17
53| 465.1|47.07| 479.3|37.51|496.9| 15.82| 478.9| 20.91|438.21| 15.1| 473.48 |14.06
55| 473.2|48.26| 528.6|14.24| 506| 17.6| 474.1| 12.18|448.04| 14.5)|484.78 15
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A.2.4 Lipidos en suero y en el tejido renal de las ratas Zucker

tratamientos dietarios

fa/fa

Tabla A.2.4.1 Concentraciones de colesterol promedio en suero

Grupo Grupo Colesterol promedio en
suero (mg/dL)
C20 Control 20% Caseina 340.50
S20 Control 20% Soya 156.49
C30 Control 30% Caseina 385.26
S30 Control 30% Soya 195.90
C45 Control 45% Caseina 302.43
S45 Control 45% Soya 189.30

Valores normales: <200mg/dL

Tabla A.2.4.2 Concentraciones de triglicéridos promedio en suero

Grupo Grupo Triglicéridos promedio en
suero (mg/dL)
C20 20% Caseina 218.05
S20 20% Soya 443.25
C30 30% Caseina 279.17
S30 30% Soya 668.65
C45 45% Caseina 597.39
S45 45% Soya 926.16

Valores normales: <200mg/dL

Tabla A.2.4.3 Concentraciones de colesterol promedio en rifion

Grupo Colesterol promedio en rifion (mg
colesterol/g tejido)
C20 0.772
S20 0.498
C30 0.770
S30 0.618
C45 0.455
S45 1.018

alimentadas con diferentes
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Tabla A.2.4.4 Concentraciones de triglicéridos promedio en rifion

Grupo Triglicéridos promedio en rifién (mg
triglicéridos/g tejido)
C20 1.20
S20 1.47
C30 2.84
S30 2.24
C45 1.35
S45 2.50

A.2.5 Glucosa y Parametros hormonales (insulina)

A.2.5.1 Concentraciones de glucosa promedio en suero de las ratas Zucker™"™

Grupo Glucosa promedio en suero (mg/dL)
C20 116
S20 131
C30 110.12
S30 142.37
C45 115.37
S45 149.37

Valores normales: 70 - 105mg/dL

A. 2.5.2 Concentraciones de insulina promedio en suero de las ratas Zucker™"™

Grupo Insulina promedio en suero (ng/mL)
C20 7.326
S20 9.716
C30 11.872
S30 11.013
C45 11.554
S45 7.577

Valores esperados: 0.5 a 2.0 ng/mL



A.2.6 Parametros bioquimicos en suero y orina para evaluar la funcion renal

A.2.6.1. Concentraciones de creatinina promedio en suero

Grupo Creatinina promedio en suero (mg/dL)
C20 0.237
S20 0.497
C30 0.698
S30 0.43
C45 0.505
S45 0.589

Valores esperados: 0.40 — 1.40 mg / dL

A.2.6.2. Concentraciones de creatinina promedio en orina

Grupo Creatinina promedio en orina (mg/dL)
C20 44.272
S20 28.058
C30 26.257
S30 26.468
C45 12.801
S45 13.338

Valores normales: 18 mg/dL + 1.39

A. 2.6.3 Concentraciones de nitrégeno ureico en sangre promedio (BUN)

Grupo BUN promedio en suero (mg/dL)
C20 18.94
S20 14.68
C30 22.98
S30 19.01
C45 23.38
S45 20.65

Valores esperados: 7-18 mg/dL



A.3 Andlisis estadistico

A.3.1 Lipidos en suero y en el tejido renal de las ratas Zucker

A.3.1.1 Colesterol en suero

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

550
5001
4501

~ 400-
Cacpd
g350

2300-

Y2504

200+
150

g
C

100 T

1 ) 3 4 : Each Pair
Student's t
Column 1 0.05

Oneway Anova

Summary of Fit

Rsquare 0.665614

Adj Rsquare 0.623816

Root Mean Square Error 64.66335

Mean of Response 262.2222

Observations (or Sum Wgts) 46

Analysis of Variance

fa/fa

Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio Prob > F
Column 1 5 332928.83 66585.8 15.9245 <.0001
Error 40 167253.98 4181.3

C. Total 45 500182.81

Means for Oneway Anova

Level Number Mean Std Error Lower 95% Upper 95%

1 7 340.503 24.440 291.11 389.90

2 7 156.494 24.440 107.10 205.89

3 8 385.268 22.862 339.06 431.47

4 8 195.900 22.862 149.69 242.11

5 8 302.435 22.862 256.23 348.64

6 8 189.303 22.862 143.10 235.51

Std Error uses a pooled estimate of error variance
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Means and Std Deviations

Level Number Mean Std Dev Std Err Mean Lower 95% Upper 95%
1 7 340.503 56.8030 21.470 287.97 393.04
2 7 156.494 18.8864 7.138 139.03 173.96
3 8 385.268 74.1814 26.227 323.25 447.28
4 8 195.900 59.5922 21.069 146.08 245,72
5 8 302.435 87.9951 31.111 228.87 376.00
6 8 189.303 63.4413 22.430 136.26 242.34
Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t
t Alpha

2.02108 0.05
Abs(Dif)- 3 1 5 4 6 2
LSD
3 -65.34 -22.87 17.49 124.02 130.62 161.13
1 -22.87 -69.86 -29.57 76.96 83.56 114.15
5 17.49 -29.57 -65.34 41.19 47.79 78.30
4 124.02 76.96 41.19 -65.34 -58.75 -28.23
6 130.62 83.56 47.79 -58.75 -65.34 -34.83
2 161.13 114.15 78.30 -28.23 -34.83 -69.86

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level

Mean

385.26750

340.50286

302.43500

195.90000

189.30250

Njol~lOFR, W

156.49429

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Level - Level Difference Lower CL Upper CL p-Value | Difference
3 2 228.7732 161.135 296.4115 <0001 | &=
3 6 195.9650 130.620 261.3098 <.0001
3 4 189.3675 124.023 254.7123 <.0001
1 2 184.0086 114.152 253.8651 <.0001
1 6 151.2004 83.562 218.8386 <.0001 | ==
5 2 145.9407 78.302 213.5790 <0001 |
1 4 144.6029 76.965 212.2411 <.0001 | |
5 6 113.1325 47.788 178.4773 0.0012 :
5 4 106.5350 41.190 171.8798 0.0021
3 5 82.8325 17.488 148.1773 0.0143 | | I
3 1 44,7646 -22.874 112.4029 0.1886 | 1
4 2 39.4057 -28.233 107.0440 0.2460 | [1
1 5 38.0679 -29.570 105.7061 0.2621 | [1
6 2 32.8082 -34.830 100.4465 0.3328 I
4 6 6.5975 -58.747 71.9423 0.8393 E
A.3.1.2 Triglicéridos en suero
Oneway Analysis of Column 2 By Column 1
1500 )

o~ :

£ 1000 @

3

5 @

% @@ @
0 4 " s g Each Pair
Student's t
Column 1 0.05

Oneway Anova

Summary of Fit

Rsquare 0.492583
Adj Rsquare 0.422108
Root Mean Square Error 259.1599
Mean of Response 528.2738
Observations (or Sum Wgts) 42
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Analysis of Variance

Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio Prob > F
Column 1 5 2347211.3 469442 6.9895 0.0001
Error 36 2417899.5 67164
C. Total 41 4765110.8
Means for Oneway Anova
Level Number Mean Std Error Lower 95% Upper 95%
1 5 218.056 115.90 -17.0 453.1
2 7 443.254 97.95 244.6 641.9
3 7 309.623 97.95 111.0 508.3
4 8 668.659 91.63 482.8 854.5
5 7 438.359 97.95 239.7 637.0
6 8 926.163 91.63 740.3 1112.0
Std Error uses a pooled estimate of error variance
Means and Std Deviations
Level Number Mean Std Dev Std Err Mean Lower 95% Upper 95%
1 5 218.056 75.092 33.58 124.82 311.3
2 7 443.254 232.617 87.92 228.12 658.4
3 7 309.623 226.112 85.46 100.50 518.7
4 8 668.659 294.891 104.26 422.12 915.2
5 7 438.359 132.874 50.22 315.47 561.2
6 8 926.163 387.162 136.88 602.49 1249.8
Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t
t Alpha

2.02809 0.05
Abs(Dif)- 6 4 2 5 3 1
LSD
6 -262.80 -5.30 210.88 215.78 344,52 408.47
4 -5.30 -262.80 -46.62 -41.72 87.01 150.96
2 210.88 -46.62 -280.95 -276.05 -147.31 -82.56
5 215.78 -41.72 -276.05 -280.95 -152.21 -87.46
3 344,52 87.01 -147.31 -152.21 -280.95 -216.19
1 408.47 150.96 -82.56 -87.46 -216.19 -332.42
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Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level Mean

A 926.16250

668.65875

443.25429

438.35857

309.62286

[l (%) (621 1AS] B Kol
o8}

OlO1010

218.05600

Levels not connected by same letter are significantly different.

Leve | - Level Difference Lower CL Upper CL | p-Value | Difference
I

6 1 708.1065 408.468 1007.745 <.0001 | |

6 3 616.5396 344515 888.564 <.0001 | [

6 5 487.8039 215.780 759.828 0.0009 | I

6 2 482.9082 210.884 754.932 0.0009 | [

4 1 450.6028 150.964 750.241 0.0043 | [

4 3 359.0359 87.012 631.060 0.0111 | [

6 4 257.5038 -5.297 520.304 0.0545 | [ I
4 5 230.3002 -41.724 502.324 0.0946 | I
4 2 225.4045 -46.620 497.429 0.1015 | I 1
2 1 225.1983 -82.562 532.959 0.1465 | [ ]
5 1 220.3026 -87.458 528.063 0.1552 | [ ]

2 3 133.6314 -147.314 414,577 03412 | 1

5 3 128.7357 -152.210 409.681 0.3589 | [_1

3 1 91.5669 -216.193 399.327 0.5500 | L1

2 5 4.8957 -276.050 285.841 0.9720 | I

A.3.1.3 Colesterol en rifidn

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

2

1.5 *

Column 2
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Oneway Anova

Summary of Fit

Rsquare 0.219957
Adj Rsquare 0.101769
Root Mean Square Error 0.393797
Mean of Response 0.692564
Observations (or Sum Wgts) 39

Analysis of Variance

Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio Prob > F
Column 1 5 1.4430389 0.288608 1.8611 0.1281
Error 33 5.1175046 0.155076
C. Total 38 6.5605436
Means for Oneway Anova
Level Number Mean Std Error Lower 95% Upper 95%
1 5 0.77200 0.17611 0.41370 1.1303
2 5 0.49800 0.17611 0.13970 0.8563
3 7 0.77000 0.14884 0.46718 1.0728
4 8 0.61875 0.13923 0.33549 0.9020
5 7 0.45571 0.14884 0.15289 0.7585
6 7 1.01857 0.14884 0.71575 1.3214
Std Error uses a pooled estimate of error variance
Means and Std Deviations
Level Number Mean Std Dev Std Err Mean Lower 95% Upper 95%
1 5 0.77200 0.245906 0.10997 0.46667 1.0773
2 5 0.49800 0.121326 0.05426 0.34735 0.6486
3 7 0.77000 0.395306 0.14941 0.40440 1.1356
4 8 0.61875 0.534320 0.18891 0.17205 1.0655
5 7 0.45571 0.141875 0.05362 0.32450 0.5869
6 7 1.01857 0.541585 0.20470 0.51769 1.5195
Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t
t Alpha

2.03452 0.05
Abs(Dif)- 6 1 3 4 2 5
LSD
6 -0.42825 -0.22255 -0.17968 -0.01483 0.05145 0.13461
1 -0.22255 -0.50671 -0.46713 -0.30350 -0.23271 -0.15284
3 -0.17968 -0.46713 -0.42825 -0.26340 -0.19713 -0.11397
4 -0.01483 -0.30350 -0.26340 -0.40059 -0.33600 -0.25162
2 0.05145 -0.23271 -0.19713 -0.33600 -0.50671 -0.42684
5 0.13461 -0.15284 -0.11397 -0.25162 -0.42684 -0.42825
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Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level

Mean

1.0185714

0.7720000

0.7700000

>z |>|>

0.6187500

0.4980000

(621 1ST =N (960 0 [ep)

W|W|T|T |

0.4557143

Levels not connected by same letter are significantly different.

Level | - Level Difference Lower CL Upper CL p-Value | Difference

6 5 0.5628571 0.134605 0.9911088 0.0116 | I

6 2 0.5205714 0.051445 0.9896977 0.0307 | I

6 4 0.3998214 -0.014831 0.8144743 0.0583 | I

1 5 0.3162857 -0.152841 0.7854119 0.1794 | [ I

3 5 0.3142857 -0.113966 0.7425374 0.1449 | [ 1

1 2 0.2740000 -0.232714 0.7807142 0.2792 | [ 1

3 2 0.2720000 -0.197126 0.7411262 0.2466 | | I

6 3 0.2485714 -0.179680 0.6768231 0.2461 | [ 1 ]
6 1 0.2465714 -0.222555 0.7156977 0.2927 | [ ] ]
4 5 0.1630357 -0.251617 0.5776886 0.4295 | | 1

1 4 0.1532500 -0.303496 0.6099960 0.4996 | I ]

3 4 0.1512500 -0.263403 0.5659029 0.4633 | [ 1 1

4 2 0.1207500 -0.335996 0.5774960 05943 | [_1

2 5 0.0422857 -0.426841 0.5114119 0.8556 | [0 1

1 3 0.0020000 -0.467126 0.4711262 0.9931 | I 1
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A.3.1.4 Triglicéridos en rifién

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

4

Column 2
N
1

A
=

fotias

:
0 1 2 3_ Each Pair
Student's t
Column 1 0.05
Missing Rows
1
Oneway Anova
Summary of Fit
Rsquare 0.100226
Adj Rsquare -0.04974
Root Mean Square Error 0.603107
Mean of Response 0.931389
Observations (or Sum Wgts) 36
Analysis of Variance
Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio Prob > F
Column 1 5 1.215507 0.243101 0.6683 0.6504
Error 30 10.912124 0.363737
C. Total 35 12.127631
Means for Oneway Anova
Level Number Mean Std Error Lower 95% Upper 95%
1 4 1.19250 0.30155 0.57665 1.8084
2 5 0.96800 0.26972 0.41716 1.5188
3 7 1.14286 0.22795 0.67732 1.6084
4 7 0.92571 0.22795 0.46017 1.3913
5 7 0.65571 0.22795 0.19017 1.1213
6 6 0.80833 0.24622 0.30549 1.3112

Std Error uses a pooled estimate of error variance
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Means and Std Deviations

Number Mean Std Dev Std Err Mean Lower 95% Upper 95%
1 4 1.19250 0.28547 0.14273 0.73826 1.6467
2 5 0.96800 0.49560 0.22164 0.35263 1.5834
3 7 1.14286 1.08406 0.40974 0.14027 2.1454
4 7 0.92571 0.53316 0.20152 0.43262 1.4188
5 7 0.65571 0.25238 0.09539 0.42230 0.8891
6 6 0.80833 0.33054 0.13494 0.46145 1.1552
Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t
t Alpha
2.04227 0.05
1 3 2 4 6 5
1 -0.87095 -0.72237 -0.60175 -0.50523 -0.41090 -0.23523
3 -0.72237 -0.65838 -0.54636 -0.44123 -0.35074 -0.17123
2 -0.60175 -0.54636 -0.77900 -0.67893 -0.58617 -0.40893
4 -0.50523 -0.44123 -0.67893 -0.65838 -0.56788 -0.38838
6 -0.41090 -0.35074 -0.58617 -0.56788 -0.71113 -0.53264
5 -0.23523 -0.17123 -0.40893 -0.38838 -0.53264 -0.65838
Positive values show pairs of means that are significantly different.
Level Mean
1 A 1.1925000
3 A 1.1428571
2 A 0.9680000
4 A 0.9257143
6 A 0.8083333
5 A 0.6557143
Levels not connected by same letter are significantly different.
Level |- Level Difference Lower CL Upper CL p-Value|Difference
1 5 0.5367857 -0.235228 1.308799 0.1659|[ I
3 5 0.4871429 -0.171233 1.145518 0.1412|] 1
1 6 0.3841667 -0.410897 1.179231 0.3316|] 1
3 6 0.3345238 -0.350735 1.019783 0.3267|] [
2 5 0.3122857 -0.408929 1.033500 0.3836|[ 1
4 5 0.2700000 -0.388376 0.928376 0.4089|[ ] I
1 4 0.2667857 -0.505228 1.038799 0.4858|[_1
1 2 0.2245000 -0.601755 1.050755 0.5831|[
3 4 0.2171429 -0.441233 0.875518 0.5057|] 1 1
3 2 0.1748571 -0.546357 0.896071 0.6241|[_1 1
2 6 0.1596667 -0.586169 0.905503 0.6651|] ]
6 5 0.1526190 -0.532640 0.837878 0.6525|[ 1 I
4 6 0.1173810 -0.567878 0.802640 0.7289|] 1
1 3 0.0496429 -0.722371 0.821657 0.8964 [ 1

101




Level |- Level Difference Lower CL Upper CL p-Value|Difference
2 4 0.0422857 -0.678929 0.763500 0.9055|[0 I
A.3.2 Glucosa y Parametros hormonales (insulina)
A.3.2.1 Glucosa en suero de las ratas Zucker™™
Oneway Analysis of Column 2 By Column 1
250 .
™N 200 .
c
£ | _
= .
et <D s P B
‘@ < L < 1|
1 ' 2 ' 3 ' 4 ' 5 ' 6 Each Pair
Student's t
Column 1 0.05
Oneway Anova
Summary of Fit
Rsquare 0.230189
Adj Rsquare 0.128898
Root Mean Square Error 29.33265
Mean of Response 128.0455
Observations (or Sum Wgts) 44
Analysis of Variance
Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio Prob>F
Column 1 5 9776.552 1955.31 2.2725 0.0667
Error 38 32695.357 860.40
C. Total 43 42471.909
Means for Oneway Anova
Level Number Mean Std Error Lower 95% Upper 95%
1 5 117.000 13.118 90.44 143.56
2 7 130.143 11.087 107.70 152.59
3 8 110.125 10.371 89.13 131.12
4 8 142.375 10.371 121.38 163.37
5 8 115.375 10.371 94.38 136.37
6 8 149.375 10.371 128.38 170.37

102




Std Error uses a pooled estimate of error variance

Means and Std Deviations

Abs(Dif)- 6 4 2 1 5 3
LSD

6 -29.690 -22.690 -11.500 -1.477 4.310 9.560
4 -22.690 -29.690 -18.500 -8.477 -2.690 2.560
2 -11.500 -18.500 -31.740 -21.627 -15.965 -10.715
1 -1.477 -8.477 -21.627 -37.556 -32.227 -26.977
5 4.310 -2.690 -15.965 -32.227 -29.690 -24.440
3 9.560 2.560 -10.715 -26.977 -24.440 -29.690
Level Number Mean Std Dev Std Err Mean Lower 95% Upper 95%
1 5 117.000 16.5831 7.416 96.41 137.59
2 7 130.143 19.0388 7.196 112.53 147.75
3 8 110.125 18.5583 6.561 94.61 125.64
4 8 142.375 40.5355 14.331 108.49 176.26
5 8 115.375 18.4076 6.508 99.99 130.76
6 8 149.375 43.3192 15.316 113.16 185.59

Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t

t

Alpha

2.02439

0.05

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level

Mean

149.37500

142.37500

130.14286

>|>|>|>

117.00000

os] Jus) fus) fus)

115.37500

wjo LN~

@] (o] [e][P)

110.12500
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Levels not connected by same letter are significantly different.

Level | - Level Difference Lower CL Upper CL p-Value | Difference

6 3 39.25000 9.5596 68.94042 0.0109 | [

6 5 34.00000 4.3096 63.69042 0.0259 | |

6 1 32.37500 -1.4773 66.22729 0.0603 | I

4 3 32.25000 2.5596 61.94042 0.0340 | [

4 5 27.00000 -2.6904 56.69042 0.0734 | |

4 1 25.37500 -8.4773 59.22729 0.1374 | [ ]

2 3 20.01786 -10.7146 50.75036 0.1952 | [ ]

6 2 19.23214 -11.5004 49.96465 0.2129 | | 1

2 5 14.76786 -15.9646 45.50036 0.3368 | I 1 1
2 1 13.14286 -21.6270 47.91272 0.4489 | 1

4 2 12.23214 -18.5004 42.96465 0.4254 | [ 1 I
6 4 7.00000 -22.6904 36.69042 0.6359 | [1 1

1 3 6.87500 -26.9773 40.72729 0.6833 | 1 1
5 3 5.25000 -24.4404 34.94042 0.7224 | 1

1 5 1.62500 -32.2273 35.47729 0.9231 | I

A.3.2.2 Insulina en suero de las ratas Zucker

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

fa/fa

20 . -
15 . ~ . _\
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° 5 N / // % N

(] — H — v

. I . \\__//
"
0 — T T T T T +
1 2 3 4 5 6 Each Pair
Student's t
Column 1 0.05

Oneway Anova
Summary of Fit
Rsquare 0.152929
Adj Rsquare -0.00394
Root Mean Square Error 4.403731
Mean of Response 10.23234
Observations (or Sum Wgts) 33
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Analysis of Variance

Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio Prob > F
Column 1 5 94.53137 18.9063 0.9749 0.4508
Error 27 523.60690 19.3928
C. Total 32 618.13827
Means for Oneway Anova
Level Number Mean Std Error Lower 95% Upper 95%
1 3 7.3262 2.5425 2.1094 12.543
2 5 9.7161 1.9694 5.6752 13.757
3 6 11.8728 1.7978 8.1840 15.562
4 7 11.0134 1.6645 7.5982 14.429
5 7 11.5547 1.6645 8.1395 14.970
6 5 7.5789 1.9694 3.5380 11.620
Std Error uses a pooled estimate of error variance
Means and Std Deviations
Level Number Mean Std Dev Std Err Mean Lower 95% Upper 95%
1 3 7.3262 6.07867 3.5095 -7.774 22.426
2 5 9.7161 1.29219 0.5779 8.112 11.321
3 6 11.8728 4.49804 1.8363 7.152 16.593
4 7 11.0134 5.84506 2.2092 5.608 16.419
5 7 11.5547 4.49007 1.6971 7.402 15.707
6 5 7.5789 1.99456 0.8920 5.102 10.055
Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t
t Alpha

2.05183 0.05
Abs(Dif)- 3 5 4 2 6 1
LSD
3 -5.2168 -4.7089 -4.1676 -3.3147 -1.1775 -1.8426
5 -4.7089 -4.8298 -4.2885 -3.4522 -1.3149 -2.0067
4 -4.1676 -4.2885 -4.8298 -3.9935 -1.8563 -2.5480
2 -3.3147 -3.4522 -3.9935 -5.7147 -3.5774 -4.2088
6 -1.1775 -1.3149 -1.8563 -3.5774 -5.7147 -6.3461
1 -1.8426 -2.0067 -2.5480 -4.2088 -6.3461 -7.3776

105




Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level Mean
3 A 11.872800
5 A 11.554714
4 A 11.013400
2 A 9.716120
6 A 7.578880
1 A 7.326200

Levels not connected by same letter are significantly different.

Level | - Level Difference Lower CL Upper CL p-Value | Difference

3 1 4.546600 -1.84261 10.93581 | 0.1558 |

3 6 4.293920 117747 9.76531 | 0.1190 | |

5 1 4.228514 -2.00672 1046375 | 01754 |

5 6 3.975834 -1.31494 9.26660 | 0.1347 [

4 1 3.687200 -2.54803 9.92243 | 0.2355 || |

4 6 3.434520 -1.85625 8.72529 |  0.1940 | |

2 1 2.389920 -4.20883 8.98367 | 0.4638 | 1

3 2 2.156680 -3.31471 7.62807 |  0.4257 || |

2 6 2.137240 -3.57744 785102 |  0.4495 |1

5 2 1.838594 -3.45218 712936 | 0.4819 |1 l
4 2 1.297280 -3.99349 6.58805 |  0.6190 | 1 |
3 |4 0.859400 -4.16760 588640 | 0.7285 | 1 |

5 |4 0.541314 -4.28848 537110 | 0.8199 [ 1

3 |5 0.318086 -4.70892 534509 | 0.8977 | 1

6 1 0.252680 6.34607 685143 o930 [T T

A.3.3 Parametros bioquimicos en suero y orina para evaluar la funcion renal

A.3.3.1. Creatinina en suero

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

Column 2
o
: =
| 1

et
w
1

0.254 °

wd
-

Each Pair
Student's t
0.05
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Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare 0.095496
Adj Rsquare -0.02352
Root Mean Square Error 0.281346
Mean of Response 0.570636
Observations (or Sum Wgts) 44

Analysis of Variance

Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio Prob > F
Column 1 5 0.3175726 0.063515 0.8024 0.5550
Error 38 3.0079175 0.079156
C. Total 43 3.3254902
Means for Oneway Anova
Level Number Mean Std Error Lower 95% Upper 95%
1 5 0.483600 0.12582 0.22889 0.73831
2 7 0.497571 0.10634 0.28230 0.71284
3 8 0.698625 0.09947 0.49726 0.89999
4 8 0.534625 0.09947 0.33326 0.73599
5 8 0.505500 0.09947 0.30413 0.70687
6 8 0.662125 0.09947 0.46076 0.86349
Std Error uses a pooled estimate of error variance
Means and Std Deviations
Level Number Mean Std Dev Std Err Mean Lower 95% Upper 95%
1 5 0.483600 0.113784 0.05089 0.34232 0.6249
2 7 0.497571 0.259030 0.09790 0.25801 0.7371
3 8 0.698625 0.387239 0.13691 0.37489 1.0224
4 8 0.534625 0.209754 0.07416 0.35927 0.7100
5 8 0.505500 0.313111 0.11070 0.24373 0.7673
6 8 0.662125 0.269823 0.09540 0.43655 0.8877
Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t
t Alpha

2.02439 0.05
Abs(Dif)- 3 6 4 5 2 1
LSD
3 -0.28478 -0.24828 -0.12078 -0.09165 -0.09372 -0.10967
6 -0.24828 -0.28478 -0.15728 -0.12815 -0.13022 -0.14617
4 -0.12078 -0.15728 -0.28478 -0.25565 -0.25772 -0.27367
5 -0.09165 -0.12815 -0.25565 -0.28478 -0.28684 -0.30280
2 -0.09372 -0.13022 -0.25772 -0.28684 -0.30444 -0.31953
1 -0.10967 -0.14617 -0.27367 -0.30280 -0.31953 -0.36022
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Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level

Mean

0.69862500

0.66212500

0.53462500

0.50550000

0.49757143

[l NSD K421 B K220 K8

b b b P B B

0.48360000

Levels not connected by same letter are significantly different.

Level | - Level Difference Lower CL Upper CL p-Value | Difference
3 1 0.2150250 -0.109672 0.5397217 0.1880 | [ ]
3 2 0.2010536 -0.093720 0.4958267 0.1754 | [ I
3 5 0.1931250 -0.091653 0.4779029 0.1778 | I I
6 1 0.1785250 -0.146172 0.5032217 0.2727 | [ ]

6 2 0.1645536 -0.130220 0.4593267 0.2655 | | I
3 4 0.1640000 -0.120778 0.4487779 0.2510 | I I
6 5 0.1566250 -0.128153 0.4414029 0.2725 | [ 1
6 4 0.1275000 -0.157278 0.4122779 0.3705 | | I

4 1 0.0510250 -0.273672 0.3757217 0.7521 | LI

4 2 0.0370536 -0.257720 0.3318267 0.8005 | [1

3 6 0.0365000 -0.248278 0.3212779 0.7967 | L_1

4 5 0.0291250 -0.255653 0.3139029 0.8371 | L1

5 1 0.0219000 -0.302797 0.3465967 0.8921 | [O

2 1 0.0139714 -0.319526 0.3474691 0.9329 | I

5 2 0.0079286 -0.286845 0.3027017 0.9569 | [1

A.3.3.2. Creatinina en orina

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

60

Column 1
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Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare 0.622097
Adj Rsquare 0.56961
Root Mean Square Error 8.3644
Mean of Response 23.67571
Observations (or Sum Wgts) 42

Analysis of Variance

Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio Prob > F
Column 1 5 4146.1883 829.238 11.8525 <.0001
Error 36 2518.6750 69.963
C. Total 41 6664.8632
Means for Oneway Anova
Level Number Mean Std Error Lower 95% Upper 95%
1 5 44.2720 3.7407 36.686 51.858
2 6 28.0583 3.4148 21.133 34.984
3 7 26.2571 3.1614 19.845 32.669
4 8 26.4688 2.9573 20.471 32.466
5 8 12.8013 2.9573 6.804 18.799
6 8 13.3388 2.9573 7.341 19.336
Std Error uses a pooled estimate of error variance
Means and Std Deviations
Level Number Mean Std Dev Std Err Mean Lower 95% Upper 95%
1 5 44.2720 10.8717 4.8620 30.773 57.771
2 6 28.0583 9.9213 4.0504 17.647 38.470
3 7 26.2571 7.9963 3.0223 18.862 33.653
4 8 26.4688 11.5150 4.0712 16.842 36.096
5 8 12.8013 4.4706 1.5806 9.064 16.539
6 8 13.3388 3.8175 1.3497 10.147 16.530
Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t
t Alpha

2.02809 0.05
Abs(Dif)- 1 2 4 3 6 5
LSD
1 -10.729 5.942 8.132 8.082 21.262 21.800
2 5.942 -9.794 -71.572 -7.637 5.558 6.096
4 8.132 -7.572 -8.482 -8.568 4.648 5.186
3 8.082 -7.637 -8.568 -9.068 4.139 4.676
6 21.262 5.558 4.648 4.139 -8.482 -7.944
5 21.800 6.096 5.186 4.676 -7.944 -8.482
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Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level

Mean

44.272000

w

28.058333

26.468750

26.257143

13.338750

golwib~IN]|-

12.801250

Levels not connected by same letter are significantly different.

Level | - Level Difference Lower CL Upper CL p-Value | Difference

1 5 31.47075 21.7999 41.14160 <.0001 | [

1 6 30.93325 21.2624 40.60410 <.0001 | [

1 3 18.01486 8.0819 27.94784 0.0008 | I I
1 4 17.80325 8.1324 27.47410 0.0007 | I 1
1 2 16.21367 5.9416 26.48575 0.0029 | [ ]
2 5 15.25708 6.0956 24.41858 0.0018 | I I

2 6 14.71958 5.5581 23.88108 0.0024 | [

4 5 13.66750 5.1856 22.14940 0.0024 | I

3 5 13.45589 4.6763 22.23549 0.0037 | [

4 6 13.13000 4.6481 21.61190 0.0034 | |

3 6 12.91839 4.1388 21.69799 0.0051 | [

2 3 1.80119 -7.6366 11.23897 0.7010 | [0

2 4 1.58958 -7.5719 10.75108 0.7270 | 1

6 5 0.53750 -7.9444 9.01940 0.8985 | I

4 3 0.21161 -8.5680 8.99120 0.9613 | L

A. 3.3.3 Nitrdgeno ureico en sangre (BUN)

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1
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Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare 0.323683
Adj Rsquare 0.234694
Root Mean Square Error 4.556382
Mean of Response 20.14227
Observations (or Sum Wgts) 44

Analysis of Variance

Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio Prob > F
Column 1 5 377.5662 75.5132 3.6373 0.0087
Error 38 788.9034 20.7606
C. Total 43 1166.4696
Means for Oneway Anova
Level Number Mean Std Error Lower 95% Upper 95%
1 5 18.9440 2.0377 14.819 23.069
2 7 14.6829 1.7222 11.197 18.169
3 8 22.9863 1.6109 19.725 26.247
4 8 19.0100 1.6109 15.749 22.271
5 8 23.3863 1.6109 20.125 26.647
6 8 20.7125 1.6109 17.451 23.974
Std Error uses a pooled estimate of error variance
Means and Std Deviations
Level Number Mean StdDev | Std Err Mean | Lower 95% | Upper 95%
1 5 18.9440 4.00346 1.7904 13.973 23.915
2 7 14.6829 4.39834 1.6624 10.615 18.751
3 8 22.9863 6.13849 2.1703 17.854 28.118
4 8 19.0100 3.14169 1.1108 16.383 21.637
5 8 23.3863 4.25352 1.5038 19.830 26.942
6 8 20.7125 4.61696 1.6323 16.853 24.572
Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t
t Alpha

2.02439 0.05
Abs(Dif)- 5 3 6 4 1 2
LSD
5 -4.6120 -4.2120 -1.9382 -0.2357 -0.8162 3.9296
3 -4.2120 -4.6120 -2.3382 -0.6357 -1.2162 3.5296
6 -1.9382 -2.3382 -4.6120 -2.9095 -3.4899 1.2558
4 -0.2357 -0.6357 -2.9095 -4.6120 -5.1924 -0.4467
1 -0.8162 -1.2162 -3.4899 -5.1924 -5.8337 -1.1398
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Leve | - Level Difference Lower CL Upper CL | p-Value | Difference

I

5 2 8.703393 3.92956 13.47722 0.0007 | [ ]

3 2 8.303393 3.52956 13.07722 0.0011 | [ ]

6 2 6.029643 1.25581 10.80347 0.0147 | [ ]

5 1 4.442250 -0.81619 9.70069 0.0954 | | I

5 4 4.376250 -0.23571 8.98821 0.0623 | | I

4 2 4.327143 -0.44669 9.10097 0.0743 | | I

1 2 4.261143 -1.13983 9.66211 0.1185 | [ 1

3 1 4.042250 -1.21619 9.30069 0.1280 | [ I

3 4 3.976250 -0.63571 8.58821 0.0890 | [ I

5 6 2.673750 -1.93821 7.28571 0.2478 | [ 1 1
3 6 2.273750 -2.33821 6.88571 0.3246 | [ I 1
6 1 1.768500 -3.48994 7.02694 0.5001 | 1 1
6 4 1.702500 -2.90946 6.31446 0.4595 | | 1 I
5 3 0.400000 -4.21196 5.01196 0.8616 | [1 1

4 1 0.066000 -5.19244 5.32444 0.9799 | | I
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GLOSARIO

Acido drico - Producto de desecho del metabolismo de nitrgeno en el organismo y se encuentra

en la orina en pequefias cantidades.

Adipocitos - Células que forman el tejido adiposo.

Albumina - Proteina que se encuentra en gran proporcion en el plasma sanguineo, siendo la

principal proteina de la sangre y a su vez la mas abundante en el ser humano.

Aterosclerosis - Sindrome caracterizado por el depdsito e infiltracidn de sustancias lipidicas, en las

paredes de las arterias.

Autoinmune - Inflamacién y destruccion de tejidos por anticuerpos propios.

Caja metabolica - Contenedor en el que se depositan las ratas para separar las heces y la orina.

Células beta del pancreas- Tipo de células del pancreas localizadas en los islotes de Langerhans.

Sintetizan y segregan la insulina, una hormona que controla los niveles de glucosa en la sangre.
Células parenquimatosas — Células propias del higado.

Creatina - Es un acido organico nitrogenado que se encuentra en los musculos y células nerviosas
de algunos organismos vivos, es un producto quimico derivado de los aminoacidos muy parecido
a ellos en cuanto a su estructura molecular.

Creatinina - Compuesto organico generado a partir de la degradacion de la creatina.

Diabetes mellitus - Enfermedad crénica del metabolismo. Se debe a la falta total o parcial de la

hormona llamada insulina, secretada por los islotes de langerhans en el pancreas.
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Dislipidemia - Serie de diversas condiciones patoldgicas cuyo Unico elemento comin es una
alteracion del metabolismo de los lipidos, con su consecuente alteracion de las concentraciones de

lipidos y lipoproteinas en la sangre.

Edema - Acumulacion de liquido en el espacio tisular intercelular o intersticial y también en las

cavidades del organismo.

Fagocito - Célula con capacidad fagocitaria que es capaz de rodear, engullir y digerir
microorganismos, sustancias extrafias, células envejecidas a los que engloban con sus
pseudopodos para luego digerirlas en el citoplasma.

Glicerol - Alcohol con tres grupos hidroxilos.

Glomérulo - Unidad anatomica funcional del rifién donde radica la funcion de aclaramiento o

filtracion del plasma sanguineo.

Glucoproteinas - Moléculas compuestas por una proteina unida a uno o varios hidratos de carbono,
simples o compuestos. Tienen entre otras funciones el reconocimiento celular cuando estan
presentes en la superficie de las membranas plasmaticas.

Glucosilacién - Proceso quimico en el que se adiciona un carbohidrato a otra molécula.

Glucagon - Hormona peptidica de 29 aminoacidos que actua en el metabolismo de los hidratos de

carbono.

Glucemia - Medida de concentracion de glucosa en el plasma sanguineo.

Glucogeno - Polisacarido de reserva energética formado por cadenas ramificadas de glucosa.

Hemoglobina - Heteroproteina de la sangre, de masa molecular 64.000 (64 kD), de color rojo

caracteristico, que transporta el oxigeno desde los 6rganos respiratorios hasta los tejidos.
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Hepatomegalia — Tamafio acrecentado del higado.

Hipercolesterolemia - Presencia de colesterol en sangre por encima de los niveles considerados

normales.

Hiperfagia — Apetito desmedido.

Hiperglucemia - Cantidad excesiva de glucosa en la sangre.

Hiperinsulinemia — Concentracién elevada de insulina en la sangre.

Hiperlipidemia - Elevacion de los niveles sanguineos de lipidos totales.

Hipertension arterial - Condicion médica caracterizada por un incremento de las cifras de presion

arterial por encima de 139/89 mmHg.

Hipertrigliceridemia — Concentracion elevada de triglicéridos en la sangre.

Hiperuricemia - Es el aumento de la concentracion del acido drico en sangre.

Hipoalbuminemia - Déficit de albimina en la sangre.

Hematuria - Presencia de sangre en la orina.

Hipertrofia - Nombre con que se designa un aumento del tamafio de un 6rgano cuando se debe al

aumento correlativo en el tamafio de las células que lo forman.

Hipogonadismo - Trastorno en que los testiculos no son funcionales o hay incapacidad genética

del hipotalamo para secretar cantidades normales de gonadotropina.
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Hipotiroidismo - Disminucién de los niveles de hormonas tiroideas en plasma y consecuentemente
en tejidos que puede ser asintomatica u ocasionar multiples sintomas y signos de diversa
intensidad en todo el organismo.

Idiopatico - Enfermedad que no tiene causa u origen conocido

Ingestion - Introduccidn del alimento en el aparato digestivo y se realiza a través de la boca.
Insuficiencia renal - Condicion en la cual los rifiones dejan de funcionar correctamente.

In — vitro - Se refiere a una técnica para realizar un determinado experimento en un tubo de

ensayo, 0 generalmente en un ambiente controlado fuera de un organismo vivo.

Leptina - Hormona producida en su mayoria por los adipocitos (células grasas) aungque también se

expresa en el hipotdlamo, el ovario y la placenta.

Metabolito - Cualquier molécula utilizada o producida durante el metabolismo.

Microalbuminuria — Excrecion urinaria de albimina.

Morbilidad - Efectos de una enfermedad en una poblacién en el sentido de la proporcion de

personas que la padecen en un sitio y tiempo determinado.

Nefrona - Unidad estructural y funcional basica del rifion, responsable de la purificacion de la
sangre. Su funcion principal es filtrar la sangre para regular el agua y las sustancias solubles,
reabsorbiendo lo que es necesario y excretando el resto como orina.

Nefropatia - Se refiere a dafio o a la enfermedad del rifion.

Nefropatia diabética - Complicacion vascular cronica, especifica de la diabetes.

Obesidad — Aumento de la grasa corporal.
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Permeabilidad - capacidad de un material para permitir que un fluido lo atraviese sin alterar su

estructura interna.

Papila renal - Areas del rifion donde las aberturas de los conductos colectores desembocan en la

pelvis renal.

Polidipsia - Aumento anormal de la sed.

Polifagia - Aumento anormal de la necesidad de comer que puede deberse bien a ciertos trastornos

psicoldgicos o a alteraciones de tipo hormonal.

Poliuria - Emisién de un volumen de orina superior al esperado.

Presion hidrostatica - Parte de la presion debida al “peso” de un fluido en reposo.

Presion oncotica - Presion hidroestatica a consecuencia del efecto osmotico ejercido por las
proteinas dentro de un espacio especifico (matriz extracelular, vasos sanguineos, etc.) delimitado

por una membrana selectivamente permeable.

Proteinuria - Es la presencia de proteina en la orina en cuantia superior a 150 mg en la orina de 24

horas, esta puede ser transitoria, permanente, ortostatica, monoclonal o de sobrecarga.

Radioinmunoensayo — Método que se basa en la formacion especifica de los complejos Antigeno-
Anticuerpo (Ag-Ac) lo que le dota de una gran especificidad unido a la sensibilidad de los

métodos radiolégicos.

Rata Zucker™™ - De obesidad heredable con caracter autosémico recesivo.

Renomegalia — Aumento del tamafio del rifion.
Retinopatia - Complicacion ocular de la diabetes causada por el deterioro de los vasos sanguineos

que irrigan la retina.
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Ribosomas - Complejos supramoleculares encargados de ensamblar proteinas a partir de la

informacidn genética que les llega del ADN transcrita en forma de ARN mensajero (ARNm).

Triton — Solucidn detergente de dimetilsulféxido, DMS

Urato — Sal de &cido Urico.

Urea - Compuesto quimico cristalino e incoloro, de férmula CO(NHy),. Se encuentra

abundantemente en la orina y en las heces fecales.

Ureasa - Enzima que cataliza la hidrolisis de urea a didxido de carbono y amoniaco.

Vasodilatador — Dilatacion de los vasos sanguineos.

ABREVIATURAS

Ac - anticuerpo

Ag - antigeno

AIN — American Institute of Nutrition

ANOVA (ANDEVA) - Analisis de varianza en inglés (Analysis of variance)

ARN - 4cido ribonucleico

ATP — Trifosfato de adenosina

C20 — 20% de proteina de caseina

118



C30 — 30% de proteina de caseina

C45 - 45% de proteina de caseina

CCK- Colecistocinina

CHD - Coronary heart disease en inglés (enfermedad coronaria cardiaca)

CHE - Cholesterol esterase en inglés, colesterol esterasa en espafiol

CHO- Cholesterol oxidase en inglés, colesterol oxidasa en espariol

FDA- Food and Drug Administration (Oficina de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos)

GD - Glutamato deshidrogenasa

GK - Glicerol kinasa (cinasa)

GLUT - proteinas transportadoras

GPO - Glicerol-fosfato-oxidasa em inglés (glycerol phosphate oxidase)

HDL — Lipoproteinas de alta densidad, por sus siglas en inglés

HTA - Hipertension arterial

IMC — indice de masa corporal

INCMNSZ - Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion, Salvador Zubiran

LDL - lipoproteinas de baja densidad
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Leprdb — Leptin-receptor

LPL- Lipoprotein-lipasa

NPY — Neuropéptido Y

OMS- Organizacién Mundial de la Salud

PCR - Reaccién en cadena de la polimerasa

POD- Peroxidasa

RIA- Radioinmunoensayo, por sus siglas en inglés

S20 - 20% de proteina de soya

S30 - 30% de proteina de soya

S45 — 45% de proteina de soya

SEM - Standard error mean en inglés (Error estandar promedio)

VLDL- Very Low Density Lipoprotein, lipoproteina de muy baja densidad en inglés
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