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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad cronica degenerativa que se caracteriza por un
aumento de la masa grasa y, en consecuencia, por un incremento de masa corporal
(“peso”™*). La obesidad en México se ha convertido en un serio problema de salud
publica, ya que la ultima Encuesta Nacional de Salud y Nutricion demostré que 70% de
los mexicanos presenta algun indice de obesidad o “sobrepeso”. Durante la obesidad se
producen principalmente alteraciones en el metabolismo de lipidos y éste se encuentra
asociado con patologias como hipertension arterial, dislipidemia, enfermedades
cardiovasculares, Diabetes Mellitus Tipo 2, disfuncion respiratoria, ciertas formas de
cancer y el principal enfoque de este proyecto, que es el dafio renal. Investigaciénes
recientes, indican gque la sustitucién de las proteinas animales por proteinas de origen
vegetal (como la soya) puede disminuir el riesgo de la enfermedad renal. Es posible que
la sustitucion de proteinas animales por proteinas de soya reduzca la proteinuria y
retrase la progresion de la nefropatia. Este proyecto esta dirigido a evaluar el efecto de
la concentracion y tipo de proteina dietaria en un modelo de obesidad que presenta una
modificacién genética en el receptor de la leptina para analizar las alteraciones en la
funcién renal y metabolismo de lipidos sistémico e intrarrenales. Para ello se utilizaron

2 macho de 4 a 5 semanas de edad. Las ratas se dividieron en 6

48 ratas Zucker
grupos de 8 ratas cada uno. Las ratas fueron alimentadas durante 55 dias, durante los
cuales se les administr6 dietas con dos diferentes tipos de proteinas, una de origen
animal (caseina) y una vegetal (proteina de soya) con tres diferentes concentraciones
de proteina de cada tipo 20, 30 y 45%. A lo largo del experimento se registré la
ganancia de “peso” y el consumo de alimento. Al término del tratamiento dietario se
sacrificaron los animales, se recolecto la sangre y se extrajo el tejido renal, el cual fue
pesado y guardado a  -70°C para su posterior analisis. Se determiné la concentracion

de colesterol y triglicéridos en suero, asi como en el tejido renal por medio de ““kits”” de

1* 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
posicién 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
sin6nimo de masa. La unidad de masa del Sl es el kilogramo, kg
1


http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADsica
http://es.wikipedia.org/wiki/Fuerza
http://es.wikipedia.org/wiki/Gravedad
http://es.wikipedia.org/wiki/Masa
http://es.wikipedia.org/wiki/Intensidad_del_campo_gravitatorio
http://es.wikipedia.org/wiki/Posici%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Masa
http://es.wikipedia.org/wiki/Materia
http://es.wikipedia.org/wiki/SI
http://es.wikipedia.org/wiki/Kilogramo

diagnostico correspondientes. Para el analisis de la funcion renal se determind la
concentracion de nitrGgeno ureico en sangre, creatinina en orina y suero y proteina total
en orina. Los resultados obtenidos permitieron llegar a las siguientes conclusiones: El
funcionamiento renal de las ratas al inicio y al final del experimento se consideré dentro
de los rangos de normalidad. En cuanto al consumo de alimento y calorias ingeridas se
encontré que hay un mayor consumo de alimento y calorias de los grupos alimentados
con soya. Se observd una tendencia de disminucion de su “peso” corporal con el
incremento de concentracion de proteina, independiente de su origen. Adicionalmente
se encontré que las dietas con proteina de origen vegetal (soya) disminuyeron la
concentracion de colesterol en suero de la rata Zucker™®™. La concentracion de lipidos
intrarrenales muestra una tendencia a incrementar conforme se aumenta la
concentracion de proteina, en donde se observé que la proteina de soya ayudo a
disminuir dichos valores a una concentracion de 30% de proteina. Con respecto a la
proteina total en orina se observa una disminucion de la proteinuria en el grupo
alimentado con 20 y 30% de proteina de soya, cuando se compara con su contraparte
de caseina. Finalmente, se observd una ligera disminucion de la hipertrofia renal en los
grupos cuyo tratamiento dietario fue la proteina de origen vegetal, cuando se compar6

con sus contrapartes de caseina.

Palabras clave: Concentracién y tipo de proteina dietaria, lipogénesis sistémica e

intrarrenal, modelo de obesidad genética, rata Zucker /%



CAPITULO 1. PROBLEMATICA

Esta investigacion esta enfocada a evaluar el efecto de la concentracion y tipo de
proteina dietaria en un modelo animal de obesidad genética para evaluar las
alteraciones en la funciéon renal y metabolismo de lipidos tanto sistémicos como
intrarrenales. Esta evaluacion es de gran importancia para conocer la posible

evolucion de pacientes con “sobrepeso” y obesidad durante el tratamiento dietario.
1.1. INTRODUCCION

La obesidad es calificada por la Organizacion Mundial de la Salud como la epidemia
del siglo XXl y se considera como la enfermedad metabdlica méas prevalente en los
paises desarrollados y en los que estan en vias de desarrollo.! La obesidad en
México se ha convertido en un serio problema de salud publica. La dltima Encuesta
Nacional de Salud y Nutricién (2004) demostré que 70% de los mexicanos presentan
algun indice de obesidad o “sobrepeso”. En poco tiempo, México corre el riesgo de
convertirse en el pais que ocupe el primer lugar mundial con esta enfermedad. Los
cambios en el estilo de vida del mundo civilizado (disminucién de la actividad fisica y

aumento de la ingestién caldrica) son, en gran parte, responsables del incremento de
la incidencia de “sobrepeso” y obesidad desde edades tempranas de la vida.?

La obesidad es una enfermedad crénica que se caracteriza por un aumento de la
masa grasa y en consecuencia por un incremento de “peso”’, aumentando las
reservas energéticas del organismo en forma de grasa. El término crénico se le
aplica debido a que forma parte del grupo de enfermedades que no pueden curarse

con el arsenal terapéutico del que se dispone en la actualidad. 2

En la obesidad se producen principalmente alteraciones en el metabolismo de lipidos
y éste se encuentra asociado con patologias como hipertensién arterial, dislipidemia,
enfermedades cardiovasculares, Diabetes Mellitus Tipo 2, disfuncion respiratoria,
ciertas formas de cancer y el principal enfoque de este proyecto, que es el dafio

renal.?



Dentro de las alteraciones fisiologicas més importantes de la obesidad se encuentra
la alteracion en el metabolismo de los lipidos asociado con patologias diversas,
incluyendo el dafio renal.® La acumulacién de lipidos parece tener un papel
significativo en la génesis de algunas enfermedades renales. Inicialmente se supuso
que la formacion de depositos de lipidos a nivel renal obedecia exclusivamente a
niveles elevados de éstos en suero. Recientemente se ha encontrado que la sintesis
endogena de lipidos juega un papel fundamental en el desarrollo de estos depdsitos

en el rifon.

Recientemente se ha reconocido al sindrome metabdlico como un factor de riesgo
para la enfermedad renal, el cual esta asociado con la intolerancia a la glucosa,
resistencia a la insulina, dislipidemia, hipertrigliceridemia, hipertension y obesidad
central.* La resistencia a la insulina parece ser el comin denominador de la

constelaciéon de alteraciones metabdlicas que lo caracterizan.

En investigaciénes realizadas por Anderson y col. (1999)°, entre otras, indican que la
sustitucion de las proteinas animales por proteinas de origen vegetal (como la soya)
puede disminuir el riesgo de nefropatia diabética. Es posible que la sustitucién de
proteinas animales por proteinas de soya reduzca la proteinuria y retrase la

progresién de la nefropatia.®®

Por otro lado, la concentracion de la proteina en la dieta también esta involucrada en
modificar el perfil lipidico.” Se ha demostrado que las dietas altas en proteinas tienen
efectos benéficos para el organismo, principalmente cuando se les administra a
personas obesas, ya que hay disminucion temporal de “peso” corporal e incluso

puede disminuir los triglicéridos, colesterol y glucosa en la sangre.

Por lo mencionado anteriormente, este proyecto esta dirigido a evaluar el efecto de la
concentracion y tipo de proteina dietaria en un modelo animal de obesidad genética
para evaluar las alteraciones en la funcion renal y metabolismo de lipidos sistémicos
e intrarrenales. Esta evaluacion es de gran importancia para conocer la evolucion de

pacientes con “sobrepeso” y obesidad.



1.2. OBJETIVOS
1.2.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la concentracion y tipo de proteina dietaria en el metabolismo

intrarrenal y sistémico de lipidos en un modelo animal de obesidad genética.
1.2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la ganancia de “peso” y el consumo de alimento en ratas Zucker
fafla sometidas a tratamientos dietarios donde se esta variando el tipo y la
concentracion de proteina.

2. Analizar los pardmetros bioquimicos del perfil de lipidos (colesterol y

a2 sometidas a los tratamientos

triglicéridos en suero) en ratas Zucker
dietarios.

3. Determinar el efecto de los tratamientos dietarios sobre la acumulacién de
colesterol y triglicéridos en el tejido renal.

4. Determinar la funcién renal mediante el andlisis de parametros bioquimicos
como: niveles séricos de creatinina, acido Urico y nitrdgeno ureico en sangre
(BUN) por sus siglas en inglés, asi como proteinas totales en orina.

5. Determinar el “peso” de los rifiones con respecto al “peso” del animal, para

conocer el efecto de los tratamientos dietarios.
1.3. HIPOTESIS

Si se administra una dieta con niveles altos y muy altos en proteina de origen

vegetal, entonces debera disminuir el dafio renal inducido por lipidos intrarrenales.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO
2.1. SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico se describi6é por primera vez en 1988.% A nivel mundial esta
patologia puede afectar hasta 25% de los adultos jovenes y a mas de la mitad de las

personas de 55 afios de edad o mas.®

De acuerdo con el Programa Nacional de Educacién sobre el Colesterol de los EEUU
(National Cholesterol Education Program, USA), el sindrome metabolico se definié
por la presencia de al menos tres de los siguientes criterios, con o0 sin diabetes:

obesidad central (circunferencia de la cintura en hombres >102 cm y en mujeres >88

cm), hipertrigliceridemia (=150mg/dL), baja concentracién de HDL colesterol (ver

glosario) (hombres <40mg/dL y mujeres <50mg/dL), elevadas concentraciones de

glucosa en ayuno (>110mg/dL) e hipertensién( 2130/85 mmHg).° El principal rasgo

del sindrome metabdlico es la resistencia a la insulina, evolucionando hacia
hiperglicemia e hiperinsulinemia y pudiendo concluir eventualmente en diabetes. La
obesidad central es el factor mas importante para desarrollar resistencia a la
insulina.’® Tanto la obesidad como el sindrome metabdlico estan asociados con una
alta  mortalidad, relacionado  principalmente con las enfermedades
cardiovasculares.***?

Recientemente se encontro que el “sobrepeso”, la obesidad y el sindrome metabdlico

pueden ser un factor para contraer enfermedad renal.*

En la siguiente figura (Figura 2.1) se muestra que tanto la obesidad como el
sindrome metabdlico y varias patologias estan intimamente relacionadas para

originar un dafio a nivel renal.

(- Resistenciaala )
Obesidad/ ILniSpli)ItI(r)]iicidad
Sindrome metabdlico ) | =
{ - Diabetes > Daiio renal
mellitus

- Hipertensién

. . .\ - . .
Fig. 2.1. Mecanismos relacionados con el dafio renaf en pacientes con obesidad y

sindrome metabdlico®



2.1.1. OBESIDAD
2.1.1.1. Definicién de obesidad

El término obesidad se deriva del latin, obesitas, que significa excesiva corpulencia.
La definicibn mas sencilla de obesidad es: aumento de la grasa corporal.® Kral
(2001)*3, la define como “enfermedad causada por exceso de grasa corporal” y esta
plenamente reconocida como una enfermedad crénica 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”, dividido por la talla elevada al cuadrado [kg/(m)?].8*°

Es importante mencionar que este indice es relativamente subjetivo ya que depende
del grupo étnico, el sexo, la edad, la musculatura de los individuos, la densidad 6sea,

entre otros.

Tabla 2.1. Clasificacion de la obesidad y el sobrepeso mediante el Indice de Masa
Corporal IMC (OMS)*®

CLASIFICACION TIPO DE OBESIDAD IMC
segulin IMC kg/m?
Bajo Peso <185
Normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25.0-29.9
Obesidad I 30.0-34.9
Obesidad Il 35.0-39.9
Obesidad extrema [l 240




2.1.1.2. Epidemiologia de la obesidad

En los paises desarrollados el “sobrepeso” y la obesidad estan adquiriendo
dimensiones epidémicas y constituyen en la actualidad uno de los principales

problemas de salud publica.?

Este aumento en la prevalencia de la obesidad ha tenido un caracter general, pues
se ha detectado en todos los grupos; tanto de edad, sexo, grupos étnicos y

socioeconémicos.

Entre las causas que han dado lugar a este incremento, se ha de tener en cuenta el
aumento de la densidad energética de la dieta y la tendencia hacia un nivel de

actividad fisica disminuida.?

La obesidad es uno de los principales factores de riesgo para la enfermedad
coronaria, hipertension arterial, diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia, dafio renal y
otras alteraciones importantes.>*’

Estudios recientes han mostrado que la obesidad esta asociada con la enfermedad
cronica del riidn. En una poblacion mayor a 100,000 habitantes en Okinawa, Japén,
Iseki y col. (2004)*® encontraron que un indice de masa corporal (IMC) alto en
adultos de sexo masculino, estd asociado con un incremento de riesgo en la

enfermedad renal en etapa terminal.**2

2.1.1.3. Obesidad y lipidos

En la segunda mitad del siglo XX se fue describiendo la asociacion de obesidad y
alteraciones del metabolismo de los lipidos y, de forma mas concreta, a la aparicion
de hipertrigliceridemia.? Un enfoque inicial del problema al que pudiera relacionarse
esta alteracion es una ingestion desmedida de grasas (principalmente grasa
saturada) y/o hidratos de carbono propia de la excesiva ingestion energética en el
paciente obeso. Ciertamente, el 90-95% de las grasas que se ingieren con la dieta

son triglicéridos que se absorben practicamente al 100%. 2



Se ha podido demostrar que las dietas especialmente elevadas en grasas saturadas
incrementan la resistencia a la accion de la insulina, mientras que con dietas pobres
en este tipo de grasas se observa un menor indice de resistencia a la insulina (RI).
Del mismo modo las dietas ricas en grasas monoinsaturadas y de bajo contenido
hidratos de carbono mejora la insensiblidad a la insulina. La Rl juega un papel

importante en la dislipidemia del obeso.?
2.1.2. LIPOTOXICIDAD RENAL

En 1995, Unger™ introduce el concepto de lipotoxicidad, definiéndolo como una
disminucién de la secrecion de insulina por el aumento crénico de los acidos grasos

libres en suero (AGL). Por lo tanto, se postulan los siguientes mecanismos:

e Menor actividad de los transportadores GLUT-2.

e Cambios en las vias metabdlicas normales de los lipidos.

La hipotesis es la siguiente: el aumento de los AGL debido a una lipdlisis exacerbada
y la inhibicion de la Acetil-CoA Carboxilasa (por los AGL) tiene como consecuencia
una disminucién del Malonil-CoA, lo cual lleva a la activacién de la Acilcarnitina-
Aciltransferasa 1(ACAT-I), por lo que se intensifica la oxidacion de acidos grasos con
disminucién de los derivados Acil-CoA (metabolitos que estimulan la secrecién de
insulina), lo que se traduce en una menor liberacion de insulina. La Figura 2.2.

muestra este mecanismo.



4 Acidos grasos libres

l Inhibicion Acetil CoA Carboxilasa

¥ Malonil CoA

4 Beta oxidacion

l Activacion Acilcarnitina-
Aciltransferasa 1

¥ Derivados Acilo de la CoA

|

¥ Secrecion de insulina

Fig. 2.2. Lipotoxicidad y menor secrecion insulinica. Mecanismos: el aumento de
acidos grasos libres produce disminucion de malonil Coenzima A (malonil CoA) y de

los derivados acilos de la Coenzima A necesarios para la liberacién de insulina™®

La lipotoxicidad est& asociada con la obesidad y el sindrome metabdlico y se piensa

que contribuye a la disfuncién del rifién incluyendo el dafio renal.?%%

Esta asociacion entre lipidos y la enfermedad renal fue revisada por primera vez en
1858 por Virchow, quien describié fases de metamorfosis de lipidos y dendritus

grasos en el epitelio renal en la enfermedad de Bright.??

En forma muy reciente la lipotoxicidad ha sido revisada por varios investigadores,
quienes han postulado que los lipidos pueden causar dafios en las células epiteliales

promoviendo la progresién de la enfermedad renal.?*

Los mecanismos de lipotoxicidad renal no se han definido claramente, pero
numerosos experimentos sugirieron que las lipoproteinas, acidos grasos libres y sus

metabolitos, estan relacionados con el dafio renal.

La acumulacién de lipidos parece tener un papel importante en el origen de algunas
enfermedades renales. Recientemente se encontrd que la formaciéon de depdsitos de

lipidos en el rifidn no se deben exclusivamente a concentraciones elevadas de estos
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en suero, sino que la sintesis endogena de lipidos, juega un papel importante en el
desarrollo de estos depdsitos renales.?

En investigaciones realizadas por Jiang y col. (2005) han mostrado que la sintesis
enddgena de lipidos en rifion se encuentra regulada por proteinas que se unen a
elementos regulatorios de esteroles (SREBP, Sterol Regulatory Element Binding
Proteins, en inglés, proteinas de union a elementos reguladores de esteroles),
involucrados en la biosintesis de colesterol y acidos grasos. La insulina aumenta los

niveles de expresion de SREBP’S.%®

Levi y col. (2005)*%° demostraron que el papel que juegan las SREBP es crucial
para promover el dafio renal. El experimento se realiz6 con un modelo animal de
obesidad, encontrando un incremento de triglicéridos en tejido renal y una
acumulacion de colesterol en células intersticiales y también mostraron una
significativa sobreexpresion a nivel renal de las proteinas tipo SREBP, acetil-CoA

carboxilasa y la sintasa de acidos grasos.>?

La sobrecarga de lipidos celulares o lipotoxicidad es un fenébmeno que contribuye a

la aterosclerosis.?>?"28

2.1.2.1. Lipoproteinas

Las lipoproteinas son moléculas de alta masa molecular encargadas del transporte

de lipidos en el plasma, especialmente de triglicéridos y de ésteres de colesterol.

Cada particula de lipoproteina esta constituida por un nucleo de lipidos (ésteres de
colesterol o triglicéridos en proporciones diversas de acuerdo con el tipo de
lipoproteina) rodeado por una membrana hecha a base de fosfolipidos y cantidades
variables de colesterol no esterificado. Ademas, cada lipoproteina esta formada por
proteinas especificas denominadas apolipoproteinas, presentes en la superficie de la
particula, que penetran hasta el nucleo de lipidos no polares. La funcién especifica
de estas apolipoproteinas es ligarse a enzimas especificas o0 a proteinas de
transporte de las membranas celulares encargadas de definir el destino metabdlico

de los lipidos séricos.®
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En el plasma existen seis clases fundamentales de lipoproteinas y la homenclatura
actual y universalmente aceptada proviene de sus siglas en el idioma inglés: VLDL
(Very Low Density Lipoprotein), IDL (Intermedium Density Lipoprotein), LDL (Low
Density Lipoprotein), HDL (High Density Lipoprotein), quilomicrones y remanentes de

quilomicrones.?®

Los triglicéridos y ésteres de colesterol son insolubles en agua por lo que es
necesario que sean transportados en forma de lipoproteinas, las cuales tienen un
centro hidrofébico de lipidos insolubles rodeados por una cubierta de componentes

polares.?
2.1.2.2. Composicién de las lipoproteinas

Lipidios: Colesterol libre y esterificado, triglicéridos y fosfolipidos.

Apolipoproteinas (Apo): Se describen 19 proteinas, de las cuales a s6lo en 10 se
les reconoce su composicion, funcion y metabolismo.

Apo A: Son varias subclases, las Apo Al, A2 y otras. Se sintetizan en higado e
intestino. Se transfieren activamente hacia y desde las HDL, VLDL y quilomicrones.
Sus principales funciones son activar la lecitin colesterol acyl transferasa (LCAT), que
esterifica el colesterol libre en las HDL y a nivel periférico, translocar el colesterol
libre desde el interior de la célula a la membrana, activando receptores Apo Al con
intervencidon de los transpotadores de colesterol ABCAL. Su catabolismo se realiza
en el higado, rifidn y tejidos extrahepaticos.

Apo B: Tienen dos formas, la B 48 sintetizada a nivel intestinal y la B100, a nivel
hepético. La B 48 es componente de los quilomicrones y la B100 de las VLDL, IDL
(lipoproteinas de densidad intermedia o remanentes de VLDL) y LDL. Participan en la
regulacion de la sintesis de VLDL y del transporte a receptores especificos. Su
catabolismo es principalmente hepatico.

Apo C: Se sintetizan a nivel hepatico. Existen tres subclases C1, C2 y C3. Existe una
transferencia activa intravascular entre HDL, VLDL y quilomicrones. La Apo C2
estimula el sistema lipoprotein lipasa y la C3 lo inhibe. La Apo C1 estimula la LCAT.
Apo E: Se sintetizan principalmente a nivel hepatico. Existen tres isoformas E2, E3 y

E4. Al igual que para Apo C hay transferencia intravascular entre HDL, VLDL y
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quilomicrones, su funcion es vectorizar las lipoproteinas hacia los receptores

hepaticos y periféricos Apo E afines.?

2.1.2.3. Metabolismo de las lipoproteinas

Quilomicrones: Se forman en el intestino. Contienen Apo A1y A2 y la Apo B48. Su
componente lipidico son los triglicéridos y el colesterol de la dieta (1/3 del colesterol
que se absorbe) y por el colesterol proveniente de la bilis (2/3 restantes). Se
absorben por via linfatica y en circulacion reciben Apo C y E desde las HDL. En la
pared vascular de los tejidos (especialmente adiposo y muscular) son hidrolizados
por la lipoprotein lipasa periférica, liberando &cidos grasos y glicerol. Estos son
captados a nivel tisular, originAndose particulas denominadas remanentes de
quilomicrones, con un contenido proporcional menor de triglicéridos. Estos
transfieren Apo C y entregan Apo Al a las HDL y son captados por los receptores
hepaticos B48:E, en donde contindan su catabolismo por accion de la lipoprotein
lipasa hepética.

VLDL: Se forman en el higado. Su sintesis esta regulada por la formacion de Apo
B100 y por los triglicéridos sintetizados en el higado. Contienen Apo B100, Cy E y
en circulacion reciben Apo C y E desde las HDL. Al igual que los quilomicrones son
hidrolizadas en los tejidos extrahepaticos por el sistema de la lipoprotein lipasa
periférica. Una proporcién aproximadamente del 70%, son rapidamente captadas
como remanentes de VLDL por los receptores hepéaticos Apo B100:E y otra parte
sigue hidrolizando sus triglicéridos y pierde Apo E, transformandose en LDL.

LDL: Son el producto del catabolismo de las VLDL. Contienen sélo Apo B100 y son
ricas en colesterol libre y esterificado. Son principalmente captadas a nivel hepatico
por los receptores B100:E en competencia con las IDL y por los receptores
periféricos B100. Los receptores la internalizan y permiten su catabolismo celular,
liberando colesterol libre que inhibe a la hidroximetilglutari CoA reductasa
(HMGCoAR), enzima clave para la sintesis de colesterol. El colesterol libre reduce la
sintesis de receptores y estimula la acyl colesterol acyl transferasa (ACAT) que lo
esterifica. En esta forma se regula la concentracion del colesterol a nivel celular.

Aproximadamente, entre 20 a 30% de las LDL son captadas por receptores
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inespecificos de los macrofagos (Scavenger Receptor SR-A), que no tienen
capacidad de contra-regulacién, proporcionalidad que sube al reducirse la capacidad
de captar e internalizar las LDL por los receptores.

HDL: Son fundamentales en el transporte reverso del colesterol desde los tejidos
hacia el higado, Unico 6rgano capaz de excretarlo (por la via biliar). Sintetizadas por
el intestino e higado. Su forma naciente (HDLn) es una bilamina de fosfolipidos y
ApoA. Interacta con los sistemas transportadores transmembrana de colesterol
(ATP Binding Cassette — ABCALl y G1/G4). El colesterol libre posicionado en la
superficie de la molécula, es esterificado e internalizado por accién LCAT, dejando
nuevos sitios para captar mas colesterol, transformandose en particulas esféricas
HDL3y luego HDL2.

El colesterol captado por las HDL puede dirigirse hacia el higado para su excrecion
por la bilis por 2 vias principales:

1) Por accion de la proteina transportadora de éster de colesterol (CEPT) transfieren
el colesterol esterificado hacia las VLDL y LDL que entregan asi el colesterol por
receptores B100:E

2) Por captacion selectiva de colesterol a través del receptor sacavenger SR-B1. La
HDL no es

catabolizada y vuelve a la periferia para captar mas colesterol. Los receptores SR-B1
se encuentran principalmente en higado, suprarrenales, ovarios y testiculos.

Cuando existe un incremento de las lipoproteinas ricas en triglicéridos, la CEPT
condiciona un flujo de triglicéridos de VLDL hacia HDL y se transfiere el colesterol
éster desde las HDL hacia las VLDL y LDL. Se generan HDL pequefas, ricas en
triglicéridos, mas afines a la lipoprotein lipasa hepatica y que van preferentemente a
catabolismo terminal y excrecion de la ApoAl por via renal. Este mismo fenémeno
sucede con las LDL. Las LDL enriquecidas en triglicéridos son catabolizadas en el
higado por la lipoprotein lipasa hepatica y se hacen mas densas y pequeias, mas
oxidables y poco afines a los receptores fisiologicos de LDL y son mayormente
captadas por los receptores de macrofagos SR-A (que no regulan el colesterol
intracelular). Los macrofagos acumulan colesterol y se transforman en células

espumosas caracteristicas del dafio vascular ateroesclerético.?
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2.1.3. RESISTENCIA A LA INSULINA
2.1.3.1. Insulina

La insulina es una proteina pequefia, compuesta por dos cadenas de amino&cidos
conectadas entre si por enlaces disulfuricos. 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 proteica, que se inicia con la traduccién del ARN de insulina por
los ribosomas fijos en el reticulo endoplasmico, para formar una prehormona
insulinica. Esta prehormona inicial tiene un peso molecular de 11500kDa pero, a
continuacion, se segmenta en el reticulo endoplasmico para formar una proinsulina
cuyo peso molecular es de 9000kDa 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 aun en forma de proinsulina que, por desgracia, no tiene
actividad biol6gica.*

Cuando se secreta esta hormona hacia la sangre, circula casi por completo en forma
libre; tiene una semidesintegracién 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 rifién. Esta rapida
eliminacién del plasma es importante porque es fundamental poder activar e inactivar

rapidamente el sistema regulador constituido por esta hormona .*°
2.1.3.2. Accion de laiinsulina en el metabolismo de los hidratos de carbono

Inmediatamente después de consumir una comida rica en hidratos de carbono, la
glucosa absorbida hacia la sangre induce una secrecion rapida de insulina. A su vez,
la insulina provoca la captacion rapida, el almacenamiento y el aprovechamiento de
la glucosa por casi todos los tejidos del organismo, pero sobre todo por el musculo, el

tejido adiposo y el higado.*°
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2.1.3.3. Accion de laiinsulina en el metabolismo de los lipidos

La accion de la insulina sobre el metabolismo lipidico es importante a largo plazo. En
particular destaca el efecto de la falta de insulina, que produce una aterosclerosis

marcada, a menudo con infartos de miocardio y otros padecimientos vasculares.*

La insulina ejerce diversos efectos que inducen el depdsito de lipidos en el tejido
adiposo. En primer lugar aumenta la utilizacion de la glucosa por casi todos los
tejidos y reduce automaticamente la utilizacion de la grasa, es decir, ahorra lipidos.
No obstante, la insulina también fomenta la sintesis de acidos grasos, en mayor
medida en cuantos mas hidratos de carbono se ingieran, dado que estos no se
emplean de manera inmediata para producir energia y aportan el sustrato para la
sintesis de grasas. Gran parte de esta sintesis tiene lugar en los hepatocitos; luego
los acidos grasos son transportados desde el higado por las lipoproteinas de la

sangre a las células adiposas, donde se almacenan.*°

La insulina ejerce otros efectos importantes, necesarios para que la grasa se

deposite en las células adiposas:

1.- La insulina inhibe la accién de la lipasa sensible (HSL) a hormona. Se trata de la
enzima que hidroliza a los triglicéridos ya depositados en las células adiposas. Asi
pues, inhibe la liberacibn de acidos grasos del tejido adiposo hacia la sangre
circulante. Por lo tanto la insulina favorece la sintesis de triglicéridos y frena su

hidroélisis, es decir, aumenta la lipogénesis y disminuye la lipélisis.*°

2.- La insulina fomenta el transporte de la glucosa a las células adiposas a través de
la membrana celular. Parte de la glucosa se emplea para la sintesis de pequefias
cantidades de acidos grasos, pero lo que es mas importante es que se forman
grandes cantidades de a—glicerol fosfato. Este Gltimo suministra glicerol a los acidos
grasos para formar triglicéridos, forma que adoptan los depositos de grasa en las
células adiposas. Asi pues, cuando falta insulina el depdsito de grandes cantidades
de &cidos grasos transportados desde el higado a través de las lipoproteinas queda

bloqueado.*°
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2.1.3.4. Resistencia a lainsulina

La resistencia a la insulina, RI, es un prominente marcador biolégico de la obesidad y
del sindrome metabdlico. Se define como una inadecuada respuesta a la insulina
exdgena o enddgena, tal tipo alterado de respuesta no esta estrictamente confinado
a la relacion entre insulina y glucosa, sino que se extiende a otras acciones
biologicas de la insulina, incluso sus efectos sobre el metabolismo lipidico y

proteinico.®

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 &cidos
grasos saturados y de hidratos de carbono refinados. La disminucion en el trabajo
muscular por menor actividad fisica también afecta en forma significativa la
sensibilidad a la insulina. La resistencia a la insulina induce por consecuencia una
demanda excesiva de trabajo a las células beta del pancreas y conlleva a la
hiperinsulinemia. Suele preceder por afos al 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 esto ocurre aparece primero la intolerancia a la glucosa y

luego la diabetes.?*
2.1.4. DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus es un sindrome organico multisistémico crénico que se
caracteriza por un aumento de los niveles de glucosa en la sangre (conocido
médicamente como hiperglucemia) como resultado de concentraciones bajas de la
hormona insulina o por su inadecuado uso por parte del cuerpo, que conducira
posteriormente a alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, lipidos y

proteinas.?%

La diabetes mellitus esta asociada con un grupo de enfermedades metabdlicas tales
como obesidad, intolerancia a la glucosa, hipertrigliceridemia e hipertension, todas
estas enfermedades se caracterizan por hiperglucemia que resulta de defectos en la
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secrecion de insulina, en la accion de la insulina o ambas. La hiperglucemia cronica
se asocia con dafio a largo plazo, disfuncion y falla de varios 6rganos, especialmente

los ojos, los rifiones, los nervios, el corazén y los vasos sanguineos.®

En México la diabetes es la causa mas frecuente de ceguera en adultos, de

amputaciones no debidas a traumatismo y de insuficiencia renal crénica terminal.
2.1.5. HIPERTENSION ARTERIAL

La hipertensién arterial es una condicion médica caracterizada por un incremento de
las cifras de presion arterial por encima de 139/89 mmHg y considerada una de los
problemas de salud publica en paises desarrollados afectando a cerca de mil
millones de personas a nivel mundial. Se estima que el 25% de las personas son
hipertensas. Su prevalencia aumenta con la edad y tiende a ser mas grave en
adultos jovenes. Es uno de los factores de riesgo mas importantes tanto en la
enfermedad coronaria como en los accidentes cerebrovasculares. También puede
conducir a una insuficiencia cardiaca congestiva, diseccién adrtica e insuficiencia

renal.*?

2.2. RINON
2.2.1. ANATOMIA DEL RINON EN EL HUMANO

Los rifiones en el humano son 6rganos retroperitoneales que pesan alrededor de 150g

cada uno y presentan forma de frijol.>®

La unidad anatomica y funcional del rifilon es la nefrona, la cual puede dividirse en dos

partes:

e Glomérulo: consiste en un ovillo de capilares localizados entre dos arteriolas
(aferente y eferente), donde se forma el ultrafiltrado del plasma.

e Sistema de tubulos: integrado por una capa unica de células epiteliales, puede
subdividirse en varios segmentos de acuerdo con sus diferencias anatomicas y
funcionales. Este sistema es responsable de los procesos de reabsorcion y
secrecion, en los cuales el ultrafiltrado es modificado para la formacion de orina.
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Sus principales segmentos son: el tubulo contorneado proximal, el asa de
Henle, el tibulo contorneado distal y el conducto colector.®

2.2.1.1. Anatomia macroscopica

En el aspecto macroscopico, se divide al rifion en dos regiones principales, una
exterior llamada corteza y una interior llamada médula, formada por ocho a diez
estructuras triangulares o pirdmides renales, cuyo vértice apunta hacia una cavidad

llamada pelvis renal en el humano (Fig. 2.3.).

Corteza: localizada en la zona externa del rifidn, contiene todos los glumérulos, la

mayor parte de los tubulos contorneados proximales y parte de los distales.

Médula: esta constituida principalmente por las asas de Henle y por los conductos
colectores dispuestos en forma paralela. La médula desempefia un papel importante

en la concentracion de la orina.

La circulacion renal presenta una caracteristica importante. Posee dos sistemas
capilares dispuestos en serie: el primer lecho capilar forma el ovillo glomerular y el

segundo rodea el sistema de ttbulos.>?

Corteza
Columna renal
Expansién medular

Caliz menor Papila

Caliz mayor

Pelvis

Arteria

e — 1
i ¥-<-— Arteria renal
interlobulillar

%

Arteria

Glomérulo interlobular

cortical

Glomérulo

yuxtamedular Arteria arcuata

Fig. 2.3. Corte sagital del riidn. En la mitad superior se ha representado

macroscopicamente la disposicion anatomica general, mientras que en la inferior se

expone la irrigacién arterial®*

19



2.2.1.2. Anatomia microscépica
Nefrona

Cada rifion posee un millébn de nefronas y cada una de ellas esta formada por un
glomérulo, un asa de Henle y un tdbulo contorneado proximal y uno distal. Este
altimo penetra en un conducto colector que termina en el sistema calicial, que drena
otras unidades de nefronas en su trayecto a través de la corteza y las piramides
medulares (Fig. 2.4.).

Asa

Tuabulo de Tabulo Tabulo
Glomeérulo proximal Henle distal colector
r

Corteza

Medula

Fig. 2.4. Nefrona aislada y elongada. Las zonas en recuadro indican las regiones

que, en la vida, se superponen para formar el aparato yuxtaglomerular®*
Céapsula de Bowman

El origen de la nefrona, llamado capsula de Bowman, estda compuesta por dos
laminas: una visceral, que forma la tercera capa de la barrera de filtracion (podocitos)

y otra parietal que delimita el espacio capsular, receptor del ultrafiltrado glomerular.
Glomeérulo

En el lado opuesto a su union con el tibulo contorneado proximal, la capsula de

Bowman se invagina y recibe una red de asas capilares, llamada glomérulo.3*
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Tubulo contorneado proximal

El tdbulo contorneado proximal es responsable de la reabsorcién de la mayoria de
los pequefios solutos filtrados. Llega a retirar del ultrafiltrado hasta el 60% de los
iones Na*, K*, Ca®*, CI'y méas del 90% del ion HCO3". Los aminoécidos y la glucosa
también se reabsorben casi en su totalidad, junto con el ion Na*, en este segmento.
Esta porcion presenta, ademas, la importante caracteristica de ser mas permeable al
agua que las demas, lo que permite su reabsorcion pasiva junto con los solutos para

recuperar asi gran parte del liquido del filtrado.
Asa de Henle

El asa de Henle se divide en tres segmentos: porcion descendente fina, porcidén
ascendente fina y porcion ascendente gruesa. En la porcion gruesa tienen lugar las
principales alteraciones del ultrafiltrado. Los iones Na*, K" y CI" son cotransportados
hacia el interior de las células tubulares. Cerca del 35% del ion Na" y el ion CI
filtrados se reabsorben en este segmento.

Nefrona distal

Este segmento, que incluye el tabulo contorneado distal, el tubulo colector y el
conducto colector, es responsable de los ajustes finales de la composicion, tonacidad

y volumen de la orina.
2.2.2. FUNCION RENAL

Las funciones fundamentales de los rifiones son: eliminar los productos téxicos del
metabolismo y la conservacion de sustancias indispensables para la vida. Asi, los
rifones son considerados 6rganos reguladores que excretan y conservan de manera
selectiva agua y varios compuestos quimicos. De esta forma, ayudan a preservar la

constancia del medio interno.
Especificamente, las principales funciones de los rifiones son:

e Mantenimiento del volumen de liquido, la osmolalidad, las concentraciones de
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electrolitos y el estado acido-base del organismo. Esto se logra mediante la
variacion de la excrecion urinaria de agua y de iones como el sodio (Na*), el
potasio (K*), el cloro (CI), el calcio (Ca®"), el magnesio (Mg®") y el fosfato (PO*
4).

e Excrecién de productos finales del metabolismo, como la urea, el acido urico, los
fosfatos y los sulfatos. Los rifiones excretan también sustancias extrafias, como
drogas o medicamentos

e Produccion y secrecion de hormonas y enzimas.

e Formacion de la orina: Las nefronas regulan la concentracion, el volumen vy el
pH de la sangre y eliminan de los rifiones sustancias de desecho formando la
orina. El proceso de formacion de la orina se inicia con el pasaje del plasma
por la barrera de filtracion glomerular. La barrera glomerular permite el libre
pasaje de agua y de pequefios solutos, pero retiene a la mayoria de las
proteinas y grandes moléculas, asi como a todas las células sanguineas. El
principal determinante del pasaje por el filtro glomerular es el tamafio de la
molécula, aunque la carga i6nica también es importante. Después de la
formacién del ultrafiltrado glomerular, éste es captado en la capsula de
Bowman, luego es conducido al sistema de tubulos renales, donde sufrira una

serie de modificaciones hasta formar la orina final.*3

En el rifidbn se consideran tres procesos: filtracidn, resorcion y excrecion. (Ver Figura
2.5).
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GLOMERULO TUBULO PROXIMAL ASA DE HENLE TUBULO DISTAL TUBULO COLECTOR

Filtracion Resorcién del 65 % de Transporte de HCI des- Resorcién de Na* Resorcion de agua en la
Na* y Nej de la rama ascendente s operacion final de concen-

ADH necesaria para tracion

No se requiere ADH La contracorriente de- resorcién de H,O _
S termina un intersticio Requiere ADH

Resorcion de toda la hiperténico Secrecién de K* vy

glucosa, K* y uratos uratos Ajuste final en:
El liquido sale hipoto- e Na+, K+

Resorcion del HCO," nico Resorcion del HCO,

Secrecion de H*

Secrecion de H*

El liquido sale isoténico

Secreciéon de NH,

Liquido resultante
hipoténico o Iisot6-
nico

Fig. 2.5. Funciones principales de cada porcién de la nefrona*

Cuando la sangre entra al glomérulo y se filtra, las proteinas no pueden por su
tamano atravesar el “filtro capilar” del glomérulo; después, los tubulos reabsorben en
forma selectiva agua, glucosa, aminoécidos, Na®, K*, Ca?', CI, y HCOs;

regresandolos posteriormente a la sangre.

A través de la nefrona se excretan sustancias como el K*, ion hidrégeno, amoniaco,
creatinina, entre otros, basicamente para controlar la hidratacion, el pH de la sangre

y eliminacion de compuestos con NH,".

La cantidad y la calidad de orina son variables; normalmente, se elimina entre un litro

y litro y medio en 24 horas en el humano.*

La orina es normalmente de aspecto claro, de color amarillo y de olor caracteristico,
su pH oscila entre 5 y 7.8. La orina esta 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, cilindros, calculos o microorganismos.*
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2.2.3. INSUFICIENCIA RENAL

La insuficiencia renal o fallo renal es la condicion en la cual los rifiones dejan de
funcionar correctamente. Fisioldgicamente, la insuficiencia renal se describe como
una disminucién en la filtracién de la sangre. Clinicamente, esto 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.*®

2.2.4. NEFROPATIA DIABETICA

La nefropatia diabética es una complicacion vascular crénica, especifica de la
diabetes, en la que se afecta la microcirculacién renal y se originan una serie de
alteraciones funcionales y estructurales a nivel glomerular, aunque también pueden
afectarse los tubulos renales. El sindrome clinico se caracteriza por proteinuria
persistente, hipertensién arterial (HTA) y deterioro progresivo de las funciones

renales.®’
La nefropatia diabética se divide clasicamente en cinco estadios que son:

1) Hiperfiltracion (Es cuando se produce un aumento de la filtracién glomerular y
de la reabsorcion tubular proximal de proteinas, hay mayor produccion de
mediadores de inflamacion, acelerando el dafio renal). La albuminuria es un
marcador de hiperfiltracion y renomegalia.®

2) Lesiones tempranas en el rifidn.

3) Diabetes con nefropatia: estado de microalbuminuria

4) Nefropatia clinica: proteinuria y disminucion del filtrado glomerular.

5) Enfermedad renal terminal.

También puede dividirse en fase preclinica y fase clinica.
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1.-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 filtracion glomerular es condicionado por alteraciones en la
hemodindmica renal y, en comparacion con sujetos normales, es de entre el 20 al
50% mayor y generalmente relacionado con el descontrol metabdlico. Existe también

aumento en el tamario 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
afeccién renal y establecer el pronoéstico. Asi, en los estadios tempranos de la
nefropatia diabética, se utiliza la determinacion de microalbuminuria como predictor

de darfo renal.
Alteraciones de la funcién tubular

Las alteraciones en la funcion tubular pueden aumentar la reabsorcion de glucosa y

sodio y disminuir la absorcion de fésforo.
2.- Fase clinica

Esta practicamente se inicia 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 oncética sistémica.

Esta presente también un aumento del gradiente de presion hidraulica transcapilar
qgue incrementa la presion glomerular y obliga a la adaptacion de la nefrona. Todo

esto ocurre cuando predomina el mal control metabdlico.>*
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Proteinuria

Inicialmente la proteinuria es inconstante, aunque después se hace mas evidente y
puede alcanzar niveles o rangos nefréticos. 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 esta dado por una poblacion de poros
grandes, con poca selectividad, que determina el aumento de la fraccion de
filtracion para moléculas mayores de 46 A; 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 disminucién de las
cargas negativas de la pared capilar glomerular y una reduccion del &cido
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
hidraulica transcapilar la glucosilacion de las proteinas circulantes.

Hipertension arterial

La hipertensién 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. Hasta en un 44% de pacientes con

proteinuria persistente se detecté en forma temprana la hipertensién arterial.>*

Sindrome nefrético

Este sindrome se puede presentar en 5 a 10% de los pacientes con nefropatia
diabética y consiste en hipoalbuminemia, hipercolesterolemia, proteinuria de

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

La hematuria es cuando hay presencia de sangre en la orina. La hematuria
microscopica con o sin cilindros eritrocitarios, es parte del diagnostico 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.
Disminucién de la funcién 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
disminucién de la filtraciébn glomerular en pacientes sin tratamiento puede ser de

1mL/min/mes o de 10 a 15 mL/min/afio.?*
2.3. PROTEINA DIETARIA DE ORIGEN VEGETAL (SOYA)

La soya (Glycine max) es originaria de China y constituye un alimento fundamental
de la dieta de esa region del mundo. La soya ha sido un alimento basico en las dietas
vegetarianas por afios. Es una excelente fuente de proteinas para las personas que
deciden no ingerir productos derivados de animales. En los ultimos afios, los
alimentos de soya han llamado la atencion del mundo occidental por sus conocidos e

hipotéticos beneficios para la salud.

Los investigadores contindan explorando los beneficios que tienen los alimentos de

soya para la salud (Figura 2.6).

La proteina de soya ha llegado a ser considerada como una alternativa para el

tratamiento de muchas enfermedades crénicas.*°

El frijol de soya representa una fuente renovable de proteina vegetal la cual ha sido
usada ampliamente como un sustituto adecuado de proteina animal***? y debido a
sus propiedades nutritivas, principalmente por su proteina, en los ultimos afios ha

habido un gran desarrollo cientifico y tecnolégico para su aprovechamiento integral.
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La produccion de proteinas de soya representa una alternativa muy importante para
la deficiencia en produccion masiva que existe de las proteinas convencionales,

como las de la leche y la carne y es una alternativa de menor costo.*?

Fig. 2.6. Planta de soya
2.3.1. COMPOSICION DE LA SOYA

A diferencia de los cereales (maiz, trigo, etc) que son abundantes en glutelinas y
prolaminas, las proteinas de la soya y de otras oleaginosas son una mezcla
heterogénea de globulinas (60-75% del total) y de 4lbuminas con masas moleculares
muy variadas, solubles en soluciones salinas y en agua; precipitan en su punto
isoeléctrico, generalmente en el intervalo de pH entre 4.2 a 4.8; su aminograma
difiere del de los cereales en que las cantidades de metionina, acido glutdmico,
arginina, leucina, isoleucina y valina son menores pero en cambio es mas rico en

lisina.*®

En general, la proteina de soya presenta una deficiencia de aminoacidos azufrados
que se acentlan mas en los aislados proteinicos, ya que la concentracién de
metionina y cistina se reduce durante el proceso de manufactura de estos productos;
el porcentaje de lisina es elevado lo que hace que la soya sea muy adecuada para
complementar las proteinas de los cereales; su patron de aminoacidos es, en ciertos

aspectos, comparable con el de la FAO (Ver Tabla 2.2. y anexo)
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Tabla 2.2. Aminoacidos esenciales en proteinas comerciales de soya (gramos de
aminoécidos por 16 g de nitrégeno)*

Aminoacido Harina Concentrados Aislados Patrén de la
desengrasada FAO
Isoleucina 4.6 4.9 4.8 4.2
Leucina 7.7 8.0 7.8 4.8
Lisina 6.2 6.2 6.0 4.2
Metionina 1.3 1.3 1.0 2.2
Cistina 1.2 1.6 1.0 2.0
Fenilalanina 5.3 5.3 55 2.8
Treonina 4.2 4.3 3.7 2.8
Triptofano 1.4 1.4 1.3 1.4
Valina 4.9 5.0 4.8 4.2

A pesar de la deficiencia en aminoacidos azufrados en la soya, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) calific6 con un puntaje de 1, al aislado de proteina de
soya junto con la caseina y las proteinas de huevo. Esta escala de medicién, aunque
subjetiva, es la mas avanzada. Consiste en evaluar la digestibilidad de proteina y
aminoacidos, dando el mayor puntaje de esta escala al numero 1. Cualquier proteina
con una calificacion de 1 es considerada una proteina completa para los humanos
(esto, en el caso de la proteina de soya, esta sesgado por los grandes paises
productores de este grano, como los EEUU que poseen mucha influencia en la
OMS).

Uno de los beneficios nutritivos del frijol de la soya, es que contiene un elevado
porcentaje de proteina (36%), comparado con otros granos. Posee fibra dietética
soluble e insoluble, hidratos de carbono complejos, un adecuado balance de acidos
grasos, pequefias proporciones de grasa saturadas, oligosacéridos, vitaminas,
minerales y, por su origen vegetal, no contiene colesterol.** La soya contiene
isoflavonas tales como genisteina, daidzeina y gliciteina los cuales son
fitoestr6genos; que son compuestos que se encuentran unicamente en las plantas y
aparentemente tienen efectos similares a los del estrégeno. Se cree que contribuyen
a las propiedades protectoras que tiene la soya para la salud y, ademas, tienen alto

poder antioxidante.**
La Tabla 2.3 presenta su composicion quimica.>*
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Tabla 2.3. Componentes del frijol de soya en base seca®*

Nutrimento Contenido / 100g base
seca
Hidratos de carbono simples (Q) 21
Hidratos de carbono complejos (Q) 9
Estaquiosa (mg) 3300
Rafinosa (mg) 1600
Proteina (g ) 36
Acidos grasos totales (Q) 19
Grasa saturada (Q) 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 (mg) 280
Potasio (mQ) 1797
Hierro (mg) 16
Zinc (mg) 4.8
Isoflavonas (mgq) 530

Su relacién arginina:lisina es generalmente mayor que en otras proteinas, a lo cual
se le ha atribuido como uno de los factores que tienen un efecto protector en la
prevalencia de enfermedades cardiovasculares, porque parece disminuir cantidades

importantes de lipidos.*®*°

2.3.2. PROTEINA DE SOYA EN LA SALUD

Muchos investigadores continlan explorando y reportando los beneficios que tienen
los alimentos de soya para la salud. La proteina de soya aparentemente puede
proteger contra ciertas enfermedades, tales como las enfermedades del corazon,

dislipidemias, osteoporosis, manejo del climaterio y enfermedades renales.**>°

Anderson y col. (1995)* realizaron un estudio con pacientes donde encontraron que
el consumo de proteina de soya ayudd a disminuir la concentracién de colesterol
total en suero, LDL colesterol y triglicéridos. Ademas, el consumo de la proteina de
soya mantiene en su estado funcional a los adipocitos (las células que forman el

tejido adiposo en su estado funcional). Por ello, varios trabajos de investiga
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cién han llegado a la conclusion de que su consumo continuo disminuye la ganancia
de “peso” y disminuye las alteraciones en el higado y en el rifion durante el desarrollo

de la diabetes.**

Kapiotis y col. (1997)* reporta que la presencia de la isoflavona genisteina, el cual
es un componente organico primordial de la proteina de soya, inhibe la oxidacién del

colesterol LDL, lo que mejora la salud.>?

En los ultimos afios se han encontrado distintos efectos benéficos debidos a la
ingestion de la proteina de soya sobre el desarrollo de distintas enfermedades
cronico degenerativas. Tales efectos han conducido a distintos grupos de
investigacion a explorar en distintas areas clinicas y experimentales. Hasta el
momento, el resultado de estas investigaciones han indicado que la ingestion de la
proteina de soya tiende a mejorar las enfermedades durante su evolucion a

cronicidad.*>535%*
2.3.3. EFECTO DE LA SOYA EN LOS LIPIDOS

La soya puede ejercer un efecto hipolipemiante por medio de algunos mecanismos,
aun no esclarecidos. Entre estos mecanismos, los investigadores se han dado a la
tarea de examinar los diferentes componentes de la soya que pueden estar
involucrados en el o los mecanismos involucrados en este efecto sobre los lipidos

sistémicos

Se ha descrito un posible mecanismo es que la proteina de soya posee una alta
cantidad de lisina y arginina, lo que produce una disminucion en la relacion
insulina:glucagon. Esto aumenta la gluconeogénesis por un aumento en la secrecion
de glucagon lo que disminuye la biosintesis y/o aumenta el catabolismo del
colesterol, produciendo un efecto hipocolesterolémico.*®*>*

Otro posible mecanismo descrito se refiere a que la soya disminuye la secrecién de
insulina y de otras hormonas pancreéaticas e intestinales, produciendo una
disminucién en la sintesis de lipoproteinas y lipidos por parte del higado, en especial
las lipoproteinas de baja densidad (LDL).>®>" Wright y col. (1998)*® en estudios con
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animales de laboratorio muestran que al ingerir la soya, la secrecion de las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y de baja densidad (LDL) se encuentra
inhibida y también existe un aumento en la remocion de ellas en el higado, por lo que
al entrar el colesterol al higado se favorece la sintesis de acidos biliares, dando como
resultado una disminucion en los niveles séricos de colesterol. La soya posee varios
componentes que podrian favorecer la concentracion de colesterol a través de acidos

biliares.

Por altimo, otro efecto hipocolesterolémico de la soya se atribuye a su contenido de
isoflavonas. La genisteina, una de las principales isoflavonas, se ha mostrado que
impide la oxidacién de las particulas de las LDL.>® Ademas las isoflavonas son
estructuralmente similares a los estrogenos, por lo que al unirse a sus receptores,
puede actuar como sus agonistas y promover un efecto protector contra la

aterosclerosis.>%%°

2.3.4. LA SOYA EN LAS ENFERMEDADES RENALES

Estudios recientes realizados por Velasquez y Batean (2001)%? muestran que los
fitoestrogenos de la soya tienen un papel benéfico sobre ciertas enfermedades
renales crénicas; algunos estudios realizados en animales y humanos indican que el
consumo de soya retrasa el desarrollo y progresion de algunos casos de enfermedad

renal.®®?

El consumo de soya y su fibra soluble por un periodo de tiempo prolongado ayuda a
regular los niveles de glucosa vy las filtraciones renales, con lo cual disminuye el dafio

renal y la respuesta inflamatoria por la diabetes.®®

En un estudio realizado por D’Amico y col. (1992)%® en pacientes con sindrome
nefrético encontraron que con el consumo de una dieta a base de soya se logro
disminuir significativamente la concentracion de colesterol en suero (total, LDL), pero
las concentraciones de triglicéridos no cambiaron. Por otro lado, encontraron una
disminucion de la proteinuria, menor dafo histolégico renal y menor hiperfiltracion
glomerular; el estudio se realizO en un periodo de ocho semanas. En estudios

realizados en modelos genéticos de enfermedad poliquistica del riidén indican una

32



disminucién en el tamafio de los quistes y del contenido de agua, asi como las
lesiones patoldgicas asociadas, lo cual ayuda a preservar la funcién renal.®*® En un
modelo de nefropatia espontanea relacionado a la edad, Iwasaki y col. (1998)%°
demostraron que al reemplazar la dieta de caseina por la de soya se retrasa

marcadamente la progresion de las lesiones renales patoldgicas y aumenta la vida.

Williams y Walls (1988)°°" encontraron que las ratas hembra con el modelo de
ablacion renal alimentadas con proteina de soya presentaban menor proteinuria,
menor hipertrofia del rifidn remanente y menos gloméruloesclerosis 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 hasta un 24% de contenido proteico,
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 mostrar efectos protectores a distintos niveles de concentracion.
2.4. PROTEINA DE ORIGEN ANIMAL (CASEINA)

Las caseinas (del latin caseus, queso) son por definicion las fosfoglucoproteinas que
precipitan de la leche descremada a pH 4.6 y 20°C; son proteinas que contienen
tanto residuos de hidratos de carbono como de fosfatos. Su contenido de nitrégeno
es aproximadamente de 15.6%, excepto en el caso de la fraccién k que es de 14.3%
ya que contiene una mayor cantidad de hidratos de carbono (Tabla 2.4).*
Practicamente todas las moléculas de caseina estan asociadas entre si integrando
las micelas, pero existe una pequefia fraccién que se encuentra en solucion, existen

cuatro fracciones principales que se diferencian por su movilidad electroforética as, £,

KYY.

La caseina representa cerca del 77 al 88% de las proteinas presentes en la leche y
el 2.7% de la composicién de la leche liguida. La caseina es una proteina de alto
valor bioldgico, especialmente porque es fuente de dos aminoacidos indispensables
en el cuerpo: isoleucina y lisina (ver anexo). Esta compuesta por 90-91% de proteina
(%Nx 6.38), 0.1% de grasa, 4-6 % de humedad y esta libre de vitaminas.®®
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Cuando coagula con renina es llamada paracaseina y cuando coagula a través de la
reduccion del pH es llamada caseina acida. Cuando no esta coagulada se llama

caseinégeno.

Tabla 2.4. Distribucién de las proteinas de la leche*®

Total de Masa molecular Numero de
proteinas % aminoéacidos
Caseinas 80 23,612 199
Os1 34 25,228 207
asp 8 23,980 209
B 25 19,005 169
K 9
Y 4
Proteinas del 20
suero
B-lactoglobulina 9 18,263 162
a-lactoalbumina 4 14,174 123
Proteasa 4 4,000-200,000
peptona
Inmunoglobulinas 2 150,000-1x10°
SeroalbUmina 1 69,000

La caseina es un sdlido blanco-amarillento, sin sabor ni olor, insoluble en agua. Se
dispersa bien en un medio alcalino, como una solucién de hidréxido de sodio,
formando caseinatos de sodio. La caseina se obtiene coagulando leche descremada
con acido clorhidrico diluido, asi se imita la acidificacion espontanea. Los coagulos
se decantan, se lavan con agua, se desecan y finalmente se muelen. La caseina es
la proteina de origen animal mas utilizada en la investigacién porque es de facil
acceso y es similar a la proteina ingerida por los humanos en su etapa inicial de

desarrollo.®®

Para llevar a cabo la experimentacion se hizo uso de un modelo animal que cubriera
las caracteristicas necesarias para realizar este proyecto, para ello se utiliz6 la Rata

Zucker @

Se necesitaba un modelo animal que presentara obesidad de comienzo rapido y que
presentara los sintomas que afectan a una persona con problemas de obesidad,

sindrome metabdlico y con presencia de diabetes y de esta forma poder evaluar el
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efecto de dos tipos de dietas, una de origen animal (caseina) y otra de origen vegetal
(soya) sobre el metabolismo intrarrenal y sistémico de lipidos en el modelo animal
con dichos sintomas. De esta forma se pueden extrapolar los resultados y transladar
los hallazgos encontrados a humanos con la finalidad de explotar aspectos

fa/fa

benéficos. La rata Zucker cumple con todas las caractéristicas anteriormente

mencionados por la modificaciébn genética encontradas en uno de los receptores de

la leptina. A continuacién se hace una descripcion breve de la rata Zucker @%.

2.5. MODELO ANIMAL (RATA ZUCKER /)

La rata Zucker es uno de los pocos modelos de obesidad heredable, con caracter
autosémico recesivo y ha sido ampliamente utilizado como modelo experimental de
obesidad y es, sin duda, de gran utilidad. Este modelo se obtuvo por el cruce de
ratas Sherman con Merck Stock M. en 1961 por Zucker y Zucker (Ver Figura 2.7).%°

La obesidad se manifiesta Unicamente en los animales homocigotos mientras que los
heterocigotos tienen fenotipo normal. Los homocigotos llegan a ser obesos,
presentan hiperlipidemia y resistencia a la insulina.” La condicién obesa es evidente
a las 5 semanas, teniendo una aparicién temprana a las 3 semanas de edad, la
acumulacion de grasa es tanto intraabdominal como subcutanea, llegando a alcanzar

grados de obesidad extremos.”

A las 40 semanas de edad el “peso” de las ratas fa/fa es casi el doble a aquellas con
genotipo heterocigoto fa/+. La hiperlipidemia aparece después del destete, pero

sigue en aumento.

Fig. 2.7. Rata Zucker @™ modelo de obesidad con un dafio en el receptor de la

leptina
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La obesidad se hereda de modo recesivo. La rata zucker @™

es portadora de una
mutacion autosomica recesiva en el cromosoma 5 del gen del receptor de la leptina
que produce la pérdida de funcion de esta proteina, los animales afectados
presentan hiperfagia, son hiperlipidémicos, hipercolesterolémicos e
hiperinsulinémicos, presentan hepatomegalia, un aumento de la actividad de la
lipoprotein-lipasa (LPL) y de los niveles circulantes de &acidos grasos libres y
apariencia lactica del suero. Por ello la rata Zucker es el modelo mejor conocido y

mas usado de obesidad genética de comienzo precoz.’?
2.5.1. LEPTINA

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

energeético.

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
tamafio y el numero de adipocitos. Entre otras funciones de esta hormona es que
participa en la regulacién 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 supuso un importante avance en el conocimiento de los mecanismos
qgue regulan el balance energético. La disminuciéon de los depdsitos adiposos
originaria un descenso del gasto energético. El aumento del tejido graso tendria un

efecto contrario (Ver Figura 2.8.).
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Fig. 2.8. 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), el estatus hormonal (fundamentalmente en relacién con la

insulina) y de las citocinas.

En estudios conducidos tanto en animales asi como en humanos se ha descrito
como la deficiencia de leptina, o bien de su receptor, originaban hiperfagia y
obesidad.? El tratamiento con leptina en animales deficientes es capaz de disminuir la
ingestion y el “peso” corporal y de normalizar las alteraciones hormonales e

inmunolégicas.?

El papel de la leptina en la patogénesis de la obesidad puede estar relacionado con
los niveles de hormona circulante. EI aumento observado de la concentracion
plasmatica de leptina en pacientes obesos sugiere que la obesidad humana es un
fendbmeno de resistencia a la accidén de la leptina y no de deficiencia de leptina. En
general los animales obesos poseen niveles mucho mas altos que los animales
normales. Este dato indica que estas formas de obesidad estan asociadas con
leptino-resistencia.®”

El fendmeno de resistencia a la leptina ha sido observado también en ratones en los

cuales la obesidad ha sido inducida por variaciones del régimen alimentario,
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sugiriendo de tal manera que los factores ambientales pueden modular la
sensibilidad a la leptina.

2.5.2. RECEPTOR DE LEPTINA

Una vez que la leptina es secretada por el tejido adiposo al torrente sanguineo, debe
llegar a sus érganos blanco y ser reconocida por los receptores proteinicos en la
superficie de la membrana plasmatica. A la fecha, se han detectado receptores para
la leptina (Ob-R) en casi todos los tejidos y se han encontrado varias isoformas
dependiendo del 6rgano blanco. El receptor mas largo es un polipéptido de alrededor
de mil aminoacidos insertado en la membrana plasmatica en dominios extracelular,
transmembranal e intracelular, lo que indica una posible funcién de transduccion de
la sefal al interior de la célula. Este receptor es abundante en el hipotdlamo, una
region de gran importancia en la regulacion del “peso” corporal. Un receptor de
menor talla para la leptina ya que carece del dominio intracelular, se localiza en el
hipotalamo y en tejidos como pulmones, rifiones y cerebro, entre otros. Por ultimo,
hay un receptor ain mas pequefio pues carece de los dominios intracelular y

transmembranal y probablemente su funcién es transportar la leptina en el plasma. "

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 mutaciébn se transmite siguiendo un patrén
autosémico 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 los casos de tres hermanas
gue, 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 diversos polimorfismos en este

receptor, aunque con escasa prevalencia en pacientesobesos.'”®
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CAPITULO 3. DISENO EXPERIMENTAL

La Figura 3.1 presenta el diagrama del disefio experimental.

fa/fa

48 ratas Zucker “"* macho (6 grupos de 8 animales cada uno) - 170g

0 Dias 55 Dias
Analisis basal Registro de ganancia Sacrificio
de la funcion de “peso” y consumo Determinaciones:
renal de alimento 1) Parametros bioguimicos

2) Lipidos totales en rifién
3) Andlisis de la funcién
renal

Fig. 3.1. Disefio experimental
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3.1. DIAGRAMA DE BLOQUES

En la Figura 3.2 se muestra el diagrama de bloques de la experimentacion realizada.

Disefio y elaboracién de las dietas en donde se vario la
concentracion de proteina (20, 30 y 45%) y tipo de proteina
(de origen animal, caseina y vegetal, proteina de soya)

A 4

Alimentacién de los animales con los diferentes
tratamientos dietarios

A 4
Registro diario de ingestion de alimento
y ganancia de “peso” tres veces por semana, en un lapso de
55 dias de estudio

Dia0 Dia 55
A 4 \ 4
Recoleccion de orina para Sacrificio de los animales por
establecer el parametro basal decapitacion y reseccion del

de concentracion de creatinina tejido renal y suero sanguineo

A 4

Determinacion de pardmetros bioquimicos del perfil de
lipidos:
-Colesterol y triglicéridos en suero sanguineo

Determinacion de lipidos totales en el tejido renal:
- Colesterol y triglicéridos

Analisis de la funcion renal:

- Determinacion de nitrégeno ureico en sangre (BUN,
por sus siglas en inglés) acido Urico y creatinina en
suero

- Determinacion de creatinina y proteinas totales en
orina

Fig. 3.2. Diagrama de blogues de la experimentacion realizada
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3.2. ANIMALES

Se utilizaron 48 ratas Zucker %

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 Nutricion Salvador Zubiran. El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica del
Instituto. 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 continuaciéon en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Dietas administradas a las ratas Zucker fa/fa

GRUPO DIETA CLAVE OBSERVACION DE LA
DIETA
1 20% de proteina de C20 Dieta control
caseina
2 20% de proteina de soya S20 Dieta control
3 30% de proteina de C30 Dieta moderadamente
caseina alta en proteina
4 30% de proteina de soya S30 Dieta moderadamente
alta en proteina
5 45% de proteina de C45 Dieta muy alta en
caseina proteina
6 45% de proteina de soya S45 Dieta muy alta en
proteina

3.3. ALIMENTACION Y DIETA

Las dietas balanceadas estaban basadas en las recomendaciones reportadas por el
Instituto Americano de Nutricion (American Institute of Nutrition, 1993)’® sobre los
requerimientos nutricionales de las ratas de laboratorio, incluyendo vitaminas y

nutrimentos inorganicos (Tablas 3.2, 3.3.).

Las dietas se administraron de manera oral, empleando comederos individuales de
acero inoxidable con tapadera cuya capacidad era de 200g, las dietas fueron
isocaloricas entre ella, ver tabla 3.4, con estas dietas se cubrieron los requerimientos de
proteinas y de grasas de las ratas con base en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999, ya que el porcentaje de proteina que recomienda es del 20%, mientras que

el requerimiento de grasa es el 5%’ (Tabla 3.4.).
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Caracteristicas del alimento:

e Libre de aditivos, drogas, hormonas, antibidticos, plaguicidas
contaminantes.
e Dentro del periodo de caducidad.

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

Tabla 3.2. Mezcla de nutrimentos inorganicos (g/kg)

Calcio 5.914
Fésforo 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
Fldor -

Producto comercial de Harlan, Wisconsin, EEUU

Tabla 3.3. Mezcla de vitaminas (g/kg)

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 15
tocoferol
Palmitato de vitamina A 0.8
Colecalciferol 0.2
Filoquinona (vitamina k) 0.075

Producto comercial de Harlan, Wisconsin, EEUU

y
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AGUA: Se utilizé agua potable ligeramente acidificada, para prevenir el crecimiento de
hongos. Se coloco 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

diariamente fueron pesados. Se mantuvieron en jaulas individuales.
DURACION DEL ESTUDIO: El estudio tuvo una duracion de 55 dias.

MEDICIONES FISIOLOGICAS: Se evalud la ganancia de “peso” cada tercer dia y el
consumo de alimento diario, en los animales que se encontraban bajo los diferentes
tratamientos dietarios. El registro de estos datos se llevo a cabo en una bitacora.

La Tabla 3.4. muestra la formulacion de cada una de las dietas.

Tabla 3.4. Formulacién de las dietas

Dieta 1 Dieta Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5 Dieta 6

20% 20% 30% 30 % 45 % 45%
Ingredientes Caseina Soya Caseina Soya Caseina Soya
(g/kgde (g/kgde (g/kgde (g/kg de (g/kg de (g/kg de

dieta) dieta) dieta) dieta) dieta) dieta)
Proteina 220.7 2325 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 2753 2575 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 (9) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Calorias 3.8 3.8 3.8 3.8 3.8 3.8

proporcionadas (kcal/g)
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3.4. METODOS
3.4.1. MEDICIONES DEL “PESO” E INGESTION DE ALIMENTO

Se determind la ganancia de “peso” y el consumo de alimento de los animales durante
los 55 dias de duracion del experimento, empleando una balanza granataria (Sartorius,
EEUU). El incremento de “peso” se evalud cada tercer dia, mientras que el consumo de

alimento se determiné diariamente. Los comederos se llenaron cada tercer dia.
3.4.2. RECOLECCION DE ORINA

Al inicio y al final del tratamiento experimental los animales fueron colocados en cajas
metabdlicas, las cuales permiten separar la orina de las heces. Esto se hizo con la
finalidad de recolectar orina de 12 horas. Se realizé la determinacién de creatinina para
conocer los valores basales, empleando la metodologia descrita mas adelante. Al final

del experimento se determind la concentracion de proteinas totales.
3.4.3. OBTENCION DE MUESTRAS Y TEJIDOS

Al término de los 55 dias experimentales, los animales se sacrificaron por decapitacion,
previa inhalacién e inmovilizacién con CO, para evitar estrés y sufrimiento. Se colect6 la
sangre en tubos con gel separador y activador de la coagulacion para la determinacion
de los siguientes parametros: triglicéridos, colesterol, nitrégeno ureico en sangre (BUN),
acido urico y creatinina, siguiendo la metodologia descrita mas adelante Se extrajo el
rifidn, musculo, tejido adiposo, intestino (duodeno, yeyuno e ileon), corazon e higado y
se colocaron en solucion salina, prepeparada previamente. Soélo se pes6 el rifion
derecho de cada animal. Todos los tejidos se mantuvieron en congelacion a -80°C. Con
el tejido renal se determinaron colesterol y triglicéridos, siguiendo la metodologia

descrita mas adelante.
3.4.4. DETERMINACION DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

Un indicador importante de alteraciones en el metabolismo de los lipidos puede
obtenerse mediante determinaciones de los niveles de colesterol y triglicéridos en suero
y tejido renal, asi como la evaluacion de parametros bioguimicos en suero y orina tales
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como, creatinina, acido Urico, nitrogeno ureico en sangre y proteinas totales para
determinar alteraciones de la funcién renal. Las concentraciones de triglicéridos y
colesterol en suero se determinaron por medio de “kits” (Diagnostics Systems
International, Alemania)’® en los que se llevan a cabo reacciones enzimatico-
colorimétricas, cuyo producto se leyd en un espectrofotometro (Beckman DU 640,

EEUU) para determinar la concentracion de estos pardmetros.
3.4.5. DETERMINACION DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS EN TEJIDO

Se llevo a cabo una extraccion de lipidos totales en rifion por el método de Bligh &
Dyer.” Este método se basa en la separacion de la fraccién lipidica de un tejido al ser
homogeneizado en una solucién organica. Al afadir agua y centrifugar (Beckman J2-
MC, EEUU) se forman dos fases. En la fase superior se encuentran los compuestos
hidrosolubles y en la fase inferior los hidrofébicos con la solucién orgéanica, la cual al
evaporarse concentra el contenido total de lipidos en el fondo del tubo, llamada pastilla.
La pastilla lipidica se resuspende en isopropanol/triton al 10%. Finalmente, se determina
la concentracion de colesterol y triglicéridos en el extracto, mediante una reaccion

enzimatico-colorimétrica cuyo producto se lee en el espectrofotébmetro.
3.4.6. ANALISIS DE LA FUNCION RENAL

La funcién renal se evalué mediante la determinacion de la creatinina, el nitrégeno
ureico en sangre (BUN, por sus siglas en inglés, blood ureic nitrogen) y acido Urico con
estuches de reactivos de diagndstico in vitro, con un “kit’ Pointe Scientific, Inc, EEUU®°
que consisten en reacciones enzimatico-calorimétricas cuyo producto se mide en un
espectrofotometro y proteinas totales por el método de Lowry, que es un método

colorimétrico.®*
3.5. FUNDAMENTOS DE LAS PRUEBAS
3.5.1. 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
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se convierte en fosfocreatina, que sirve como una fuente alta de energia. El fosfato de
creatina pierde acido 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

funcion renal reduce la excrecion de creatinina, con lo que se eleva en la sangre, por

esto la creatinina puede ser indicativo de una posible disfuncion o insuficiencia renal.®?

Uso
Para la determinacidn cuantitativa de creatinina en suero y orina.
Significado clinico

Las determinaciones de creatinina se realizan con mayor frecuencia para ayudar a la
determinacién de la funcion renal.

Principio

Creatinina + Picrato de sodio 2%L_,C omplejo creatinina-Picrato (amarillo-naranja)

La creatinina reacciona con &cido picrico en condiciones alcalinas para formar un
complejo amarillo-naranja (reaccién de Jaffé) que absorbe a 510 nm. La razén de la

formacion del color es proporcional a la creatinina en la muestra.
Material necesario

1. Micropipetas

2. Tubos / soporte de tubos (rack)

3. Espectrofotébmetro con una cubeta de temperatura controlada

4. Termo-Block (37°C)

Parametros para el espectofotometro (Beckman DU 640, EEUU)
Longitud de onda: 510nm

Relacion Muestra / Reactivo: 1:20
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Temperatura: 37°C
Tiempo de inicio: 60 segundos
Tiempo de vaciado: 60 segundos

Procedimiento de acuerdo a las instrucciones del “kit” Pointe Scientific, Inc,
EEUU®

1. Preparar reactivos de trabajo segun las instrucciones

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

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

4. Ajustar el espectrofotbmetro a cero con el reactivo blanco a 510 nm

5. Aiadir 0.05 mL (50uL) de la muestra o estandar, mezclar

6. Exactamente después de sesenta segundos leer y anotar la absorbancia (A1)

7. Exactamente sesenta segundos después de la lectura Al, una vez mas leer y anotar
la absorbancia (A2), es decir, el tiempo transcurrido entre A1y A2 es sesenta segundos
8. Calcular el cambio de absorbancia (A Abs / min) restando (A2-Al)

Valores esperados

En humanos: 0.40 -1.40 mg / dL en suero.
En rata Zucker @™: 0.56 - 0.57 mg/dL (Reportado por Harlan EEUU)"2

3.5.2. NITROGENO 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 (rifion). 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 nitrégeno
y al ser metabolizados se separa el NH,* (iébn 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 pequefias 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
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enfermedades renales afectan la excrecion de urea y creatinina; de tal manera que los

niveles de nitrégeno ureico en sangre aumentan.®?

Uso

Para la determinacion cuantitativa del nitrdgeno ureico en el suero.
Significado clinico

La determinacion del nitrégeno ureico en el suero, se utiliza ampliamente como una
prueba de seleccion de la funcién renal. Cuando se usa en conjunto con la
determinacién de creatinina en suero es util en el diagndstico diferencial de los tres tipos
de azotemia; pre-renal, renal y post-renal. La azotemia es un tipo de neurotoxicidad.
Estd presente cuando hay un exceso de compuestos nitrogenados en sangre y
dependiendo del origen de su causa se clasifican en tres tipos (pre-renal, renal y post-

renal).
Principio
Urea + H,O0 Y% 2 NH; + CO2

NH; + a-cetoglutarato + NADH + H* cb L-glutamato + NAD" + H,0

La urea es hidrolizada por la ureasa para producir amonio y biéxido de carbono. El
amonio liberado reacciona con a-cetoglutarato en la presencia de NADH para producir
glutamato. Una cantidad equimolar de NADH sufre oxidacién durante la reaccion
resultando en un decremento en la absorbancia que es directamente proporcional a la

concentracion de nitrégeno en la muestra.
Material necesario

1. Pipetas (10pL y 1.0mL)
2. Cronometro (Intervalos de 30 y 60 segundos)
3. Tubos / Soporte de tubos (rack)

4. Espectrofotbmetro con una temperatura controlada, cubeta a 340nm
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Parametros para el espectofotometro (Beckman DU 640, EEUU)
Longitud de onda: 340 nm

Relacion Muestra / Reactivo: 1:101

Temperatura: 37°C

Tiempo de inicio: 30 segundos

Tiempo de vaciado: 60 segundos

Procegloimiento de acuerdo a las instrucciones del “kit” Pointe Scientific, Inc,
EEUU

1. Preparar los reactivos de trabajo segun las instrucciones

2. Calibrar el espectrofotometro con agua a 340 nm

3. Agregar 1 mL de reactivo en tubos de ensayo, permitir llegar a 37°C

4. Ahadir 0.01mL (10uL) de estandar o la muestra en tubos de ensayo e inmediatamente
colocarlos en el espectrofotometro

5. Después de treinta segundos leer y anotar la absorbancia (Al)

6. Sesenta segundos después de la primera lectura tomar otra lectura (A2)

7. Determinar la absorbancia, que es el cambio entre las dos lecturas (A1-A2)

8. Repetir el proceso para cada muestra

9. Llevar a cabo el célculo correspondiente para la determinacion de resultados
Valores esperados

En humanos: 7-18 mg/dL

En ratas Zucker @™ 18-21mg/dL (Reportado por Harlan EEUU)"?

3.5.3. ACIDO URICO

El acido urico es el producto final del metabolismo de las purinas. Este componente se

filtra libremente por el glomérulo, y es reabsorbido en su mayor parte por los tibulos, se
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encuentra en la orina en pequefias cantidades. En la sangre humana, la concentracion
de acido Urico estd comprendida entre 2.5y 7.7 mg/L y es considerada normal. Niveles
por encima de estos valores pueden indicar dafio renal. Tres estados patologicos
principales se relacionan con la concentracion alta de acido Urico: gota, catabolismo

incrementado de &cidos nucleicos y enfermedad renal.

Significado clinico

La determinacién de &cido Urico en suero se practica comiunmente para el diagndstico
de gota. También se encuentran niveles altos de &cido Urico en leucemia, policitemia,
hiperuricemia ideopatica familiar y condiciones asociadas con el decremento de la
funcién renal. La enzima uricasa ha sido comunmente usada para determinaciones de
acido urico por su mejor especificidad. Este método utiliza el acoplamiento de 4-
aminoantipirina (4-AAP). 2-Hidroxi-3,5-Dicloro-benceno-sulfato (HDCBS) y perdxido de

hidrogeno y la presencia de peroxidasa para obtener un cromégeno medido a 520nm.
Principio
Acido trico . O, 2H,0 —Hi€88__ Ajantoina . CO; .+ H,0;

2H,0, + 4-AAP ,HDCBS —*2—— Cromdgeno .4 H,0

El 4cido urico es oxidado por la uricasa a alantoina y peroxido de hidrégeno, HDCBS
+4-AAP + peroxido de hidrégeno, producen un cromégeno rojo que se mide a 520nm.
La absorbancia a 520nm es proporcional a la concentracion de acido Urico en la

muestra.
Reactivos

Reactivo de &cido urico: 4-AAP 0.2mM, HDBS 2mM, uricasa (microbiana) 150U/L,
Amortiguador (Buffer) pH 7.6-7.7 estabilizadores no reactivos, Azida de sodio 0.02%.

El reactivo esta listo para usarse. El reactivo se guarda de 2-8°C
Material

Reactivo de acido Urico
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Pipetas automatizadas

Cronémetro

Tubos de ensayo

Espectrofotometro con capacidad de leer a 520nm

Bloque térmico

Estandar o calibrador de acido urico

Sueros control de acido urico normal y anormal con concentracion conocida
Pardmetros para el espectrofotometro (Beckman DU 640, EEUU)
Longitud de onda 520nm

Tipo de ensayo punto final

Relacion muestra/reactivo  1:41

Direccion de la reaccion  incremento

Temperatura 37°C

Tiempo de incubacién 600 segundos

Procedimiento de acuerdo a las instrucciones del “kit” Pointe Scientific, Inc,
EEUU®

1. Identificar los tubos blanco, estandar, muestra, etc.

2. Agregarl mL de reactivo de trabajo en cada tubo

3. Pre-calentar por lo menos 5 minutos a 37°C

4. Agregar 25 pL de suero a los tubos respectivos y mezcle
5. Incubar todos los tubos a 37°C por 10min.

6. Ajustar el espectrofotometro a 0O con blanco de reactivo a 520nm. Leer y anotar
absorbancias
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Valores esperados
En humanos: 2.5 - 7.7 mg/dL
En ratas Zucker ™ 1.40 mg/dL (Reportado por Harlan EEUU)"?

3.5.4. PROTEINAS TOTALES®

Uso

Para la cuantificacion de proteina total en orina.
Significado clinico

La determinacion de las proteinas totales es (til en la evaluacion de desordenes

metabdlicos y renales.

La proteinuria es la presencia de proteina en la orina en cuantia superior a 150 mg en la
orina de 24 horas. La causa se puede deber a una alteracion del glomérulo que permite
que las proteinas pasan al filtrado glomerular o a una alteracién del tabulo que no las
reabsorbe.

Principio

El método de Lowry (1951)% es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de
las proteinas. A la muestra se afiade un reactivo que forma un complejo coloreado con
las proteinas, siendo la intensidad de color de la disolucién resultante proporcional a la

concentracion de proteinas. Este método consta de dos etapas:

1) Los iones Cu?*, en medio alcalino, se unen a las proteinas formando complejos con
los 4tomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu®*-proteina
tienen un color azul claro. Ademas, provocan el desdoblamiento de la estructura
tridimensional de la proteina, exponiéndose los residuos de tirosina que van a
participar en la segunda etapa de la reaccién. EI Cu?** se mantiene en solucién
alcalina en forma de su complejo con tartrato.

2) La reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteau por los grupos fenolicos de los residuos
de tirosina presentes en la mayoria de las proteinas, actuando el cobre como

52



catalizador. El principal constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el acido
fosfomolibdico-fosfotingstico, de color amarillo, que al ser reducido por los grupos
fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso.

Material y reactivos

1. Micropipetas

2. Tubos / Soporte de tubos (rack)

3. Espectrofotometro con una cubeta de temperatura controlada

4. Vortex.

Reactivos

- Reactivo A: Solucion cobre-tartrato-carbonato, SDS 5% y NaOH 0.8M

- Reactivo B: Reactivo de Folin 2N y agua desionizada

- Solucién patron de albumina de suero bovino (BSA) de concentracion 2 mg/mL

- Muestra problema (orina)

Parametros

Longitud de onda: 750nm

Temperatura: 25°C

Tiempo de incubacion: 30min

Procedimiento experimental

Preparar estandares de albumina sérica bovina (BSA) de 2 mg/mL. Disolver 20 mg de
albumina en 10 mL de agua desionizada y separar en alicuotas de 1.3 mL. Para preparar
la curva patron tomar:

500 pL de la alicuota original (2mg/mL) + 500 pl de agua desionizada = 1.0 mg/mL

250 uL de la alicuota original (2mg/mL) + 750 pl de agua desionizada = 0.5 mg/mL

125 uL de la alicuota original (2mg/mL) + 875 ul de agua desionizada = 0.25 mg/mL

62.5 pL de la alicuota original (2mg/mL) + 937.5 ul de agua desionizada = 0.125 mg/mL
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Las muestras de orina se precipitan con acido tricloroacético 10% y se resuspenden en
hidroxido de sodio 0.5 N. Realizar una dilucion 1:20 de todas las muestras de orina. Tomar
20 pL de cada muestra asi como de cada punto de la curva patrén y colocarlas por
separado en tubos de ensayo. A cada tubo se le agrega 1 mL de reactivo A, mezclar en
vortex e incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. Agregar 0.5 mL del reactivo B a
cada tubo, mezclar en vértex e incubar por 30 minutos, transcurrido el tiempo leer en el

espectrofotdmetro a 750nm.
Valores esperados

En humanos: menor a 150mg/24 h
En rata Zucker ™: 59-77 g/L (Reportado por Harlan EEUU)"

3.5.5. 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 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 la
apolipoproteinas. Mientras la lipoproteina LDL (low density lipoprotein) esta involucrada
en el transporte del colesterol a la células periféricas, la lipoproteina HDL (high density
lipoprotein) es la responsable de la captacion del colesterol desde las células de los

tejidos hacia el higado para su excrecion.®
Uso

Reactivo de diagnéstico para la determinacion cuantitativa in vitro de colesterol en suero
o plasma en sistemas fotométricos.
Principio

Determinacion del colesterol después de la hidrélisis enzimatica y la oxidacion. El
indicador colorimétrico es el quinoneimino que se genera de 4-aminoantipirina y fenol
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por el peréxido de hidrogeno bajo la accion catalitica de la peroxidasa (Reaccion de
Trinder):

Ester de colesterol + H,0 —CS"E__ Colesterol + acido graso

Colesterol + 0, —#2—» Colesterol -3 - ono + H,0,

2 H,0, + 4- Aminoantipirina + Fenol 222 Quinoneimino + 4H,0,
Reactivos

Soluciéon amortiguadora pH 6.7 50 mmol/L
Fenol 5 mmol/L
4- Aminoantipirina 0.3 mmol/L
Colesterol esterasa (CHE) =200 U/L
Colesterol oxidasa (CHO) = 50 U/L
Peroxidasa (POD) = 3 kU/L
Estandar 200 mg/dL (5.2 mmol/L)

Procedimiento de acuerdo al “kit” Diagnostic Systems Internacional’®

Longitud de onda 500 nm

Paso optico lcm
Temperatura 20 — 25°C / 37°C
Medicién Respecto al blanco de reactivo

Mezclar e 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 esperados
En humanos: 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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En rata Zucker @™ : 92.03- 174.40mg/dL (Reportado por Harlan EEUU)"?

3.5.6. TRIGLICERIDOS

Otro tipo de lipidos importantes son los triglicéridos, formados por una molécula de
glicerol, que tiene esterificados sus tres grupos hidroxilo por tres acidos grasos que
pueden ser saturados o insaturados. La sintesis de triglicéridos tiene lugar en el reticulo
endoplasmico de casi todas las células del organismo, pero 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 metabdlica. 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
meédica como la diabetes, el hipotiroidismo, una enfermedad renal o una enfermedad
hepatica. Las causas de niveles elevados de triglicéridos relacionadas con la dieta
podrian incluir la obesidad y el consumo elevado de grasas. La determinacién 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 tanto, un incremento de los niveles de insulina y glucosa en sangre.®
Uso

Reactivo de diagnostico para la determinacion cuantitativa in vitro de triglicéridos en

suero o plasma en sistemas fotométricos.
Significado clinico

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

detectar riesgos de aterosclerosis. Concentraciones elevadas de triglicéridos
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combinadas con concentraciones elevadas de lipoproteinas de baja densidad (LDL)

constituyen esencialmente un alto riesgo para enfermedad cardiaca coronaria.
Principio

LPL
Triglicéridos — Glicerol + acido graso

GK
Glicerol + ATP — > Glicerol-3-fosfato + ADP
GPO
Glicerol-3-fosfato + O, ——» Dihidroxiacetona fosfato + H>O,

POD
2 H,O, + Aminoantipirina + 4-clorofenol > Quinoneimina + HCl + 4 H,0O

Determinacion de los triglicéridos después de la division enzimética con la lipoprotein-
lipasa. El indicador es la quinoneimina la cual se genera a partir de la 4-amino-antipirina

y el 4-clorofenol por el peroxido de hidrégeno bajo la accion catalitica de la peroxidasa.

Reactivos

Componentes y concentraciones en la prueba

Reactivo:

Solucién amortiguadora pH 7.2 50 mmoL/L
4-Clorofenol 4 mmoL/L

ATP 2 mmolL/L

Mg?* 15 mmolL/L
Glicerocinasa (GK) > 0.4 kU/L
Peroxidasa (POD) > 2 kU/L
Lipoprotein lipasa - (LPL) > 2 kU/L
4-Amino-antipirina 0.5 mmol/L
Glicerol-3-fosfato-oxidasa (GPO) > 0.5 kU/L
Estandar 200 mg/ dL (2.3 mmoL/L)
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Material necesario

Reactivo de triglicéridos

Pipetas automatizadas

Cronometro

Tubos de ensayo

Espectrofotdmetro con capacidad de leer a 520nm

Bloque térmico

Estandar o calibrador de triglicéridos

Procedimiento de acuerdo al “kit” Diagnostic Systems Internacional’®
1. Identificar los tubos del blanco, estandar y muestra.

Agregarl mL de reactivo de trabajo en cada tubo.

Pre-calentar por lo menos 5 minutos a 37°C.

Agregar 25 L de suero a los tubos respectivos y mezcle.

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

o 0k w N

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

absorbancias.
Valores esperados
En humanos: deseable, <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)

En ratas Zucker @ 152.22-692.95 mg/dL (Reportado por Harlan, EEUU) "
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3.5.7. EXTRACCION DE LiPIDOS EN RINON (TECNICA DE BLIGH & DYER)"®
Uso

Para la extraccion de lipidos totales en tejidos y posteriormente conocer su
concentracion mediante el método enzimético-colorimétrico.

Procedimiento

1.- Tomar 100 mg de tejido renal y agregar 900 pL de NaCl 1M.

2.- Con pistilo homogeneizar en 1.5 mL de una mezcla de CHCI3/ MetOH (1:2).
3.-Vaciar a un tubo de vidrio en hielo.

4.- Agitar en un vortex.

5.- Pipetear 500 pL de CHCl;,

6.- Agitar en un 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 CHCIlz y extraer 700 [1 L de la fase inferior
10.- Pasar la fase inferior en un tubo con rosca.

11.- Secar en N,y almacenar a 4 °C.

12.- Resuspender la pastilla en 50uL de isopropanol/tritdn al 10%.

13.- Colocar en refrigeracion.

3.6. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos son presentados como el promedio * el error promedio estandar (SEM, por
sus siglas en inglés, std error mean). Se realizé un analisis de varianza (ANOVA, por
sus siglas en inglés) de una via, cuando las diferencias fueron significativas se
evaluaron por la prueba t de “student”. Las diferencias fueron significativas a un valor de
p<0.05. Se utiliz6 el programa estadistico JMP6 6.0.3 para MAC 2006 (de acuerdo con

la paqueteria computarizada correspondiente).
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CAPITULO 4. RESULTADOS
4.1. ANALISIS BASAL DE ORINA

Previo al inicio del tratamiento dietario se determind la concentracion de creatinina en
orina, con el fin de conocer el valor basal para determinar el funcionamiento renal. Las

@2 tomadas en forma aleatoria

determinaciones se realizaron en cuatro ratas Zucker
previo al inicio del tratamiento experimental (la edad de las ratas era de 3 a 4 semanas),
las cuales se consideran que son representativas de los seis grupos estudiados ya que
aun no habian sido sometidas al tratamiento dietario experimental. Los datos obtenidos
se consideran normales, debido a que se encuentran dentro del rango de la normalidad

(< 30 mg/dL), con un promedio de 17.29 £ 2.18 (Tabla 4.1.).

Tabla 4.1. Determinacion de creatinina en orina de ratas Zucker ™

dietario (n = 4 £ SEM)

previo al tratamiento

Grupo Creatinina en orina mg/dL
Basal X=17.29+2.18

4.2. CONSUMO DE ALIMENTO Y CALORIAS INGERIDAS

Durante el desarrollo del experimento se llevd a cabo la alimentacion de 48 ratas

fa/fa

Zucker®™ con los seis diferentes tratamiento dietarios indicados en la Tabla 3.4.

Con respecto a la concentracion de proteina dietaria, en los grupos alimentados con la
proteina de soya no se encontraron diferencias estadisticamente significativas tanto
para el consumo de alimento y calorias ingeridas entre los diferentes grupos. Sin
embargo, los grupos alimentados con la proteina de caseina se observa que existe
diferencia estadisticamente significativa entre el grupo alimentado al 20% y al 30% de
caseina. Al comparar el tipo de proteina a la misma concentracion, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre caseina al 20% y soya al 20% (Graficas
1la?2).
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Sin embargo, los resultados obtenidos de consumo de alimento y calorias ingeridas que
se muestran en las Tablas 4.2 y 4.3, respectivamente, muestran una tendencia a
disminuir la cantidad de alimento ingerido y, por lo tanto, de calorias ingeridas conforme
se aumenta la concentracion de proteina dietaria. Adicionalmente, con respecto al tipo
de proteina se observa un mayor consumo de alimento en los animales alimentados con
proteina de origen vegetal comparado con los animales alimentados con proteina de

origen animal.

Tabla 4.2. Consumo de alimento de los tratamientos dietarios en ratas Zucker @™

Grupo Grupo Consumo por Andlisis

dia promedio de  estadistico (t

alimento (g) student
o =0.05)
C20 20% Caseina 23.86 b
S20 20% Soya 29.17 a
C30 30% Caseina 27.31 a
S30 30% Soya 28.70 a
C45 45% Caseina 26.20 a,b
S45 45% Soya 26.14 a,b

Los datos son presentados como el promedio del consumo de
alimento de cada uno de los grupos durante los 55 dias de
estudio (n=8). Se realizé un andlisis de varianza ANOVA vy las
diferencias estadisticas se evaluaron utilizando la prueba t
student, con una diferencia significativa de p<0.05, donde a>b
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Tabla 4.3. Calorias ingeridas en ratas Zucker

dietarios

fa/fa.

con los diferentes tratamientos

Grupo Grupo Calorias por dia Andlisis
. . estadistico
ingeridas

promedio (kcal/g) (t student
o = 0.05)
C20 20% Caseina 90.66 B
S20 20% Soya 110.84 A
C30 30% Caseina 103.77 A
S30 30% Soya 109.06 A
C45 45% Caseina 99.56 a,b
S45 45% Soya 99.33 a,b

Los datos se presentan como el promedio de las calorias
ingeridas de cada uno de los grupos durante los 55 dias de
estudio (n=8). Se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA vy las
diferencias estaiisticas se evaluaron utilizando la prueba t
student, con una diferencia significativa de p<0.05, donde a>b
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Gréfica 1. Consumo de alimento de las ratas Zucker ™ Los datos se presentan
como el promedio = SEM del consumo de alimento de cada uno de los grupos durante
los 55 dias de estudio (n=8). Se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA vy las diferencias
estadisticas se evaluaron utilizando la prueba t student, con una diferencia significativa
de p<0.05
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Grafica 2. Calorias ingeridas por las ratas Zucker ™. Los datos se presentan como
el promedio + SEM de las calorias ingeridas de cada uno de los grupos durante los 55
dias de estudio (n=8). Se realiz0 un analisis de varianza ANOVA vy las diferencias
estadisticas se evaluaron utilizando la prueba t student, con una diferencia significativa
de p<0.05
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4.3. GANANCIA DE “PESO”

De acuerdo con los resultados obtenidos, la ganancia de “peso” cuyos datos se
muestran en la Gréafica 3 y Tabla 4.4, se observa una disminucion de la ganancia de
‘peso” conforme aumenta la concentracion de proteina, especificamente en caseina
alcanza la diferencia estadistica al 45% con respecto al 20 y 30%. El el caso de los
grupos alimentados con la proteina de soya se observa esta tendencia hacia la
diminucién de ganancia de “peso”, sin embargo el grupo alimentado al 30% alcanza la

diferencia estadistica con respecto al 20%.

Analizando los dos tipos de proteina a la misma concentracion, se puede observar que

no hay diferencia estadisticamente significativa entre ellos (Tabla 4.2).

Tabla 4.4. “Peso” final de cada grupo después del tratamiento dietario en ratas Zucker

fa/fa.
Grupo Grupo ‘Peso” final (g) Ganancia neta de Andlisis
“peso” (9) estadistico (t
student o = 0.05)
C20 20% Caseina 517.63 343.74 a,b
S20 20% Soya 528.59 356.59 a
C30 30% Caseina 506.01 333.27 a,b
S30 30% Soya 474.10 302.36 b,c
C45 45% Caseina 448.05 276.43 Cc
S45 45% Soya 491.76 317.19 a,b,c

Los datos se presentan como elpeso promedio por grupo al final del estudio y la
ganancia neta de peso a lo largo de los 55 dias de tratamiento experimental (n=8). Se
realiz6 un analisis de varianza ANOVA vy las diferencias estaiisticas se evaluaron
utilizando la prueba t student, con una diferencia significativa de p<0.05, donde a>b>c
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Gréfica 3. Ganancia de “peso” de las ratas Zucker "™ Los datos se presentan como
el promedio * SEM del incremento de “peso” de cada uno de los grupos durante los 55
dias de estudio (n=8). Se realiz6 un analisis de varianza ANOVA vy las diferencias
estadisticas se evaluaron utilizando la prueba t student, con una diferencia significativa
de p<0.05
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4.4. DETERMINACION DE LiPIDOS EN SUERO

Con el objetivo de evaluar el efecto de la concentracion y tipo de proteina dietaria sobre
el metabolismo intrarrenal y sistémico de lipidos en un modelo de obesidad genético

fa/fa

como es la rata Zucker =, se llevd a cabo la determinacion de diferentes parametros

bioguimicos en suero y en el tejido renal.
4.4.1. CONCENTRACION DE TRIGLICERIDOS EN SUERO

En la determinacién de los pardmetros bioquimicos del perfil de lipidos en suero, los
valores de triglicéridos en todos los grupos de estudio se encontraron por arriba de los
considerados normales (Triglicéridos < 200mg/dL), encontrando que todos los grupos

experimentales de ratas Zucker presentaban hipertrigliceridemia.

Se observa en la Grafica 4, que conforme aumenta la concentracion de proteina dietaria
independientemente del origen, aumenta la concentracion de triglicéridos en suero
sanguineo; en cuanto al tipo de proteina se observa que los grupos de animales que
ingirieron proteina de origen vegetal la cantidad de triglicéridos es mayor (casi el doble)
con respecto a los que ingirieron proteina de origen animal, estadisticamente existe
diferencia entre (C30 y S30) y (C45 y S45).

En cuanto a los animales que ingirieron diferentes concentraciones de caseina, no hay
diferencia estadistica significativa y para aquellos que ingirieron soya, solo hay

diferencia significativa entre S20 y S45.
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Gréfica 4. Concentracion de triglicéridos en suero en ratas Zucker ™ Los datos
se presentan como el promedio + SEM de la concentracion de triglicéridos en suero
de cada uno de los grupos durante los 55 dias de estudio (n=8). Se realizé un analisis
de varianza ANOVA vy las diferencias estadisticas se evaluaron utilizando la prueba t

student, con una diferencia significativa de p<0.05, donde a>b>c
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4.4.2. CONCENTRACION DE COLESTEROL EN SUERO

En cuanto al tipo de proteina en la formulacion de la dieta en los grupos de animales
alimentados con caseina, la concentracion de colesterol en suero se encontré por arriba
de los valores considerados normales (Colesterol<200mg/dL), por lo tanto, presentaron
hipercolesterolemia. Los grupos alimentados con proteina de soya mostraron una
concentracion de colesterol menor con respecto a los de caseina (Grafica 5) y, ademas,

estaban dentro de los valores considerados normal.

Estadisticamente existe diferencia significativa (p<0.05) en la concentracion de
colesterol en cuanto al tipo de proteina a la misma concentracion. En los grupos
alimentados con diferente concentracién de soya no hay diferencia estadistica, y en los
grupos alimentados con diferente concentraciébn de caseina solo hay diferencia entre
C30y C45.
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Gréfica 5. Concentracion de colesterol en suero sanguineo en ratas Zucker %

Los datos se presentan como el promedio + SEM de la concentracidén de colesterol en
suero de cada uno de los grupos durante los 55 dias de estudio (n=8). Se realizé un
analisis de varianza ANOVA vy las diferencias estadisticas se evaluaron utilizando la

prueba t student, con una diferencia significativa de p<0.05, donde a>b>c

4.5. DETERMINACION DE LIPIDOS TOTALES EN TEJIDO RENAL

4.5.1. COLESTEROL EN TEJIDO RENAL

En la determinacién de colesterol en el tejido renal se observé que, conforme aumenta
la concentracion de proteina, aument6 la concentracién de colesterol, a excepcion del
grupo alimentado con 45% de caseina. Adicionalmente, se observa que la soya
presenta un efecto benéfico para disminuir estos valores (S20, S30 < C20, C30). Sin
embargo, esto no sucedié en los grupos alimentados con un 45% de proteina de soya,
ya que se observo que la soya aumentd notablemente la concentracion de colesterol

(ver Gréfica 6).
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Estadisticamente no existe diferencia significativa (p<0.05) en la concentracion de
colesterol en el tejido renal, en cuanto al tipo de proteina a la misma concentracion a
excepcion con 45% de proteina donde los grupos alimentados con soya presentaron
una mayor concentracion. En los grupos alimentados con diferente concentracion de
soya, solo hay diferencia entre S20 y S45, y en los grupos alimentados con diferente

concentracion de caseina no hay diferencia estadistica.
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Gréfica 6. Concentracion de colesterol en rifién en ratas Zucker @™, Los datos se
presentan como el promedio + SEM de la concentracion de colesterol en rifién de
cada uno de los grupos durante los 55 dias de estudio (n=8). Se realizé un analisis de
varianza ANOVA vy las diferencias estadisticas se evaluaron utilizando la prueba t

student, con una diferencia significativa de p<0.05, donde a>b

71



4.5.2. TRIGLICERIDOS EN TEJIDO RENAL

En la determinacion de triglicéridos en el tejido renal se observo una ligera tendencia a
disminuir la concentraciéon de triglicéridos conforme aumenta la concentracion de
proteina, tanto para soya como para caseina. Los animales que fueron alimentados con
soya al 20 y al 30% disminuyeron ligeramente la concentracién de triglicéridos en el

tejido renal y al 45% ocurrio lo contrario (ver Grafica 7).

Estadisticamente no hay diferencia significativas entre los seis grupos en estudio.
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Gréafica 7. Concentracion de triglicéridos en rifién en ratas Zucker ™. Los datos
se presentan como el promedio = SEM de la concentracion de triglicéridos en rifion
de cada uno de los grupos durante los 55 dias de estudio (n=8). Se realizo un analisis
de varianza ANOVA vy las diferencias estadisticas se evaluaron utilizando la prueba t

student, con una diferencia significativa de p<0.05.
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4.6. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS EN SUERO Y ORINA,
PARA EVALUAR LA FUNCION RENAL

4.6.1. CREATININA EN SUERO

Para la concentracion de creatinina en suero sanguineo se encontrd6 que la
concentracion promedio en los seis grupos de estudio estuvo dentro de los niveles

considerados normales (0.40 — 1.40 mg/dL).

Tanto para los grupos alimentados con soya como caseina, se observo una ligera
tendencia a aumentar la concentracion de creatinina en suero sanguineo conforme
aumenta la concentracion de proteina, a excepcion del grupo alimentado con caseina al

45% de proteina.

En la Gréfica 8 se observé que, en los grupos alimentados con soya (S20 y S45), la
concentracion de creatinina fue mayor, comparados con los grupos alimentados con
caseina a la misma concentracion (C20 y C45). Lo contrario se observo en el caso de
los grupos alimentados con una concentracion de 30% de proteina, en donde la soya
disminuyo la concentracién de creatinina en comparacion con la caseina (S30<C30).
Cabe destacar que no hay diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre los

seis grupos en estudio.
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Gréfica 8. Concentracion de creatinina en suero sanguineo en ratas Zucker %
Los datos se presentan como el promedio + SEM de la concentracion de creatinina en
suero de cada uno de los grupos durante los 55 dias de estudio (n=8). Se realizé un
analisis de varianza ANOVA vy las diferencias estadisticas se evaluaron utilizando la

prueba t student, con una diferencia significativa de p<0.05.
4.6.2. CREATININA EN ORINA

Para la creatinina en orina se encontr6 que la concentracion promedio en los seis
grupos de estudio estuvo dentro de los niveles considerados normales (<30 mg/dL), a
exepcion del grupo alimentado con caseina con una concentracion de 20%, con una
concentracion de 44.27 mg/dL.

Se observa que hay una tendencia a disminuir la concentracion de creatinina en orina

conforme aumenta la concentracion de proteina (Gréfica 9).

Estadisticamente, se observa que no hay diferencia en cuanto al tipo de proteina a la
misma concentracion a excepcion de los grupos alimentados con 20%, donde la

concentracion de creatinina en caseina fue mayor.
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Gréafica 9. Concentracion de creatinina en orina en ratas Zucker ™™, Los datos se
presentan como el promedio + SEM de la concentracion de creatinina en suero de
cada uno de los grupos durante los 55 dias de estudio (n=8). Se realizé un analisis de
varianza ANOVA vy las diferencias estadisticas se evaluaron utilizando la prueba t

student, con una diferencia significativa de p<0.05, donde a>b>c
4.6.3. NITROGENO UREICO EN SANGRE

En relacion al nitrdgeno ureico en sangre (blood ureic nitrogen, BUN, por sus siglas en
inglés), solamente el grupo control S20 (soya al 20%) se encuentran dentro del rango de
BUN considerado normal (7 - 18mg/dL) con un valor de 14.68 mg/dL.

En general, se observo que al incrementar la concentracion de proteina, los niveles de
BUN en suero sanguineo también aumentaron, pero estos valores fueron ain mayores
en aquellos grupos en donde la proteina dietaria fue a base de caseina. Por tanto, se vio
que la soya disminuyo ligeramente los niveles de BUN en suero.
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Estadisticamente, se observa que en cuanto al tipo de proteina a la misma
concentracion no hay diferencia estadistica, En los grupos alimentados con diferente
concentracion de soya, sélo hay diferencia entre S20 y S45, y en los grupos alimentados

con diferente concentracion de caseina no hay diferencia estadistica.

30

Nitrégeno ureico en sangre BUN (mg/dL)

c20 S20 Cc30 S30 Cc4a5 S45

Tratamiento

Gréafica 10. Concentraciéon de BUN en suero en ratas Zucker @ Los datos se
presentan como el promedio + SEM de la concentracion de BUN en suero de cada
uno de los grupos durante los 55 dias de estudio (n=8). Se realiz6 un analisis de
varianza ANOVA vy las diferencias estadisticas se evaluaron utilizando la prueba t

student, con una diferencia significativa de p<0.05, donde a>b

4.6.4. ACIDO URICO EN SUERO

La concentracion de &cido Urico en suero sanguineo aumenta al incrementar la
concentracion de proteina, independientemente de su origen animal o vegetal, pero
dichas concentraciones no excedian del rango considerado normal, que es de 2.5-7.7
mg/dL.

Estadisticamente no se encontrd diferencia significativa en cuanto al tipo de proteina a

la misma concentracion.
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Gréafica 11. Concentracion de &cido Grico en suero en ratas Zucker ™. Los datos
se presentan como el promedio + SEM de la concentracion de acido Urico en suero
de cada uno de los grupos durante los 55 dias de estudio (n=8). Se realiz6 un andlisis
de varianza ANOVA vy las diferencias estadisticas se evaluaron utilizando la prueba t
student, con una diferencia significativa de p<0.05, donde a>b>c

4.6.5. PROTEINAS TOTALES EN ORINA

Las concentraciones de proteinas totales en orina en todos los grupos de estudio se
encontraron por arriba de los valores considerados normales (Proteinas totales
<150mg/24 h), a excepcidon de los controles. Esto quiere decir que los grupos de ratas
en estudio presentaban proteinuria. Tanto para los grupos alimentados con soya como
los grupos alimentados con caseina, se observd una tendencia a aumentar la excrecion
de proteina total en orina conforme aumenta la concentracion de proteina dietaria, a

excepcion del grupo alimentado con caseina al 45% de proteina.
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Estadisticamente, se observa que en cuanto al tipo de proteina a la misma
concentracion no hay diferencia estadistica. En los grupos alimentados con diferente
concentracion de soya, sélo hay diferencia entre S20 y S45, y en los grupos alimentados

con diferente concentracion de caseina no hay diferencia estadistica.
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Gréfica 12. Proteinas totales en orina en ratas Zucker ™ Los datos se presentan
como el promedio £ SEM de la concentracion de proteinas totales de cada uno de los
grupos durante los 55 dias de estudio (n=8). Se realiz6 un analisis de varianza
ANOVA vy las diferencias estadisticas se evaluaron utilizando la prueba t student, con
una diferencia significativa de p<0.05, donde a>b
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4.7. PORCENTAJE DE “PESO” DEL RINON CON RESPECTO AL “PESO” TOTAL
DE LA RATA

El porcentaje de “peso” del riidn es menor en los grupos de animales que fueron
tratados con proteina de origen vegetal y en cuanto a la concentracion de proteina se ve
que, conforme aumenta la concentracion de proteina, el porcentaje de “peso” del rifidn

también aumenta con respecto a sus controles.

Con el andlisis estadistico se observa, en cuanto al tipo de proteina a la misma
concentracion, que solo hay diferencia estadististicamente significativa entre los grupos
con 45% de proteina (Grafica 13). En cuanto a las diferentes concentraciones tanto para

caseina y soya no hay diferencia estadistica.
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Gréfica 13. % del peso del rifion en ratas Zucker ™™ Los datos se presentan
como el promedio + SEM del % de masa del rifidn derecho de cada uno de los grupos
durante los 55 dias de estudio (n=8). Se realiz6 un analisis de varianza ANOVA y las
diferencias estadisticas se evaluaron utilizando la prueba t student, con una

diferencia significativa de p<0.05, donde a>b
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4.8. ANALISIS DE RESULTADOS

Al inicio de la experimentacion se llevo a cabo la determinacion de creatinina en la orina

con el fin de conocer el valor basal, el cual indic6é un adecuado funcionamiento renal.

Posteriormente, los seis grupos de ratas se sometieron a los diferentes tratamientos
dietarios a los cuales se les evaluo el incremento de “peso” y el consumo de alimento.
Para la ganancia de “peso”, se encontré que aquellos grupos alimentados con una muy
alta concentracion de proteina (45%) presentaron pérdida de liquidos, manifestandose
como diarrea y, por ende, un menor “peso” y en general se observo una tendencia a
disminuir de “peso” conforme aumenta la concentracion de proteina dietaria. De acuerdo
a lo esperado, se ha descrito que dietas altas en proteina ayudan a disminuir el “peso”
corporal y obtener efectos fisiolégicos favorables.?*®> En cuanto al consumo de alimento
y calorias ingeridas se encontré que hay un mayor consumo de alimento y calorias de
los grupos alimentados con soya. Esto pudo deberse a que la dieta con soya resulté ser

de mayor agrado a los animales por la palatabilidad de la dieta.

Después de los 55 dias de experimentacidn y posterior a la eutanasia de los animales,
se realizaron las determinaciones bioquimicas de colesterol y triglicéridos en suero
sanguineo. La concentracion de colesterol fue apreciablemente menor cuando se
administra una dieta a base de proteina vegetal; por lo tanto, la proteina de soya ayudé
a que los animales presentaran niveles normocolesterolémicos, a diferencia de los
grupos de animales tratados con caseina. Este mismo hallazgo lo encontraron
Anderson y col. (1995).* Ellos realizaron un estudio con pacientes y encontraron que el
consumo de proteina de soya ayudd a disminuir la concentracién de colesterol total en
suero. ** Sin embargo, este efecto fue contrario en cuanto a la concentracion de
triglicéridos, ya que la soya no ayudd a disminuir la concentracion, presentando todos
los grupos hipertrigliceridemia. Se esperaba obtener un resultado donde las dietas a
base de proteina vegetal disminuyeran los valores de triglicéridos en el suero ya que
estudios anteriores demostraron este resultado, por ejemplo, Anderson y col. (1995)*
realizaron un estudio con pacientes donde encontraron que el consumo de proteina de
soya ayudo a disminuir la concentracion de triglicéridos. Sin embargo, en dos estudios

se obtuvo el mismo resultado que en este estudio. En un estudio realizado por Tovar y
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col. (2005)% se encontré que la soya aumenta los niveles de triglicéridos en el suero. El
otro estudio lo realizaron D’Amico y col. (1992)% en los EEUU con personas que fueron
alimentadas con proteina de soya durante 8 semanas, se observdé que hubo una
disminucién significativa en los niveles de colesterol en suero y, a diferencia de lo
esperado, la concentracién de triglicéridos tuvo un incremento.®* Para poder evaluar el
mecanismo por el cual se encontraron niveles elevados de triglicéridos en suero, seria
necesario hacer estudios moleculares posteriores como la expresion de genes
involucrados en el metabolismo de triglicéridos. Una posible explicacion de este efecto
es que la soya ayuda a aumentar la movilizacion de los lipidos a la circulacion, en
especial a los triglicéridos y la caseina tal vez lleve a cabo este proceso de forma
disminuida. Como un segundo factor importante a evaluar es la caracteristica genética
del modelo experimental, el cual presenta alteraciones fisiolégicas por la alteracion en

la sefalizacion de la leptina.

En cuanto a los lipidos renales, la concentracion de colesterol, fue menor en los grupos
alimentados con soya al 20 y 30%, hubo una excepcidon con los animales alimentados
con 45% de proteina, donde la caseina tuvo una disminucion de la concentracién con
respecto a la soya. Esto se atribuye que este grupo consumié menor cantidad de
alimento y por lo tanto menor “peso” corporal, ademas de que en este grupo se murieron
tres de los ocho animales, los cuales estaban muy deteriorados a nivel renal, pulmonar y
digestivo, de acuerdo con los resultados obtenidos en una necropsia. En general, se
observé que la soya ayudd a disminuir la sintesis de colesterol en el riiébn a una

concentracion de proteina del (20% y 30%).

Para la determinacion de triglicéridos en rifion, sélo en los grupo que fueron alimentados
con una concentracion de 20 y 30% de proteina, la soya ayudd a disminuir ligeramente

la concentracion de triglicéridos.

En el analisis para evaluar el funcionamiento renal se determinaron creatinina, BUN y
acido urico en suero sanguineo, asi como creatinina y proteinas totales en orina. En
cuanto a la creatinina en suero, los seis grupos en estudios presentaron valores
considerados normales. Por tal motivo no se percibe un dafio renal importante. Cabe

sefalar que en los grupos alimentados con soya con una concentracion de 20 y 45%, la
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concentracion de creatinina fue ligeramente mayor comparada con la proteina de origen
animal. Este comportamiento no era esperado, ya que estudios previos como los de
D’Amico y col. (1992)** y de Sakemi y col. (2002)%" encontraron que la proteina de
origen vegetal retarda o reduce el dafio renal. ®* 8" 8 S¢lo se observé una tendencia
favorable en el caso del grupo alimentado con soya con un 30% de proteina comparado

con el grupo alimentado con caseina con un 30% de proteina.

Para la determinacién de nitrdgeno ureico en sangre (BUN) se observé que al
incrementar la concentracién de proteina dietaria, los niveles de BUN en suero también
aumentaron, esto se debe a que las dietas altas en proteina tienen mayor cantidad de
nitrégeno, pero estos valores fueron aun mayores en aquellos grupos en donde la dieta
fue a base de caseina. Por tanto, en los grupos alimentados con soya disminuyo
ligeramente los niveles de BUN en suero. La concentracion de acido Urico aumenté a
medida que se incrementd la concentracion de proteina, ya sea de origen animal o
vegetal. Sin embargo, todos los valores se encontraron dentro del rango considerado

normal y, por tal motivo, no se observa una anomalia apreciable en el lapso del estudio.

En relacién a la concentracidén de proteinas totales en orina, todos los grupos presentan
proteinuria, a excepcion de los controles. Esto indica un posible desorden metabdlico y
renal que puede deberse a una alteracion del glomérulo que permite que las proteinas
se filtren o a una alteracién del tubulo que no las reabsorbe.*® En el grupo con una
concentracion de 30% de proteina de soya, la concentracién de proteinas totales se vio
disminuida con respecto a los otros grupos. D'Amico y col. (1992)%* realizaron un
estudio de ocho semanas de duracién con pacientes que presentaban proteinuria y
enfermedad glomerular cronica. A estos pacientes se le suministré una dieta a base de
proteina de soya y se observo que los valores de excrecién de proteina en la orina

bajaron significativamente.

Por dltimo, en la determinacion del tamafo de los rifiones se encontré que la soya
disminuye ligeramente la hipertrofia comparada con la caseina. Algunos investigadores
como Schmidt y col. (2004) encontraron que algunas enfermedades renales pueden

alterar las caracteristicas morfoldgicas y variar el tamafio del rifion.
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Respondiendo a la hipotesis establecida de que si se administra una dieta con niveles
moderadamente altos (30%) en proteina de origen vegetal, entonces debera disminuir el
dafio renal inducido por lipidos intrarrenales, puede verse que se ven disminuidos los
lipidos intrarrenales y hay una disminucion de proteinuria en dicho grupo (S30). En
cuanto a los lipidos en suero soélo el colesterol se vio disminuido con la soya,
independientemente de la concentracidon. La soya parece ayudar a evitar la hipertrofia

del rifibn mas que la caseina.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y ESTUDIOS A FUTURO

5.1. CONCLUSIONES

De acuerdo con el objetivo de esta investigacidon que es, evaluar el efecto de la
concentracion y tipo de proteina dietaria en el metabolismo intrarrenal y sistémico de

lipidos en un modelo de obesidad genética, pueden darse las siguientes conclusiones:

1.-La proteina de origen vegetal (soya) disminuye la concentracién de colesterol en el

organismo de los animales.

2.-La proteina de origen vegetal disminuye la concentracion de lipidos intrarrenales
(colesterol y triglicéridos) en aquellos grupos alimentados con una concentracién de
proteina de 30%.

3.-Los grupos que consumieron una dieta muy alta en proteina (45%),
independientemente de su origen animal o vegetal, ingirieron menor cantidad de
alimento y fueron los que alcanzaron un menor “peso” que sus controles con 20% de

proteina.

4.-Con respecto al funcionamiento renal, se encontré que todos los grupos presentaban
proteinuria, a excepciéon de los grupos controles; sin embargo, la soya con una
concentracion de 30% disminuyd la excrecion de proteinas totales. Con las otras
determinaciones no se encontré un dafio apreciable, ya que las concentraciones de
creatinina y acido (rico en suero sanguineo se encontraban dentro del rango
considerado normal. Sélo para la concentracién de nitrégeno ureico en sangre (BUN),

excedian ligeramente el rango considerado normal.

5.-La hipertrofia renal se ve disminuida cuando se administra una dieta a base de

proteina vegetal (soya), comparada con una dieta a base de origen animal.
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5.2. ESTUDIOS A FUTURO

Con base en los resultados encontrados, se recomienda continuar con mas estudios,
con la finalidad de poder entender en forma mas profunda los resultados obtenidos. Los
estudios que se proponen son: la expresion de genes involucrados en el metabolismo
de lipidos, especificamente los que se encuentran en las rutas metabdlicas de sintesis y
oxidacion de colesterol y triglicéridos en el tejido renal. Adicionalmente se puede llevar a
cabo el andlisis de la expresion de genes involucrados en el proceso inflamatorio que se
encuentra altamente relacionado con el dafio renal. Estos estudios implican la extraccion
de ARN del tejido renal. Adicionalmente, el higado por ser uno de los 6rganos
involucrados en forma muy importante en el metabolismo de lipidos puede ser también
importante en la evaluacion de los genes antes mencionados. Otro tipo de estudio es el
determinar la cantidad de proteina que se encuentra traducida con la finalidad de saber
qué tanto existe, no s6lo del mensajero sino de la proteina como tal, esto se puede
realizar por Western blot Finalmente, se propone el analisis histoldgico del tejido renal
para observar modificaciones morfologicas y estructurales causadas por: inflamacién o
acumulacion de lipidos. Estos estudios serian de gran utilidad para analizar a
profundidad el efecto de la concentracién y tipo de proteina dietaria sobre la lipogénesis

intrarrenal en un modelo de obesidad genética.
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GLOSARIO
Ablacion renal: Es la extirpacion del rifidn mediante una operacion o escision quirurgica.

Acetil-CoA carboxilasa: Enzima que cataliza el primer paso en la biosintesis de los
acidos grasos.

Acido hipurico: Es un &cido organico encontrado en la orina.

Adipocitos: Son las células que forman el tejido adiposo. Son células redondeadas, de
10 a 200 micrémetros, que contienen una vacuola lipidica que representa el 95% del
“peso” celular y que forma el elemento constitutivo del tejido graso. Su caracteristica

fundamental es que almacenan una gran cantidad de grasas.

Acidos grasos libres (AGL): un &cido graso es una molécula organica de naturaleza
lipidica formada por una cadena hidrocarbonada, en cuyo extremo hay un grupo

carboxilo, es lo mismo decir, es un acido carboxilico de alta masa molecular.

Albumina: Es una 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. Es sintetizada en el higado.

Apolipoproteinas: Son proteinas que son parte del complejo de moléculas que

transportan los lipidos, triglicéridos y colesterol (HDL, LDL, VLDL).

Aterosclerosis: Es un término general para el engrosamiento y endurecimiento de las

arterias

Autosémico recesivo: Significa que deben estar presentes dos copias de un gen
anormal para que se desarrolle la enfermedad o el rasgo. Es una de varias maneras en

gue un rasgo, trastorno o enfermedad se puede transmitir de padres a hijos.

Blood ureic nitrogen (BUN): por sus siglas en inglés, nitrégeno ureico en sangre.

Citocinas: Son proteinas responsables de la comunicacion intercelular, inducen la

activacion de receptores especificos de membrana, funciones de proliferacion y
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diferenciacion celular, quimiotaxis, crecimiento y modulaciéon de la secrecion de

inmunoglobulinas.

Dislipedemia: Caracterizada por el aumento de la concentracion de una, varias o todas

las fracciones lipidicas del plasma.

Edema: Es una hinchazén causada por fluido atrapado en los tejidos del cuerpo.

Enfermedad de Bright: Es una enfermedad renal segun su etiologia.

Glucagén: Es una hormona peptidica de 29 aminoacidos que actia en el metabolismo
de los carbohidratos. Esta hormona es sintetizada por las células a del pancreas (en
lugares denominados islotes de Langerhans). Es una hormona que eleva el nivel de

glucosa en la sangre, lo contrario a la insulina que lo baja.

Gluconeogénesis: Es la biosintesis de la glucosa a partir de otros metabolitos ya
presentes en el organismo (aminoacidos, acidos grasos y otros).

GLUT 2: Los transportadores GLUT estan encargados del ingreso de los monosacaridos

a todas las células del organismo. El GLUT 2 transporta glucosa, galactosa y fructosa.

High Density Lipoprotein (HDL): por sus siglas en inglés, son lipoproteinas de alta

densidad que transportan el colesterol desde los tejidos del cuerpo hasta el higado.

Hidratos de carbono: Compuestos organicos caracterizados por la presencia de
carbono, hidrégeno y oxigeno, conocidos coloquialmente como carbohidratos, por la

palabra inglesa (carbohydrates).

Hipercolesterolemia: Se caracteriza por el aumento del colesterol plasméatico por encima

de un valor considerado normal.

Hiperfagia: Es una situacion caracterizada por un aumento excesivo de la sensacion de

apetito e ingestas descontroladas de alimentos, sin razén aparente.
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Hiperfiltracion: Es cuando se produce un aumento de la filtracion glomerular y de la
reabsorcion tubular proximal de proteinas, hay mayor produccion de mediadores de

inflamacion, acelerando el dafio renal. La albuminuria es un marcador de hiperfiltracion.
Hiperglicemia: Es el exceso de glucosa en la sangre.
Hiperinsulinemia: Es el exceso de insulina en sangre.

Hipertension: Término que se refiere a un incremento de las cifras de presion arterial por

encima de un valor considerado normal.

Hipertrigliceridemia: Se caracteriza por el aumento de los triglicéridos plasmaticos por

encima de un valor considerado normal.

Hipertrofia: Nombre con que se designa un aumento del tamafio de un érgano cuando
se debe al aumento correlativo en el tamafio de las células que lo forman; de esta

manera el érgano hipertrofiado tiene células mayores, y no nuevas.

Hipolipemiante: Cualquier sustancia farmacolégicamente activa que tenga la propiedad
de disminuir los niveles de lipidos en sangre.

HDL: High Density Lipoprotein, en inglés, lipoproteinas de alta densidad

HTA: Hipertension arterial

IDL: Intermedium Density Lipoprotein, por sus siglas en inglés, lipoproteinas de
densidad intermedia

IMC: indice de masa corporal. Es una medida de asociacion entre el “peso” y la talla de
un individuo (IMC= kg/m?), muy variable ya que depende del origen étnico, sexo, edad,

musculatura, densidad 6sea, etc.

LDL: Low Density Lipoprotein, por sus siglas en inglés, lipoproteinas de baja densidad
gue transportan el colesterol desde el higado al resto del cuerpo, para que sea utilizado

por distintas células.
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Lipasa: Es una enzima que se usa en el organismo para disgregar las grasas de los
alimentos de manera que se puedan absorber. Su funcién principal es catalizar la

hidrélisis de triacilglicerol a glicerol.

Lipogénesis: Es la reaccion bioquimica por la cual son sintetizados los acidos grasos y
esterificados o unidos con el glicerol para formar triglicéridos o grasas de reserva.

Lipolisis: Es el proceso metabolico mediante el cual los lipidos del organismo son
transformados para producir &cidos grasos y glicerol para cubrir las necesidades
energeéticas.

Lipoproteinas: Son complejos macromoleculares esféricos formados por un nucleo que
contiene lipidos apolares (colesterol esterificado y triglicéridos) y una capa externa polar
formada por fosfolipidos, colesterol libre y proteinas.

LPL: Lipoprotein-lipase, en inglés, lipoproteina-lipasa.

Microalbuminuria: Las elevaciones persistentes de albumina en la orina entre 30 y
300mg/dia (20 a 200 pg/min).

Nefrona: Es la 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. Esta situada principalmente en la corteza renal.

Podocitos: Uno de los tres tipos de células glomerulares altamente especializadas que
forman multiples procesos entrecruzados que cubren la superficie de la membrana basal
de los capilares glumerulares. Estan interconectados por diafragmas en forma de rendija

gue permite la filtracién renal

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

orina de 24 horas.

Rata Zucker: Es uno modelo animal de obesidad heredable y ha sido ampliamente
utilizado como modelo experimental de obesidad.
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Renomegalia: Aumento de tamarfio del rifidon.

RI: Resistencia a la insulina. Se define como la presencia de una respuesta biologica
alterada a la accién de la insulina, sea exdégena o endogena.

Sterol Regulatory Element Bindeing Proteins (SREBP):, por sus siglas en inglés, o
Proteinas de Unién a Elementos Reguladores de Esteroles, son una familia de factores
de transcripcion que regulan la homeostasis de lipidos mediante el control de la
expresion de una serie de enzimas endogenas necesarias para la sintesis de colesterol,
acidos grasos (AG), triglicéridos y fosfolipidos. Las tres isoformas de SREBP, SREBP-

la, SREBP-1c y SREBP-2, tienen diferentes funciones en la sintesis de lipidos.

VLDL: Very Low Density Lipoprotein, por sus siglas en inglés, son lipoproteinas de muy

baja densidad y provocan que el colesterol se deposite en las paredes de las arterias
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ANEXOS

Anexo 1.

1.1 Composicion del aislado de proteina de soya y aislado de caseina (aminoacidos,

0/100g de producto)

Aminoacido

Aislado de caseina

Aislado de proteina de

soya
Alanina 2.8 3.6
Arginina 3.4 6.5
Acido aspartico 6.3 10.3
Cisteina 0.3 1.1
Acido glutamico 20.5 18.7
Glicina 1.6 3.6
Histidina 2.5 2.3
Isoleucina 4.7 4.3
Leucina 8.2 7
Lisina 7.2 55
Metionina 1.9 1.13
Fenilalanina 4.4 4.7
Prolina 9.5 4.8
Serina 5 4.5
Treonina 3.8 3.2
Triptofano 1.6 1.3
Tirosina 4.7 3.5
Valina 6 3.9
% de proteina 90.6 85.9

1.2. Ficha técnica del aislado de caseina

Compuesto Promedio Unidades
Nitrogeno 14.1 %
Proteina (Nx6.3809) 90 %
Grasa <0.01 %
Humedad 6.3 %
Calcio 0.02 %
Fosforo 0.80 %
Sodio <0.01 %
Potasio <0.01 %
Magnesio 221 mg/kg
Hierro 3.7 mg/kg
Cobre 1.7 mg/kg
Zinc 33.1 mg/kg
Magnesio <0.3 mg/kg
Acido folico 0.4 mg/kg
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1.3Ficha técnica del aislado de soya

Compuesto Aislado de soya Unidades
Proteina 93 %
Grasa 0.0 %
Humedad 4.7 %
Fibra cruda 0.2 %
Ceniza 3.8 %
ISN (indice de solubilidad de 85 %

nitrdgeno)
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A. APENDICE

A.1. DATOS

Las Tablas A.1 - A.3 contienen los resultados de consumo de alimento, calorias
ingeridas e incremento de “peso” corporal promedio por dia.

A.1.1. CONSUMO DE ALIMENTO PROMEDIO

TABLA A.1. CONSUMO DE ALIMENTO PROMEDIO

Dias| C20 [ C20 | S20 | S20 |C30 | C30 | S30 | S30 | C45 | C45 | S45 | S45

X Error{ X |Error| X |Error| X |Error| X |Error| X |Error
1 18.45 2 118.43| 0.7 | 20.4|0.76 | 18.83| 0.83 | 18.72| 0.74 | 16.52 | 0.63
2 208 | 187 1999|123 |22.7|1.61|18.96|212 |21.34|0.98 |19.73| 0.98
3 22.27 | 195 |23.85(1.77|23.4|1.0518.77|1.25|19.19| 0.87 |17.25| 1.39
4 25.11 | 1.8320.24(161| 23 | 098 |20.15|0.77 | 19.67 | 0.49 | 18.92 | 0.81
8 2757 | 213 |21.75(254 1248 | 0.72 | 26.79| 2.89 | 21.24 | 2.17 | 20.75| 1.13
9 28.31 | 2.27 | 24.66 | 2.16 | 26.3 | 1.13 | 29.03 | 2.64 | 22.19|1.05 2287 | 1
10 | 26.13 | 248 | 2472|159 | 26.7 | 0.92 | 25.43 | 0.79 | 24.09 | 3.3 (22.29]| 1.04
11 | 27.33 | 3.27 |27.31|1.28 | 276 | 1.7 |29.72|0.68 | 24.15| 1.15 | 24.35| 0.32
15 | 2498 | 3.2 |2567(1.38|27.7| 151 |25.12|1.31|20.33|1.52 |25.32| 0.94
16 | 24.69 | 3.64 | 25.71]1.92 | 26.2 | 0.81 |28.53|2.29 |23.17| 151 (2494 | 1.01
17 | 2576 | 1.15 (124471135249 | 0.86 |23.61| 1.1 |24.03| 2.3 |23.69]| 0.94
18 | 27.28 | 1.51 | 25.77]1.91 | 28.5| 0.97 |25.91 | 2.32 | 25.01 | 1.48 |24.24| 1.2
22 | 2461 | 1.37 (2293|168 | 251|092 (2345| 15 | 247 | 2.45|22.13| 1.78
23 | 26.33 | 2.06 [2595| 1.67 | 269 | 1.48 |28.26| 1.4 |2468| 15 |25.85]| 1.03
24 | 2662 | 1.76 | 288 | 1.64 | 26.8 | 1.18 | 28.22 | 1.85 | 24.7 | 4.04 | 23.13| 1.54
25 | 2781 | 158 [32.08|0.83 285 | 1.08 | 29.57|1.38 |2549|2.79 | 26.8 | 1.12
29 | 26.17 | 2.28 [ 28.98| 1.03 | 25.1 | 0.93 |27.41| 1.72 | 27.63 | 3.26 | 26.17 | 1.56
30 | 24.68 | 1.52 | 30.06|1.29 | 29.3 | 0.55 [28.96| 1.99 | 28.54| 2.15 | 28.75| 1.91
31 | 25.25 | 198 |32.29|1.18| 28 | 0.84 [29.36| 1 |35.01|4.23|29.34| 1.73
32 271 | 1893059184 |30.4|0.87 |33.26| 0.8 |{30.29|1.49 |30.88| 1.42
36 | 21.31 | 3.11 12591119249 | 1.01 [28.07| 1.52 |26.22| 1.67 | 26.71| 1.62
37 | 2311 | 3.6 |29.67|0.74 | 26.7 | 0.51 | 28.46| 0.55 | 29.86 | 2.56 | 25.5 | 2.58
38 | 2254 | 3.61 2944|142 |253|0.89 (2743|0.71|27.08| 1.4 {2699 | 1.7
39 237 | 3.8229.86|1.76 |26.8| 2.3 |31.59|0.88 |29.65|1.66 |28.69| 1.72
43 | 21.63 | 29 |24.05|3.11 253 | 1.2 (2412|249 (2494 2 |2389| 3
44 | 21.38 | 3.05|28.31|2.74 | 251 | 1.07 |21.06| 3.06 | 23.35| 1.47 | 23.23 | 0.86
45 | 20.15 | 2.87 | 25.14| 2.03 | 26.5 | 1.46 | 27.28 | 4.31 | 23.42| 1.2 |26.24| 0.93
46 | 2356 | 3.49 | 2584|254 | 254 | 1.19 |23.56| 1.88 | 22.44 | 0.99 | 24.26 | 2.39
50 224 | 323 | 269 | 212 |253|0.71 |23.77|161 | 26.4 | 1.87 | 32.1 | 7.59
51 | 2459 | 384 (24.13|3.4827.1| 0.6 |26.11|1.91|25.71|2.01|28.12]| 1.16
52 | 2191 | 266 (2687|273 | 25 | 0.39 |25.11| 1.33 |28.08| 2.29 | 26.68| 1.29
53 | 24.22 | 2.68 [30.72| 1.37 | 28.5| 0.51 | 27.94 | 1.57 | 25.69 | 1.64 | 28.74 | 1.04
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A.1.2. CALORIAS INGERIDAS PROMEDIO

TABLA A.2. CALORIAS INGERIDAS PROMEDIO

Dias| C20 | C20 | S20 | S20 | C30 [ C30 | S30 | S30 |C45| C45 | S45 | S45
X |Error| X |Error| X |Error| X |Error| X |Error| X |Error
1 [80.7| 34 |7055| 3 |77.46| 29 |7155| 3.2 |71.7| 28 |62.79| 2.4
2 |89.1| 56 (7746 5 |86.23| 6.1 |72.06| 8.1 |81.1| 3.7 |74.97| 3.8
3 |943| 36 |[8485| 4 |8898| 4 |71.35| 48 |78.2| 59 |60.82| 5.1
4 103 | 5.9 |82.39| 3.2 |87.27| 3.6 |7657| 29 748 | 1.9 [69.01| 4.6
8 112 | 7.2 |87.36| 6.5 |94.15| 2.7 |90.91| 2.9 |80.7| 83 |78.87| 4.3
9 116 | 6.3 | 93.46| 95 |100.1| 4.3 | 99.4 4 1844 4 |86.93| 3.8
10 | 107 | 59 |94.41| 7 |101.7] 35 |96.67| 3 |[80.6| 2.7 [84.71| 4
11 | 116 | 6.6 | 105 | 55 |1049| 6.5 |1129| 2.6 |91.8| 4.4 [9256| 1.2
15 | 109 5 198.12| 6 |1054| 58 (9547 5 |77.3| 5.8 [96.23| 3.6
16 | 111 | 2.7 |100.8| 7.6 | 995 | 3.1 98 3.1 [88.1| 6.1 {9481 | 3.8
17 | 101 | 3.4 |95.39| 53 | 94.7 | 3.3 |89.74| 4.2 (914 | 8.7 [90.06| 3.6
18 | 108 | 3.9 |100.3| 8 |108.2| 3.7 |98.48| 88 | 95 | 56 |92.14| 4.6
22 1974 | 43 |9066| 6.2 | 955 | 35 [89.12| 5.7 [849| 54 |84.13| 6.8
23 | 106 | 6.9 |102.1| 6.1 [102.2| 5.7 |1074| 53 [93.8| 57 [98.25| 3.9
24 | 104 | 7.4 1129 6.1 [1019| 45 |107.3| 7.1 | 104 | 84 |87.91| 5.9
25 | 110 | 54 |1216| 3.7 [1084| 4.1 |1124| 5.2 | 106 | 5.3 |101.9| 4.3
29 | 107 | 46 |112.1| 39 | 952 | 3.6 |104.2| 6.6 | 93.6| 53 |99.46| 5.9
30 {991 29 [1174| 44 |111.3| 2.1 |1101| 7.6 | 99 6 [109.3| 7.3
31 | 103 | 2.7 |119.2| 3.2 |1065| 3.2 |1116| 3.8 | 119 | 10.6 |1115| 6.6
32 | 110 | 3.1 |[1214| 55 |115.7| 3.3 |126.4| 3.1 | 115 | 5.7 |117.4| 4.6
36 923 | 4.2 [99.28| 5.1 [{94.69| 3.8 |106.7| 58 |99.6| 6.3 |1015| 6.2
37 | 101 | 3.9 [1146| 25 |1014| 2 |108.2| 2.1 | 114 | 9.7 |96.91| 9.8
38 99 4 |107.2| 3.1 |96.03| 3.4 |104.2| 2.6 | 103 | 5.3 |102.6| 6.5
39 | 104 3 |1189| 45 |101.7| 88 |120.1| 34 | 113 | 6.3 | 109 | 6.5
43 | 919 | 5.2 [1028| 3.6 |96.27| 46 |91.68| 95 |948| 7.6 |100.3| 3.6
44 1922 | 46 [97.73| 3.8 |95.43| 4.1 |89.56| 3.5 |88.7| 5.6 |88.28| 3.3
45 | 85.9 7 |101.9| 48 |1006| 56 [9087| 7.8 | 89 | 46 [99.74| 3
46 | 101 8 [105.7| 7.2 |96.46| 45 |89.55| 7.2 |853| 3.8 | 92.2 | 91
50 97 3.8 [108.7| 5.7 [96.09| 2.7 [90.34| 6.1 | 101 | 6.4 |109.3| 35
51 | 106 | 9.1 |1035| 7 [103.2| 2.3 [99.23| 7.3 |97.7| 7.6 |106.9| 44
52 1923 | 56 |1106| 7 [9487| 15 |9544| 5.1 | 107 | 8.7 |101.4| 4.9
53 | 101 | 5.1 |115.2| 5.2 [108.2| 1.9 [106.2| 6 |97.6| 6.2 [109.2| 4
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A.1.3. GANANCIA DE “PESO” CORPORAL PROMEDIO

TABLA A.3. GANANCIA DE “PESO” CORPORAL PROMEDIO

Dias

C20

C20

S20

S20

C30

C30

S30

S30

C45

C45

S45

S45

X

Error

X

Error

X

Error

X

Error

X

Error

Error

173.89

10.87

172

9.6

172.7

10.55

171.7

12.33

171.62

9.74

174.57

8.7

178.51

10.66

176.7

9.67

175.9

10.35

173.8

11.27

174.27

9.75

173.72

8.84

184.76

11.23

180.3

10

183.4

10.26

178.4

12.45

180.22

9.56

181.52

9.18

191.83

12.33

187.2

9.88

188.7

10.94

184.9

11.11

186.83

9.47

187.26

8.79

206.66

12.2

189.4

6.98

199.8

11.63

192.6

12.62

191.28

9.79

194.44

10.5

233.28

14.1

208.9

10.29

221.1

11.82

217.6

10.82

205.81

9.45

216.55

9.55

249.99

15.61

225.4

12.18

239

11.82

237.4

11.86

215.26

8.62

230.46

9.16

263.01

17.94

243.1

12.18

257.9

12.94

252.7

13.36

227.99

8.62

244.66

9.01

280.62

20.77

264.4

14.4

282.3

12.94

276.1

9.56

243.51

11.8

265.35

9.01

311.32

15.78

280.3

13.44

295.5

13.13

288.2

10.46

253.55

8.79

277.46

8.77

327.23

15.23

294.1

13.23

313.6

13.38

303.4

10.77

268.24

9.29

289.6

9.62

343.74

16.81

319.5

12.45

329

12.97

315

10.06

275.9

8.88

300.21

8.31

358.17

18.41

337.3

12.22

3447

13.21

330.9

10.46

286.57

8.87

312.71

9.1

365.3

18.41

333.9

15.84

354.2

13.53

344.3

10.29

294.45

11

325.47

9.47

383.52

22.9

358

16.47

379.3

13.58

358.9

6.98

318.21

11.7

342.39

9.83

390.71

23.31

369.7

18.31

392.6

13.3

376.2

8.74

333.83

12.1

357.14

11.22

402.1

23.27

384.5

18.48

404.8

13.3

389

8.06

344.92

12

365.43

10.98

412.25

29.02

396.4

21.97

420.2

13.53

400.9

7.13

366.08

10.9

387.24

10.95

417.63

31.67

413.2

21.15

430.6

13.32

427.4

12.2

373.46

12.4

395.71

12.94

423.97

35.02

425.4

22.18

445.3

155

425.7

8.33

383.73

13.6

409.01

12.98

432.36

38.13

432.3

27.49

450.2

14.76

421.7

8.32

395.74

13

416.18

16.53

435.86

40.54

440.6

27.21

455.2

14.67

431.1

9.22

404.72

13.4

426.29

13.64

445.48

41.76

452.9

28.9

469.6

15.49

439

11.89

412.47

12.1

435.04

14.54

451.2

46.42

459.3

33.77

481.9

15.32

440.7

13.01

422.35

14.5

451.64

12.9

460.85

47.14

470.5

36.09

490.5

14.98

454

13.88

426.88

14.2

469.13

18.17

465.1

47.07

479.3

37.51

496.9

15.82

478.9

20.91

438.21

15.1

473.48

14.06

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.1.4. LIPIDOS EN SUERO Y EN EL TEJIDO RENAL DE LAS RATAS ZUCKER™™

Tabla A.4. Niveles de colesterol en suero

Grup Grupo Colesterol promedio en suero +SEM
0 (mg/dL)
C20 20% Caseina 340.5 21.47
S20 20% Soya 156.49 7.13
C30 30% Caseina 385.26 26.22
S30 30% Soya 195.9 21.06
C45 45% Caseina 302.43 31.11
S45 45% Soya 189.30 22.43

Tabla A.5. Niveles de triglicéridos en suero

Grup Grupo Triglicéridos promedio en +SEM
0 suero (mg/dL)
C20 20% Caseina 218.05 33.58
S20 20% Soya 443.25 87.92
C30 30% Caseina 279.17 85.46
S30 30% Soya 668.65 104.26
C45 45% Caseina 597.39 50.22
S45 45% Soya 926.16 136.88

Tabla A.6. Niveles de colesterol en rifién

Grup Colesterol promedio en rifion (mg +SEM
0 colesterol/g tejido)
C20 0.77200 0.10
S20 0.49800 0.05
C30 0.77000 0.14
S30 0.61875 0.18
C45 0.45571 0.05
S45 1.01857 0.20

Tabla A.7. Niveles de triglicéridos en rifién

Grup Triglicéridos promedio en rifion (mg +SEM
0 triglicéridos/qg tejido)

C20 1.20500 0.14

S20 1.47500 0.22

C30 2.84333 0.40

S30 2.24800 0.20

C45 1.35000 0.09

S45 2.50429 0.13




A.1.5. PARAMETROS BIOQUIMICOS EN SUERO Y ORINA

Tabla A.8. Niveles de creatinina en suero

Grupo Creatinina promedio en suero +SEM
(mg/dL)

C20 0.237 0.05
S20 0.497 0.09
C30 0.698 0.13
S30 0.43 0.07
C45 0.505 0.11
S45 0.589 0.09

Tabla A.9. Niveles de creatinina en orina

Grupo Creatinina promedio en orina +SEM
(mg/dL)
C20 44.2720 4.86
S20 28.0583 4.05
C30 26.2571 3.02
S30 26.4688 4.07
C45 12.8013 1.58
S45 13.3388 1.34

Tabla A.10. Niveles de nitrégeno ureico en sangre(BUN)

Grupo BUN promedio en suero +SEM
(mg/dL)
C20 18.94 1.79
S20 14.68 1.66
C30 22.98 2.17
S30 19.01 1.11
C45 23.38 1.50
S45 20.65 1.63

Tabla A.11. Niveles de &cido Urico en suero

Grupo Acido Urico en suero +SEM
(mg/dL)

C20 1.78 0.08

S20 2.40 0.20

C30 2.79 0.58

S30 3.23 0.46

C45 3.51 0.39

S45 4.48 0.71




Tabla A.12. Porcentaje de “peso” del rifion

Grupo % peso del rifion +SEM
C20 0.3176 0.008
S20 0.2658 0.008
C30 0.3161 0.009
S30 0.3045 0.01
C45 0.3740 0.02
S45 0.3111 0.007

Tabla A.13. Niveles de proteina total en orina

Grupo Proteina total en orina +SEM
(mg/24 h)

C20 141.040 42.11

S20 81.267 19.70

C30 248.529 32.20

S30 175.986 46.72

C45 186.250 23.71

S45 195.650 38.68




A.2. ANALISIS ESTADISTICO

CONCENTRACION DE TRIGLICERIDOS EN SUERO

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1
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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 Wqts) 42
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| Numbe Mean | Std Dev|Std Err Mean Lower Upper
r 95% 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
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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 34452| 87.01| -147.31| -152.21| -280.95| -216.19
1 408.47| 150.96| -82.56| -87.46| -216.19| -332.42

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level

Mean

926.16250

>\ >

B 668.65875

443.25429

438.35857

309.62286

RlwaIN o

vs)
ellelielle)

218.05600

Levels not connected by same letter are significantly different.

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

6 1 708.1065| 408.468| 1007.745 <.0001

6 3 616.5396| 344.515 888.564 <.0001

6 5 487.8039| 215.780 759.828 0.0009 I |
6 2 482.9082| 210.884 754.932 0.0009 I |
4 1 450.6028| 150.964 750.241 0.0043 I |
4 3 359.0359 87.012 631.060 0.0111 I |
6 4 257.5038 -5.297 520.304 0.0545 |
4 5 230.3002| -41.724 502.324 0.0946 |
4 2 225.4045| -46.620 497.429 0.1015 |
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 0.3412 |
5 3 128.7357| -152.210 409.681 0.3589 |
3 1 91.5669| -216.193 399.327 0.5500 |
2 5 4.8957| -276.050 285.841 0.9720 |
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CONCENTRACION DE COLESTEROL EN SUERO

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1
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1 2 3 4 5 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 Wqts) 46

Analysis of Variance

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

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
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Means and Std
Deviations
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

3 A 385.26750

1 A (B 340.50286

5 B 302.43500

4 C | 195.90000

6 C | 189.30250

2 C | 156.49429

Levels not connected by same letter are significantly different.
Level |- Difference| Lower CL Upper CL| p-Value|Difference

Level

3 2 228.7732| 161.135 296.4115| <0001 T 1
3 6 195.9650| 130.620 261.3098| <.0001|[ DI T ]
3 4 189.3675| 124.023 254.7123| <.0001|[ DI T ]
1 2 184.0086| 114.152 253.8651| <.0001|[ T T ]
1 6 151.2004 83.562 218.8386| <.0001([ I I |
5 2 145.9407 78.302 213.5790| <.0001| T I |
1 4 144.6029 76.965 2122411 <.0001| I I |
5 6 113.1325 47.788 178.4773| 0.0012|__ I | |
5 4 106.5350 41.190 171.8798| 0.0021| I I |
3 5 82.8325]  17.488 148.1773| 0.0143| T | |
3 1 44,7646 -22.874 112.4029| 0.1886|[_1 I ] |
4 2 39.4057 -28.233 107.0440| 0.2460|[ 10 I |
1 5 38.0679 -29.570 105.7061| 0.2621|[ 1T ] |
6 2 32.8082 -34.830 100.4465| 0.3328| I I |
4 6 6.5975 -58.747 71.9423| 0.8393(] | [ |
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COLESTEROL EN TEJIDO RENAL

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1
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1 > 3 4 5 Each Pair
Student's t
Column 1 0.05
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 Wats) | 39
Analysis of Variance
Source DF Sum of Squares | Mean Square | F Ratio Prob > F
Column |5 1.4430389 0.288608 1.8611 0.1281
1
Error 33 5.1175046 0.155076
C. Total | 38 6.5605436
Means for Oneway Anova
Level | Numbe | Mean Std Error Lower Upper
r 95% 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 | Numbe | Mean Std Dev | Std Err Lower Upper 95%
r Mean 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
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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
-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
Positive values show pairs of means that are significantly different.
Level Mean
6 A 1.0185714
1 A | B| 0.7720000
3 A | B| 0.7700000
4 A | B| 0.6187500
2 B| 0.4980000
5 B| 0.4557143
Levels not connected by same letter are significantly different.
Leve | - Level | Difference Lower Upper p-Value Difference
[ CL CL
6 5 0.5628571 0.134605 | 0.9911088 | 0.0116 I e
6 2 0.5205714 0.051445 | 0.9896977 | 0.0307 w1
6 4 0.3998214 -0.014831 | 0.8144743 | 0.0583 | [ I |
1 5 0.3162857 -0.152841 | 0.7854119 | 0.1794 | [ D [ |
3 5 0.3142857 -0.113966 | 0.7425374 | 0.1449 | [ D I |
1 2 0.2740000 -0.232714 | 0.7807142 | 0.2792 | I N [ |
3 2 0.2720000 -0.197126 | 0.7411262 | 0.2466 | I N I |
6 3 0.2485714 -0.179680 | 0.6768231 | 0.2461 | I | [ |
6 1 0.2465714 -0.222555 | 0.7156977 | 0.2927 | I | I |
4 5 0.1630357 -0.251617 | 0.5776886 | 0.4295 | [ | | [ |
1 4 0.1532500 -0.303496 | 0.6099960 | 0.4996 | [ | | I |
3 4 0.1512500 -0.263403 | 0.5659029 | 0.4633 | I || I |
4 2 0.1207500 -0.335996 | 0.5774960 | 0.5943 L1 || I |
2 5 0.0422857 -0.426841 | 0.5114119 | 0.8556 L | I |
1 3 0.0020000 -0.467126 | 0.4711262 | 0.9931 l I |
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TRIGLICERIDOS EN TEJIDO RENAL

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1
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Student's t
Column 1 0.05

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

Means and Std Deviations

Level 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
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Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha
2.04227 0.05
Abs(Dif)-LSD |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 p-Value | Difference
CL
1 5 0.5367857 -0.235228 1308799 | 01659 |17 T
3 5 0.4871429 -0.171233 1145518 | 01412 |1 T
1 6 0.3841667 -0.410897 1179231 | 03316 | T o
3 6 0.3345238 -0.350735 1.019783 | 03267 |1 TN
2 5 0.3122857 -0.408929 1.033500 | 03836 |[_1T T
4 5 0.2700000 -0.388376 0.928376 | 0.4089 || I I
1 4 0.2667857 -0.505228 1.038799 | 0.4858 | [_1 ||
1 2 0.2245000 -0.601755 1.050755 | 0.5831 |[1I [ |
3 4 0.2171429 -0.441233 0.875518 | 0.5057 || I ||
3 2 0.1748571 -0.546357 0.896071 | 0.6241 |[1 [ |
2 6 0.1596667 -0.586169 0.905503 | 0.6651 | [ ||
6 5 0.1526190 -0.532640 0.837878 | 0.6525 |[1 [ |
4 6 0.1173810 -0.567878 0.802640 | 0.7289 | [ ||
1 3 0.0496429 -0.722371 0.821657 | 0.8964 |1 | |
2 4 0.0422857 -0.678929 0.763500 | 0.9055 |[O |
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CREATININA EN SUERO

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1
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1 > 3 4 5 6 Each Pair
Student's t
Column 1 0.05
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 Prob > F
Ratio
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 Lower Upper 95%
Error 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
Lev | Number | Mean Std Dev Std Err Mean | Lower 95% | Upper 95%
el
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
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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
Positive values show pairs of means that are significantly different.
Level Mean
3 A | 0.69862500
6 A | 0.66212500
4 A | 0.53462500
5 A | 0.50550000
2 A | 0.49757143
1 A | 0.48360000
Levels not connected by same letter are significantly different.
Level | - Differenc | Lower CL | Upper CL | p-Value Difference

Level | e
3 1 0.2150250 | -0.109672 | 0.5397217 | 0.1880 1T T 1
3 2 0.2010536 | -0.093720 | 0.4958267 | 0.1754 I N O Y I
3 5 0.1931250 | -0.091653 | 0.4779029 | 0.1778 1T T ]
6 1 0.1785250 | -0.146172 | 0.5032217 | 0.2727 | I I | ]
6 2 0.1645536 | -0.130220 | 0.4593267 | 0.2655 1T T ]
3 4 0.1640000 | -0.120778 | 0.4487779 | 0.2510 | I I 1]
6 5 0.1566250 | -0.128153 | 0.4414029 | 0.2725 | I N ] |
6 4 0.1275000 | -0.157278 | 0.4122779 | 0.3705 [ ] | [ |
4 1 0.0510250 | -0.273672 | 0.3757217 | 0.7521 [1 || ] |
4 2 0.0370536 | -0.257720 | 0.3318267 | 0.8005 1 | | ] |
3 6 0.0365000 | -0.248278 | 0.3212779 | 0.7967 1 | | ] |
4 5 0.0291250 | -0.255653 | 0.3139029 | 0.8371 1 | | ] |
5 1 0.0219000 | -0.302797 | 0.3465967 | 0.8921 [ | | ] |
2 1 0.0139714 | -0.319526 | 0.3474691 | 0.9329 I | ] |
5 2 0.0079286 | -0.286845 | 0.3027017 | 0.9569 L1 | ] |
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CREATININA EN ORINA

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1
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0 1 ' 2 ' 3 ' 4 ' 5 ' Each Pair
Student's t
Column 1 0.05
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 42
Wats)
Analysis of Variance
Source DF Sum of Mean F Ratio | Prob >
Squares Square F
Columnl |5 4146.1883 | 829.238 11.8525 | <.0001
Error 36 2518.6750 | 69.963
C. Total 41 6664.8632
Means for Oneway Anova
Leve | Number | Mean Std Lower Upper
| Error | 95% 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
Leve | Numbe | Mean Std Dev Std Err | Lower 95% | Upper
[ r Mean 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
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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 | -7.572 -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

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Leve Mean

[

1 A 44.272000

2 B 28.058333

4 B 26.468750

3 B 26.257143

6 C | 13.338750

5 C | 12.801250

Levels not connected by same letter are significantly different.

Leve | - Differenc | Lower Upper p- Difference

[ Level | e CL CL Value

1 5 31.47075 | 21.7999 [41.14160 | <0001 | I
1 6 30.93325 | 21.2624 | 40.60410 |[<o0001 [ T ]
1 3 18.01486 | 8.0819 27.94784 | 0.0008 | | [ I |
1 4 17.80325 | 8.1324 27.47410 | 0.0007 |[_ DI | |
1 2 16.21367 | 5.9416 26.48575 | 0.0029 | T | |
2 5 15.25708 [ 6.0956 24.41858 |0.0018 |[ DI I I
2 6 14.71958 | 5.5581 23.88108 | 0.0024 [ NI ] |
4 5 13.66750 | 5.1856 22.14940 | 0.0024 |[_ DN I |
3 5 13.45589 | 4.6763 22.23549 |0.0037 | NN I I
4 6 13.13000 | 4.6481 21.61190 | 0.0034 |[__ DN I |
3 6 12.91839 [ 4.1388 21.69799 |0.0051 | TN I I
2 3 1.80119 -7.6366 11.23897 | 0.7010 | [ | | I |
2 4 1.58958 -7.5719 10.75108 | 0.7270 | LI | | I |
6 5 0.53750 -7.9444 9.01940 0.8985 |l | I |
4 3 0.21161 -8.5680 8.99120 0.9613 |1 | [ |
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NITROGENO UREICO EN SANGRE

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

40
35 .
30_ — .
o~ -— :
> . <bal 8
% 20 /ER /Afs\ z \;/
(v] t - . [ - %
15 —\v_/< E > \W/ . — @
10+ -
5 T T T T T -
1 3 4 5 6 Each Pair
Student's t
Column 1 0.05
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 Wqts) 44
Analysis of Variance
Source D | Sum of Mean F Prob >
F | Squares Square Ratio F
Columnl |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 | Numbe | Mean Std Lower Upper 95%
r Error | 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

Leve | Number | Mean Std Dev Std Err Mean | Lower Upper 95%
[ 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
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Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t Alph
a

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
2 3.9296 3.5296 | 1.2558 -0.4467 | -1.1398 | -4.9304
Positive values show pairs of means that are significantly different.
Leve Mean
[
5 A 23.386250
3 A 22.986250
6 A 20.712500
4 A | B | 19.010000
1 A | B | 18.944000
2 B | 14.682857
Levels not connected by same letter are significantly different.
Level |- Differenc | Lower Upper p-Value Difference

Level | e CL CL
5 2 8.703393 | 3.92956 13.47722 | 0.0007 I S e
3 2 8.303393 | 3.52956 13.07722 | 0.0011 I S e
6 2 6.029643 | 1.25581 10.80347 | 0.0147 I 1 |
5 1 4.442250 | -0.81619 | 9.70069 0.0954 [ | |
5 4 4.376250 | -0.23571 | 8.98821 0.0623 [ [ |
4 2 4.327143 | -0.44669 | 9.10097 0.0743 [ [ |
1 2 4.261143 | -1.13983 | 9.66211 0.1185 [ [ |
3 1 4.042250 | -1.21619 | 9.30069 0.1280 [ | D |
3 4 3.976250 | -0.63571 | 8.58821 0.0890 [ | |
5 6 2.673750 | -1.93821 | 7.28571 0.2478 [ [ D |
3 6 2.273750 | -2.33821 | 6.88571 0.3246 [ I | |
6 1 1.768500 | -3.48994 | 7.02694 0.5001 | I || |
6 4 1.702500 | -2.90946 | 6.31446 0.4595 [ I || |
5 3 0.400000 | -4.21196 | 5.01196 0.8616 I | |
4 1 0.066000 | -5.19244 | 5.32444 0.9799 l |
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ACIDO URICO EN SANGRE

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

61 .
~ L] . -
c — b LN
E 4+
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0 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 0.314417
Adj Rsquare 0.219198
Root Mean Square Error 1.294481
Mean of Response 3.100952
Observations (or Sum 42
Wats)
Analysis of Variance
Source DF Sum of Mean F Prob >
Squares Square Ratio F
Columnl |5 27.665644 | 5.53313 3.3020 | 0.0148
Error 36 60.324518 | 1.67568
C. Total 41 87.990162
Means for Oneway Anova
Level | Numbe | Mean Std Error Lower | Upper 95%
r 95%
1 5 1.78000 | 0.57891 0.6059 | 2.9541
2 7 2.40857 | 0.48927 1.4163 | 3.4009
3 8 2.79375 | 0.45767 1.8656 | 3.7219
4 7 3.23571 | 0.48927 2.2434 | 4.2280
5 8 3.51375 | 0.45767 2.5856 | 4.4419
6 7 4.48143 0.48927 3.4891 | 5.4737
Std Error uses a pooled estimate of error variance
Means and Std Deviations
Numbe | Mean Std Dev | Std Err Lower 95% Upper 95%
Lev |r Mean
el
1 5 1.78000 0.19039 | 0.08515 1.5436 2.0164
2 7 2.40857 0.54995 | 0.20786 1.9000 2.9172
3 8 2.79375 1.65611 | 0.58552 1.4092 4.1783
4 7 3.23571 1.24195 | 0.46941 2.0871 4.3843
5 8 3.51375 1.11562 | 0.39443 2.5811 4.4464
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(6 |7 | 448143 | 1.87968 | 0.71045 | 2.7430 | 6.2198
Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t
t Alpha
2.02809 0.05
Abs(Dif)- | 6 5 4 3 2 1
LSD
6 -1.4033 -0.3911 | -0.1576 | 0.3289 0.6696 | 1.1642
5 -0.3911 -1.3127 | -1.0807 | -0.5927 -0.2536 | 0.2371
4 -0.1576 -1.0807 | -1.4033 | -0.9168 -0.5762 | -0.0815
3 0.3289 -0.5927 | -0.9168 | -1.3127 -0.9736 | -0.4829
2 0.6696 -0.2536 | -0.5762 | -0.9736 -1.4033 | -0.9087
1 1.1642 0.2371 | -0.0815 | -0.4829 -0.9087 | -1.6604
Positive values show pairs of means that are significantly different.
Level Mean
6 A 4.4814286
5 A | B 3.5137500
4 A | B| C| 32357143
3 B | C | 2.7937500
2 B| C | 2.4085714
1 C | 1.7800000
Levels not connected by same letter are significantly different.
Leve | - Difference Lower CL Upper CL p- Difference
[ Level Value
6 1 2.701429 1.16419 4.238664 00011 | TN 1
6 2 2.072857 0.66956 3.476155 00049 [ T I |
5 1 1.733750 0.23708 3.230418 0.0244 |[ DI I |
6 3 1.687679 0.32894 3.046415 0.0163 |[ TN |
4 1 1.455714 -0.08152 2.992950 0.0627 |[ TN |
6 4 1.245714 -0.15758 2.649012 0.0802 |[ THN |
5 2 1.105179 -0.25356 2.463915 01077 |[ T DN |
3 1 1.013750 -0.48292 2.510418 0.1780 || D |
6 5 0.967679 -0.39106 2.326415 0.1573 || D |
4 2 0.827143 -0.57615 2.230440 02397 |00 |
5 3 0.720000 -0.59266 2.032665 02733 |[_ 1T I |
2 1 0.628571 -0.90866 2.165807 0.4124 | LI | | I |
4 3 0.441964 -0.91677 1.800701 0.5137 | LI || |
3 2 0.385179 -0.97356 1.743915 0.5689 | [I || I |
5 4 0.278036 -1.08070 1.636773 0.6806 |1 | | |
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PROTEINAS TOTALES EN ORINA

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

450

400
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~ 300
Ezso—

22004 A\
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N

N
0 T T

Column 1

6 Each Pair
Student's t
0.05

Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare

0.252813

Adj Rsquare

0.146072

Root Mean Square Error

92.2181

Mean of Response

176.0878

Observations (or Sum Wgts)

41

Analysis of Variance

Source DF Sum of Squares| Mean Square F Ratio Prob > F
Column 1 5 100709.36 20141.9 2.3685 0.0595
Error 35 297646.25 8504.2

C. Total 40 398355.60

Means for Oneway Anova

Level Number Mean Std Error| Lower 95% Upper 95%

1 5 141.040 41.241 57.32 224.76

2 6 81.267 37.648 4.84 157.70

3 7 248.529 34.855 177.77 319.29

4 7 175.986 34.855 105.23 246.75

5 8 186.250 32.604 120.06 252.44

6 8 195.650 32.604 129.46 261.84

Std Error uses a pooled estimate of error variance

Level Number Mean Std Dev|Std Err Mean| Lower 95%| Upper 95%
1 5 141.040 94.165 42,112 24.12 257.96
2 6 81.267 48.267 19.705 30.61 131.92
3 7 248.529 85.193 32.200 169.74 327.32
4 7 175.986 123.624 46.726 61.65 290.32
5 8 186.250 67.073 23.714 130.18 242.32
6 8 195.650 109.409 38.682 104.18 287.12

Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t

Alpha

2.03011

0.05
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Abs(Dif)-LSD 3 6 5 4 1 2

3 -100.07| -44.01| -34.61 -27.53 -2.13 63.11

6 -44,01| -93.61| -84.21 -77.23| -52.12 13.28

5 -34.61| -84.21| -93.61 -86.63| -61.52 3.88
4 -27.53| -77.23| -86.63 -100.07| -74.67 -9.44

1 -213| -52.12| -61.52 -74.67| -118.40| -53.59

2 63.11 13.28 3.88 -9.44| -53.59| -108.09

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level Mean

3 A 248.52857

6 A 195.65000

5 A 186.25000
4 A |[B 175.98571

1 A |[B 141.04000

2 B 81.26667

Levels not connected by same letter are significantly different.

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

Level

3 2 167.2619 63.1064| 271.4174 00025 Y 1
6 2 114.3833 13.2769 215.4897 0.0277|__ I ] |
3 1 107.4886 -2.1320 217.1091 0.0544| TN [ |
5 2 104.9833 3.8769 206.0897 0.0423| T [ |
4 2 94.7190 -9.4365 198.8746 0.0733|___ I [ |
3 4 72.5429 -27.5265 172.6123 0.15001|| | |
3 5 62.2786 -34.6132 159.1703 0.2004 1 [ D |
1 2 59.7733| -53.5896| 173.1363 0.2918|[_1 ] |
6 1 54.6100 -52.1177 161.3377 0.3060|__1 [ |
3 6 52.8786 -44.0132 149.7703 0.2754|l | [ |
5 1 45.2100 -61.5177 151.9377 0.3957| | |
4 1 34.9457 -74.6748 144.5662 0.5217|L1 | | |
6 4 19.6643 -77.2275 116.5561 0.6828|LI || |
5 4 10.2643 -86.6275 107.1561 0.8310(1 | |
6 5 9.4000 -84.2064 103.0064 0.8396|[I | |
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% DE “PESO” DEL RINON

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

0.5
0.45 .
~ 0.47
: < | O
£0.35 -
S . /\:> e e /z;\ A\
0.25 <§ % L @
0.2 1 ' 2 ' 3 ' 4 ' 5 ' 6 Each Pair
Student's t
Column 1 0.05
Oneway Anova
Summary of Fit
Rsquare 0.523912
Adj Rsquare 0.461269
Root Mean Square Error 0.037105
Mean of Response 0.309475
Observations (or Sum Wats) | 44
Analysis of Variance
Source DF | Sum of Mean F Ratio | Prob>F
Squares Square
Columnl |5 0.05757272 0.011515 | 8.3634 <.0001
Error 38 | 0.05231732 0.001377
C. Total 43 | 0.10989004
Means for Oneway Anova
Level | Numbe | Mean Std Error | Lower Upper 95%
r 95%
1 5 0.262920 | 0.01659 0.22933 0.29651
2 7 0.265943 | 0.01402 0.23755 0.29433
3 8 0.317238 | 0.01312 0.29068 0.34379
4 8 0.304550 | 0.01312 0.27799 0.33111
5 8 0.373500 | 0.01312 0.34694 0.40006
6 8 0.309800 | 0.01312 0.28324 0.33636

Std Error uses a pooled estimate of error variance

Means and Std Deviations

Leve | Numbe | Mean Std Dev | Std Err Mean | Lower 95% Upper 95%
[ r

1 5 0.262920 | 0.019463 | 0.00870 0.23875 0.28709

2 7 0.265943 | 0.022694 | 0.00858 0.24495 0.28693

3 8 0.317238 | 0.025632 | 0.00906 0.29581 0.33867

4 8 0.304550 | 0.047896 | 0.01693 0.26451 0.34459

5 8 0.373500 | 0.058783 | 0.02078 0.32436 0.42264

6 8 0.309800 | 0.020237 | 0.00715 0.29288 0.32672
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Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.02439 0.05

Abs(Dif)- 5 3 6 4 2 1

LSD

5 -0.03756 | 0.01871 | 0.02614 | 0.03139 | 0.06868 | 0.06776

3 0.01871 -0.03756 | -0.03012 | -0.02487 | 0.01242 | 0.01150

6 0.02614 | -0.03012 | -0.03756 | -0.03231 | 0.00498 | 0.00406

4 0.03139 -0.02487 | -0.03231 | -0.03756 | -0.00027 | -0.00119

2 0.06868 0.01242 | 0.00498 | -0.00027 | -0.04015 | -0.04096

1 0.06776 0.01150 | 0.00406 | -0.00119 | -0.04096 | -0.04751

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level Mean |

5 A 0.37350000

3 0.31723750

6 0.30980000

4 C | 0.30455000

2 C | 0.26594286

1 C | 0.26292000

Levels not connected by same letter are significantly different.

Leve | - Differenc | Lower Upper CL p-Value Difference

[ Level |e CL

5 1 0.1105800 | 0.067758 | 0.1534021 <.0001 | I S .
5 2 0.1075571 | 0.068681 | 0.1464328 <.0001 I O O
5 4 0.0689500 | 0.031393 | 0.1065074 0.0006 | I S I I
5 6 0.0637000 | 0.026143 | 0.1012574 0.0015 | I S M N R
5 3 0.0562625 | 0.018705 | 0.0938199 0.0044 | I S I Y I
3 1 0.0543175 | 0.011495 | 0.0971396 0.0143 | I VO s Y B
3 2 0.0512946 | 0.012419 | 0.0901703 0.0111 | I S s I I
6 1 0.0468800 | 0.004058 | 0.0897021 0.0327 I S I

6 2 0.0438571 | 0.004981 | 0.0827328 0.0281 I I

4 1 0.0416300 | -0.001192 | 0.0844521 0.0564 I I

4 2 0.0386071 | -0.000269 | 0.0774828 0.0515 [ [ I

3 4 0.0126875 | -0.024870 | 0.0502449 0.4982 I || I

3 6 0.0074375 | -0.030120 | 0.0449949 0.6907 1 | | I

6 4 0.0052500 | -0.032307 | 0.0428074 0.7787 I | | I

2 1 0.0030229 | -0.040960 | 0.0470056 0.8901 I | I
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