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CAPITULO |
INTRODUCCION

Desde el punto de vista demografico y de la salud, México se encuentra en un
proceso de transicion, el cual se ha denominado como “transicion epidemiologica”.
En este proceso se registra un descenso dramatico de la mortalidad por
enfermedades infecciosas y un aumento en la mortalidad por enfermedades

crénico-degenerativas.*

La obesidad, es una de las principales enfermedades crénico-degenerativas y
acompafa a otras muy frecuentes como la diabetes mellitus y la hipertension
arterial. Es el resultado del desequilibrio entre la ingestién calorica y el gasto
energeético, frecuentemente consecuencia del estilo de vida, costumbres y habitos

alimenticios y el sedentarismo. #

En algunos casos, la obesidad puede desencadenar una serie de alteraciones
fisioldgicas, las cuales se conocen como sindrome metabdlico. EI mecanismo
fisiopatoldgico fundamental en el sindrome metabdlico es la resistencia a la
insulina, en la cual se elevan los niveles de insulina en plasma, a esto se le
conoce como hiperinsulinemia. El aumento de insulina en plasma, provoca
alteraciones en el metabolismo de los lipidos, ocasionando la acumulacion de
estos en algunos tejidos, principalmente los que no son insulinodependientes

como el rifion. %887

La acumulacion de lipidos parece tener un papel significativo en la génesis de
algunas enfermedades renales. Inicialmente se asumidé que la formacién de
depdsitos de lipidos a nivel renal obedecia exclusivamente a niveles elevados de
estos en suero, sin embargo estudios recientes indican que la sintesis enddégena
de lipidos, juega un papel fundamental en el desarrollo de estos depdsitos en el
rifién.

Investigaciones recientes han descrito que esta sintesis enddgena renal se
encuentra regulada por las proteinas de union a los elementos de respuesta a

esteroles (SREBPS) involucrados en la biosintesis del colesterol y acidos grasos.

1



Se ha encontrado una correlacion directa en el aumento de los factores de
transcripcion de las proteinas de union a los elementos de respuesta a esteroles 1
y 2 (SREBP-1 y SREBP-2 respectivamente) y el aumento de genes asociados con
la sintesis de acidos grasos como la acetil-Co-A carboxilasa (ACC) y la sintasa de
acidos grasos (FAS) por sus siglas en inglés) y la expresion del gen que codifica
para la proteina hidroxi-metil-glutaril CoA reductasa (HMG-CoA reductasa, enzima

clave en la sintesis de colesterol.1%4

Los factores de transcripcion SREBPs se encuentran regulados tanto a nivel
transcripcional o sobre el procesamiento, estabilidad y traduccion del ARNm. Entre
los nutrimentos que pueden influir la expresidn génica de estas proteinas se
encuentra la glucosa, los acidos grasos y el colesterol entre otros, ademas de la

insulina.*®

Uno de los principales problemas de la acumulacién de lipidos renales es la
formacion de lipoproteinas oxidadas. La formacion a nivel glomerular de oxigeno
activado incrementa, lo que favorece la oxidacion de LDL, que, a su vez, estimula
la sintesis de diversas citocinas proinflamatorias como la interleucina 6 (IL-6) y el

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).

Las modificaciones en las dietas, en el manejo de la obesidad y en forma
particular en el mejoramiento del perfil lipidico se ha enfocado tradicionalmente a
evitar la grasa saturada y el colesterol. Sin embargo, estudios actuales estan
mostrando que el manejo de los lipidos ha sido sobresimplificado, es decir,
basando dichas dietas Unicamente en la reduccion de grasa saturada y colesterol.
Especificamente, se ha dejado a un lado la correlacion del metabolismo como un
todo en el entendimiento de los efectos benéficos o toxicos en diversas patologias
tales como la insuficiencia renal. En este sentido, existe la evidencia de que la
proteina de origen vegetal retarda el desarrollo y la progresion del dafio renal en
estudios conducidos en humanos, asi como en varios modelos de animales como
la rata Zucker %8365 por otro lado la concentracién de la proteina en la dieta

también esta involucrada en modificar el perfil lipidico.



Por lo anteriormente descrito el objetivo de esta propuesta es evaluar el efecto de
la concentracion y tipo de proteina de la dieta sobre el metabolismo de lipidos a
nivel renal y sistémico en un modelo de obesidad genético. La eleccion del modelo
genético obedece a que se podrdn magnificar los cambios metabdlicos
encontrados y disponer de una respuesta mas clara hacia las alteraciones

encontradas bajo el influjo de estas maniobras dietarias.

Se analizaron en el rifidn la expresion de factores de la transcripcion (SREBPS)
involucrados en la biosintesis de colesterol y acidos grasos; asi como algunos de
sus genes blancos (sintesis de acidos grasos: FAS; sintesis de colesterol: HMG-
CoA reductasa), que son enzimas involucradas en el metabolismo de lipidos. Por
otro lado se analizé la expresion de genes involucrados en el proceso de oxidacion
de lipidos tomando a la carnitin-palmitoil transferasa (CPT-1), inflamacion (TNF-a

e IL-6) y fibrosis (TGF-B y Colagena Tipo V) y funcién renal (nefrina y podocina).

El modelo utilizado para este estudio fue la rata Zucker ¥, la cual se caracteriza
por la pérdida genética de la funcion del receptor de leptina y desarrolla obesidad,

hipertrigliceridemia e hiperinsulinemia severa.”



CAPITULO Il
OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la concentracién y tipo de proteina en la dieta sobre la
expresion de genes involucrados en el metabolismo de lipidos a nivel renal y

sistémico, en el proceso inflamatorio y la formacién de fibrosis en tejido renal.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

- Realizar la extraccion del ARN del tejido renal mediante la técnica de
extraccion con sarcosil-tiocianato de guanidina-cloruro de cesio,
corroborando la pureza e integridad.

- Analizar en el tejido renal la expresion génica de factores de transcripcion
(SREBPs) involucrados en la biosintesis del colesterol y &cidos grasos; asi
como algunos de sus genes blancos.

- Analizar en el tejido renal la expresion génica de factores de transcripcion
involucrados en el proceso inflamatorio.

- Analizar en el tejido renal la expresion génica de factores de transcripciéon
involucrados en el proceso de formacion de fibrosis

- Analizar en el tejido renal la expresion génica de factores de transcripcion
relacionados con la oxidacion de lipidos (CPT-1).

- Analizar en el tejido renal la expresion génica de las proteinas relacionadas
con la filtracién glomerular (Nefrina y Podocina), para evaluar el dafio renal.

- Analizar los parametros bioquimicos del perfil de lipidos (colesterol y

fa/fa

triglicéridos en suero) en ratas Zucker sometidas a los tratamientos

dietarios.



- Determinar la funcion renal mediante el analisis de parametros bioquimicos
como: niveles séricos de creatinina, depuracidon de creatinina y el
porcentaje expansion mesangial.

- Evaluar alteraciones en la estructura renal mediante andlisis

histopatoldgicos.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO
3.1 OBESIDAD

Segun la Norma Oficial Mexicana NOM-174-SSA1-1998, Para el manejo integral
de la obesidad; la obesidad se define como la enfermedad caracterizada por el
exceso de tejido adiposo en el organismo, resultado de un desequilibrio entre la
ingestion y el gasto energético, frecuentemente consecuencia del consumo de

dietas con alta densidad energéticay una escasa actividad fisica.*

La obesidad constituye un problema sanitario que alcanza proporciones que la
definen como pandemia, pues afecta a personas de los cinco continentes, e

incrementa el riesgo de sufrir diversas enfermedades.*

A nivel nacional de acuerdo a la ENSANUT 2006 2!, el 26 % de los nifios entre 5y
11 aflos son obesos y en los adultos el 30 % de la poblacion sufre de obesidad.
Las tendencias muestran incremento constante de la prevalencia de obesidad a
través del tiempo y se observa que esta cada vez se presenta a edades mas

tempranos.

El indice de masa corporal (IMC) es un indicador simple de la relacion entre el
peso y la talla que se utiliza frecuentemente para identificar el sobrepeso y la
obesidad en los adultos, tanto a nivel individual como poblacional. Se calcula

dividiendo el peso en kilogramos por el cuadrado de la talla en metros (kg/m?). *°

El IMC constituye la medida mas util del sobrepeso y la obesidad, pues la forma
de calcularlo no varia en funcion del sexo ni de la edad en la poblacion adulta. No
obstante, debe considerarse como una guia aproximativa, pues puede no

corresponder al mismo grado de gordura en diferentes individuos.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el sobrepeso como un IMC
igual o superior a 25, y la obesidad como un IMC igual o superior a 30. Estos

umbrales sirven de referencia para las evaluaciones individuales, pero hay
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pruebas de que el riesgo de enfermedades cronicas en la poblacion aumenta

progresivamente a partir de un IMC de 21.

Otro parametro para evaluar la obesidad es la circunferencia de la cintura. La
Secretaria de Salud (SSA), clasifica como circunferencia abdominal saludable <80

cm en mujeres y <90 cm en hombres.?

La obesidad, y en particular la abdominal, ademas de ser el mayor factor de riesgo
de enfermedades cardiovasculares es el mas importante factor de riesgo de la
diabetes mellitus tipo Il. Segun la OMS el riesgo de diabetes tipo Il se triplica entre

las personas obesas, comparadas con aquellas de peso normal.

Recientemente se ha considerado a la obesidad como un factor de dafio renal.
Esta relacion empieza a establecerse, en primer lugar, porque la hipertension y la
diabetes (enfermedades relacionadas con la obesidad) son las primeras causas de

insuficiencia renal crénica y/o tratamiento renal sustitutivo.*®

Desde el punto de vista histolégico, la obesidad puede agravar lesiones renales ya
existentes, pero se caracteriza fundamentalmente por presentar unas lesiones
glomerulares. Algunas de estas lesiones pueden ser:. incremento de la matriz
mesangial, proliferacion de las células mesangiales e hipertrofia y fusién parcial de
los podocitos. La aparicion de estas lesiones podria estar condicionada por varios
factores incluyendo el tiempo de evolucion de la obesidad, diferente predisposicion
genética o enfermedades asociadas. La pérdida de peso es el tratamiento de
eleccion de las lesiones renales de la obesidad. *®



3.2 SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico constituye una de las principales causas de
morbimortalidad en la poblacién®. No se trata de una Unica enfermedad, sino de
una asociacion de problemas de la salud, que pueden aparecer en forma
simultdnea o secuencial en un mismo individuo. Estos problemas de salud pueden
estar causados por factores genéticos y ambientales asociados al estilo de vida,
especialmente la mala alimentacion o sobreingestion caldrica (que trae como
consecuencia el exceso de grasa corporal, y especialmente abdominal) y la

ausencia de actividad fisica (sedentarismo).?

Se le denomina también Sindrome X, en el cual la resistencia a la insulina es el
mecanismo fisiopatoldégico fundamental. Hay 6 componentes del sindrome

metabdlico que son™*:

Resistencia a la captacion de glucosa mediada por la insulina
Intolerancia a la glucosa

Hiperinsulinemia

Aumento de triglicéridos en las VLDL

Disminucion del colesterol de las HDL

o a0k~ wpn R

Hipertension arterial

La obesidad tiene una estrecha relacion con la resistencia a la insulina ya que esta
aumenta con el incremento del contenido de grasa corporal, por lo tanto, la

obesidad es un factor determinante en el sindrome metabdlico

Los factores que pueden predisponer al sindrome metabdlico son, en orden de

importancia®:

1. Edad
2. Factores genéticos
3. Estilo de vida, por ejemplo, sedentarismo y consumo excesivo de calorias

(mas de las que se gastan diariamente).



Uno de los criterios para diagnosticar el Sindrome Metabdlico es la obesidad
abdominal.'* La circunferencia de la cintura es un buen predictor de las

complicaciones metabdlicas y de riesgo cardiovascular.?

Existen diferentes definiciones y criterios para el diagnéstico del Sindrome
Metabdlico establecidos por instituciones como la OMS (Organizacion Mundial de
la Salud), EGIR (Grupo Europeo de Estudio de Resistencia a la Insulina),
American Heart Association, entre otros. La prevalencia del sindrome metabdlico
varia en dependencia de la definicion empleada para determinarla, asi como la

edad, sexo, origen étnico y estilo de vida.*

Se han propuesto diversas estrategias para prevenir la aparicion del Sindrome
Metabdlico. Estos incluyen el aumento de actividad fisica®® (como caminar 30

minutos al dia), y una dieta reducida en calorfas.?®

Se sugiere que el consumo diario de leche o productos lacteos pueden reducir a

la mitad el riesgo de Sindrome Metabélico. %

El tratamiento consiste en la restriccion de calorias y actividad fisica diaria, sin
embargo, el tratamiento farmacolégico es a menudo necesario®. En general las
enfermedades que comprenden el Sindrome Metabdlico deben tratarse por

separado.

Estudios recientes demuestran que alteraciones en la estructura, funcion y
regulacion de factores genéticos parecen ser esenciales en la patogénesis del
Sindrome Metabdlico, en especial la familia de proteinas SREBPS, los cuales son
dianas para hormonas como insulina y leptina, factores de crecimiento y sefales
de inflamacion, que al parecer actian como punto de convergencia de sefales a

un nivel de regulacién genética®®.

Los mecanismos por los cuales la obesidad y el sindrome metabdlico pueden

llegar a desencadenar la enfermedad renal se observan en la siguiente figura:
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3.3 RESISTENCIA A LA INSULINA

La resistencia a la insulina puede ser definida como la condicion en la cual,
concentraciones fisioldgicas de insulina son incapaces de regular apropiadamente
los procesos en la homeodstasis de la glucosa y los lipidos, en consecuencia se
produce una elevacion de la insulina en el plasma, denominada hiperinsulinemia.
Estas condiciones afectan principalmente la adiposidad, los lipidos, las

lipoproteinas, la presién arterial y la tolerancia a la glucosa.?

La resistencia a la accion de la insulina se asocia a una serie de entidades que
incluyen a la diabetes mellitus tipo 2, obesidad, hipertension arterial y sindrome
metabdlico.” Existen factores nutricionales y no nutricionales que pueden
predisponer a un estado de resistencia a la insulina, como el sedentarismo, la

ingestion de dietas hipercaldricas, la edad y la herencia genética.

También se ha observado una relacién entre la sensibilidad a la insulina y la
concentracion de acidos grasos en el plasma sanguineo, por lo tanto, alteraciones

en el metabolismo de acidos grasos contribuyen a la resistencia a la insulina.’

En la diabetes mellitus tipo 2 hay una combinacion de resistencia y deficiencia a
la insulina. La secrecion de insulina inicialmente es suficiente para compensar los
efectos de resistencia, esta situacion es dificil de mantener en forma indefinida.
Finalmente las células pancreéticas disminuyen su capacidad para mantener un
nivel elevado de sintesis y secrecion de insulina, apareciendo hiperglucemia
postprandial, alteraciones en la tolerancia a la glucosa en ayuno y posterior
desarrollo de diabetes mellitus con presencia de hiperglucemia crénica, que por si

misma reduce la sensibilidad y secrecién de insulina.?’

En el caso de la relacion entre la resistencia a la insulina y la hipertension arterial,
se observa que la hiperinsulinemia secundaria a la resistencia a la insulina ejerce
efectos negativos como el aumento de la absorcién de sodio, lo que lleva a dafio
renal, se estimula la actividad de la bomba Na* - H*, que ocasiona alcalosis
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intracelular activando factores de crecimiento y aumento de la sintesis de

colageno contribuyendo a la formacién de fibrosis.?’

Otro componente fuertemente relacionado con la resistencia a la insulina es la
obesidad. En el tejido adiposo la insulina promueve la captacion de triglicéridos.
En pacientes obesos la produccion de acidos grasos libres aumenta, promoviendo

un aumento en el tejido adiposo.

Las medidas para disminuir la resistencia a la insulina se basan principalmente en
modificaciones al estilo de vida como la reducciéon de peso y el aumento de la
actividad fisica. En algunos casos es necesario recurrir a algunos farmacos como
las tiazolidinedionas, las cuales aumentan de manera directa la sensibilidad a la

insulina, ya que producen un incremento de glucotransportadores.?’
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3.4 DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica, no transmisible de gran
impacto para la salud y a nivel socio-econdmico a nivel mundial y para la cual adn
no existe cura. Es una enfermedad metabdlica causada por una deficiencia de la

hormona insulina o por el uso ineficaz de la insulina en el organismo.?®
Existen 2 tipos de diabetes:

1. Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): denominada con frecuencia diabetes juvenil

o diabetes insulina-dependiente. El organismo no puede producir insulina.

1) Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): denominada con frecuencia diabetes adulta
o diabetes insulino-independiente. El organismo no puede producir
suficiente insulina o0 no la puede utilizar en forma eficaz para poder
funcionar bien. Se sabe que la obesidad juega un papel muy importante en

el desarrollo de esta enfermedad.

En todos los tipos de diabetes se altera el metabolismo de los hidratos de carbono,

proteinas y lipidos.

La diabetes mellitus tipo 2 esta relacionada con la resistencia a la insulina. La
insulina se necesita para que los tejidos metabolicen la glucosa para producir
energia. Si éstos son resistentes a la accion de la insulina los niveles de glucosa
comienzan a elevarse extracelularmente en el torrente sanguineo (hiperglucemia).
Al elevarse el nivel de glucosa en sangre, el pancreas produce mas insulina para
contrarrestar este efecto. Esta situacion es dificil de mantener, lo que ocasiona
dafio en las células pancreaticas reduciendo la secrecion de insulina y dando paso

al desarrollo de diabetes mellitus tipo 22°

Los pacientes diabéticos pueden presentar diversas complicaciones renales. Los
altos niveles de glucosa en sangre, producen hiperfiltracion renal, ocasionando
dafio glomerular e inflamacion. Si el dafio continda, se reducen los niveles de
filtracion glomerular, el dafio evoluciona a fibrosis, hasta producir la perdida
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irreversible de la funcidén renal, conocida como insuficiencia renal cronica. La

diabetes es la principal causa de la insuficiencia renal crénica. **
3.5 LIPOTOXICIDAD

La lipotoxicidad es un padecimiento reciente, vinculado a la epidemia de obesidad
y diabetes, causado por la acumulacion de lipidos que deberian ser almacenados
en los adipositos, en tejidos como el pancreas, higado y rifién, entre otros.

Para prevenir la lipotoxicidad se han disefiado tres estrategias. La primera
consiste disminuir la ingestion de acidos grasos e hidratos de carbono, si se
disminuye el exceso de nutrimentos se evita el exceso de grasa. La segunda
consiste en aumentar la capacidad de almacenamiento de tejido adiposo y
multiplicar el niumero de adipocitos, esto se logra administrando farmacos como
las tiazolidinedionas. Finalmente la tercera opcion, metabolizar los acidos grasos

libres para evitar su almacenamiento haciendo ejercicio.®?

Actualmente es bien conocido que la lipotoxicidad esta intimamente relacionada
con la resistencia a la insulina. El aumento de los acidos grasos libres en el tejido
promueve su captacion y oxidacion, y se usan como fuente de energia en
competencia con la glucosa y se reduce la secrecién de insulina*®. Si bien no se
conoce el mecanismo mediante el cual los acidos grasos libres producen una
menor secrecion de insulina; se ha postulado que este se deberia a: 1) Menos
actividad de los transportadores de glucosa, principalmente los encargados de la
reabsorcion de glucosa a nivel renal (GLUT2) y 2) Cambios en las vias
metabolicas normales de los lipidos. El aumento de los acidos grasos libres debido
a una lipolisis excesiva, produce disminucion de malonil CoA y de los derivados

acilos de la coenzima A necesarios para la liberacién de insulina.*®

Ademas parece que los acidos grasos libres reducen la afinidad de la insulina a
sus receptores, de manera que disminuye la accion de esta en los tejidos
insulinosensibles y aumenta la concentracion de glucosa en plasma, a esto se le

conoce como hiperglucemia.*®
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La hiperglucemia per se induce hiperfiltracion glomerular, lo que puede conducir a

diversas nefropatias.

Diversos estudios han mostrado que el exceso de lipidos en el tejido renal,
estimulan la proliferacion de células mesangiales y de matriz extracelular del
glomérulo renal. Por otro lado la acumulacién de lipidos provoca una oxidaciéon
excesiva de estos, el cual tiene como consecuencia la produccién de radicales
libres, los cuales pueden ocasionar estrés oxidativo, inflamacion del tejido y

posterior fibrosis, lo que ocasiona la perdida de la funcién renal. **

En pacientes con obesidad se han encontrado perfiles genéticos relacionados con
el metabolismo de lipidos que no se expresan en pacientes delgados, lo que
sugeriria una relacion causa - efecto entre estos perfiles y las lesiones

glomerulares de la obesidad.

Otra de las posibles causas de que ocurran ciertos desordenes en la
liporegulacion los cuales dan lugar a la lipotoxicidad es la resistencia a la leptina

que se desarrolla en la obesidad.
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3.6 LEPTINA

La leptina es una proteina de 167 aminoacidos, que incluyen un péptido sefal de
21 aminoacidos. Su estructura tridimensional presenta cuatro hélices alfa y un
puente disulfuro entre las cisteina en posiciébn 96 y 146, siendo este Ultimo

necesario para la actividad biolégica de la hormona.

La leptina, es también conocida como proteina Ob. Es una hormona producida en
su mayoria por los adipocitos (células grasas) aunque también se expresa en el

hipotalamo, el ovario y la placenta.?*

Fue descubierta en 1994 en el ratén. Posteriormente, el gen Ob humano se
localiz6 en el cromosoma 7. Se cree que la leptina actia como un lipostato:
cuando la cantidad de grasa almacenada en los adipocitos aumenta, se libera
leptina en el flujo sanguineo, lo que constituye una sefial que informa al
hipotdlamo que el cuerpo tiene bastante comida y que debe inhibir el apetito.
Cuando aumenta la masa de tejido adiposo mas alla del punto de equilibrio,
aumenta la sintesis y secrecion de leptina por lo que se estimulan varios efectos
compensadores en el hipotdlamo: la disminucion del apetito por estimulacion de
péptidos anorexigénicos (que producen perdida de apetito) y supresion de la
produccion de los péptidos orexigénicos (del griego orexis que significa apetito);
aumento el gasto energético aumentando la tasa de metabolismo basal y la
temperatura corporal ademés de la modificacién del punto de equilibrio hormonal
para reducir la lipogénesis (produccion de grasas) y aumentar la lipdlisis (uso de
grasa acumulada para producir energia) en el tejido adiposo. La regulacion de la
secrecion de leptina es a largo plazo, principalmente por variacion del nivel de
masa corporal y efectos estimulantes de la insulina.***®

Los niveles séricos de leptina en personas con peso normal oscilan en el rango de

1-15 ng/mL, aunque en individuos con un indice de masa corporal (IMC) superior a

30 se pueden encontrar valores de 30 ng/mL o incluso superiores.
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La eliminacion de la leptina se lleva a cabo principalmente por via renal. La leptina
es metabolizada es especial por las células epiteliales renales, por esta razon su
concentracién aumenta en pacientes con insuficiencia renal.?*

En la obesidad se va desarrollando una resistencia adquirida a las acciones de la
leptina lo que puede ocasionar desordenes en la liporegulacion, dando lugar a

lipotoxicidad, resistencia a la insulina y diabetes. *°

Algunos modelos animales genéticamente modificados (ob/ ob), que carecen de

receptores funcionales para leptina, son hiperfagicos, obesos y diabéticos.

Estudios recientes postulan a la leptina como principal hormona liporeguladora. La
leptina disminuye la actividad de los factores de transcripcion lipogénicos,
principalmente de la proteina SREBP-1. De esta manera, induce la disminucion de
la expresion de las enzimas lipogénicas ACC y FAS, incrementando la expresién

de enzimas clave en la oxidacion de acidos grasos con la CPT-1. %

Cuando existe resistencia a la leptina se incrementa la sintesis de triglicéridos y

acidos grasos, bloqueando simultaneamente su oxidacion.

Para entender como actla esta serie de estos factores genéticos en el dafio
renal, es necesario conocer las rutas metabdlicas de sintesis y oxidacion de

lipidos.
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3.7 METABOLISMO DE LIPIDOS
3.7.1 COLESTEROL #

El colesterol es un lipido encontrado en los tejidos corporales y en el plasma
sanguineo de los vertebrados e invertebrados. Se encuentra en altas

concentraciones en el higado, médula espinal, cerebro, piel y glandulas adrenales.

Es un lipido esteroide, formado por una molécula de
ciclopentanoperhidrofenantreno, constituida por cuatro ciclos de carbono

condensados (Figura 3.2):

Figura 3.2 Estructura quimica del colesterol **

El ser humano obtiene el colesterol a través de dos vias:

1. Via exogena: Directamente a través de los alimentos. Los alimentos que
contienen colesterol son exclusivamente los de origen animal, sobre todo la
yema de huevo, higado, sesos y carnes rojas.

2. Via endogena: La sintesis en el higado.

La produccion de colesterol es regulada directamente por la concentracion del

colesterol presente en el reticulo endoplasmico de las células. Una alta ingestion

de colesterol en los alimentos conduce a una disminucion neta de la produccién
enddgena y viceversa. El principal mecanismo regulador de la homeostasis de

colesterol celular reside en las proteinas SREBPs. Entre los genes regulados por
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los SREBPs destacan el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) y la
HMG-CoA-reductasa, la enzima limitante en la via biosintética del colesterol.

Debido a la gran insolubilidad del colesterol en agua, como la mayoria de los

lipidos, el transporte de colesterol por la sangre, se realiza a través de las

lipoproteinas.

La concentracion actualmente aceptada como normal de colesterol en el plasma

sanguineo (colesterolemia) de individuos sanos es de 150 a 200 mg/dL. Cuando

esta concentracion aumenta se habla de hipercolesterolemia.

3.7.2 BIOSINTESIS DE COLESTEROL

La biosintesis del colesterol tiene lugar en el citoplasma de los hepatocitos de

todas las células de los animales vertebrados.

El colesterol se forma a partir del acetil-CoA en cuatro fases. Los principales

pasos de la sintesis de colesterol son:

1. El acetil-CoA se convierte en mevalonato, mediante la enzima HMG-CoA
reductasa.

2. El mevalonato se convierte en escualeno mediante reacciones catalizadas
por la mevalonato descarboxilasa.

3. El escualeno se transforma en lanosterol, mediante la escualeno ciclasa.

4. El lanosterol se convierte en colesterol después de unas 20 reacciones

sucesivas, enzimaticamente catalizadas.
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Figura 3.3 Sintesis del colesterol*
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La sintesis del colesterol es un proceso complejo y energéticamente caro. El paso
limitante en la ruta del colesterol es la conversion de B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA
en mevalonato, siendo la enzima que cataliza esta reaccion, la HMG-CoA
reductasa. La HMG-CoA reductasa esta regulada hormonalmente. La enzima
existe en sus formas fosforilada (inactiva) y fosforilada (activa). El glucagon
estimula la fosforilacion (inactivacion) mientras que la insulina promueve la

desfosforilacién activando la enzima y favoreciendo la sintesis del colesterol.

La produccién no regulada de colesterol puede ser causa de enfermedades
graves. Cuando la suma del colesterol sintetizado mas el obtenido en la dieta
supera la cantidad requerida para la sintesis de membranas, sales biliares y
esteroides, se desarrollan acumulaciones patologicas de colesterol en los vasos
sanguineos con el resultado de obstruccion de los vasos sanguineos conocido

como aterosclerosis.

La forma como la célula reconoce los niveles de colesterol es través de una
familia de factores de transcripcion SREBP que regulan a varios genes
involucrados en la biosintesis y captura de los lipidos. Hay tres isoformas de la
proteina SREBP, las cuales han sido identificadas y caracterizadas, SREBP-1a,
SREBP- 1c y SREBP-2 . La isoforma SREBP-2 activa los genes involucrados en la

sintesis de colesterol.**

3.7.2.1 SREBP- 2 (Proteinas de unién a los elementos de respuesta a

esteroles)3*

Las proteinas SREBPs activan directamente la expresion de mas de 30 genes
dedicados a la sinéresis y captacion de colesterol, acidos grasos, triglicéridos y
fosfolipidos, asi como el cofactor NADPH requerido para la sintesis de estas

moléculas.

La isoforma SREBP-2 activa preferentemente genes involucrados en la sintesis de

colesterol, tales como al gen que codifica para la enzima de la 3-hidroxi-3-
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metilglutaril-CoA-sintasa (HMG-CoA sintasa, HMG-CoA reductasa, la sintasa

farnesil-difosfato y la sintasa de escualeno.

Uno de los sitios de mayor importancia en la biosintesis del colesterol y en su
regulacion mediada a través de la SREBP-2, es el que se da a nivel de la enzima
HMG-CoA reductasa.

3.7.2.2 HMG-CoA REDUCTASA (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa)

La HMG-CoA reductasa, es una de las enzimas clave en la ruta metabdlica del
mevalonato, la cual esta implicada en la sintesis de esteroles, isoprenoides y
otros lipidos . Esta enzima se encuentra anclada en la membrana del reticulo

endoplasmico vy tiene siete dominios transmembranales.

En los humanos el gen que codifica para esta enzima se localiza en el quinto

cromosoma.
La enzima HMG-CoA reductasa cataliza la siguiente reaccién:>*

HMG-CoA reductasa
Acetoacetil CoA — > HMG-CoA > Mevalonato

La HMG-CoA reductasa requiere NADPH como cofactor, y se consumen dos
moles de NADPH durante la conversion de HMG-CoA a mevalonato. Esta
reaccion es el paso limitante de la biosintesis del colesterol, y esta enzima esté

sujeta a controles de regulacion muy complejos.

La enzima es controlada por mecanismos distintos: control de la expresion del
gen, indice de degradacion de la enzima y fosforilacién-defosforilacion. Los
primeros dos mecanismos de control son ejercidos por el mismo colesterol. El
colesterol actia como inhibidor de la actividad de la HMG-CoA reductasa

preexistente asi como induciendo la degradacién rapida de la enzima.
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La transcripcion del gen HMGR-CoA reductasa es regulado por la proteina
SREBP-2. Cuando la SREBP-2 esta inactiva se encuentra anclada en el reticulo
endoplasmico o en la membrana nuclear. Cuando los niveles de colesterol bajan,
la SREBP se desprende de la membrana por protedlisis y migra hasta el nucleo
para comenzar la transcripcion. Si los niveles de colesterol aumentan, la
protedlisis en la membrana cesa y cualquier proteina en el nucleo es rapidamente

47,48

degradada.

La regulacién de la por modificacion covalente ocurre como resultado de la
fosforilacion- defosforilizacion. La fosforilacibn de la enzima disminuye su
actividad. La HMG reductasa es fosforilada por la proteina-cinasa activada por el

AMP (AMPK, por sus siglas en inglés).

La actividad de la HMG reductasa se controla ademas por la via de sefalizacion
del AMPc. El aumento de insulina lleva a una disminucion del AMPc, lo que lleva
a la activacion de la sintesis de colesterol. Alternativamente, el glucagon y la
epinefrina, que aumentan el nivel del AMPc, e inhiben sintesis del colesterol, por lo
tanto, estas hormonas regulan indirectamente la actividad de la HMG-CoA

reductasa.’>*

Algunos farmacos pueden actuar como inhibidores de esta enzima, y son
comunmente utilizados para el tratamiento de pacientes con altos niveles de

colesterol en sangre y enfermedades cardiovasculares.

3.7.3 ACIDOS GRASOS #+70

Un acido graso es una biomolécula organica de naturaleza lipidica formada por

una cadena hidrocarbonada lineal, de nimero par de atomos de carbono, en cuyo

extremo hay un grupo carboxilo. Cada atomo de carbono se une al siguiente y al

precedente por medio de un enlace covalente sencillo o doble. Al 4&tomo de su

extremo le quedan libres tres enlaces que son ocupados por atomos de hidrégeno
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(HsC-). Los demas atomos tienen libres dos enlaces, que son ocupados

igualmente por atomos de hidrégeno ( ...-CH,-CH»-CH»- ...).

En general, se puede describir un acido graso genérico como R-COOH, en donde

R es la cadena hidrocarbonada que identifica al acido en particular.

Existen dos tipos de acidos grasos conocidos como saturados e insaturados. Los
acidos grasos saturados constan de una cadena hidrocarbonada, cuyos carbonos
se encuentran unidos entre si por enlaces covalentes sencillos Unicamente,
tienden a formar cadenas extendidas y a ser solidos a temperatura ambiente,
excepto los de cadena corta. Los acidos grasos insaturados, son acidos grasos

con dobles enlaces entre carbonos y suelen ser liquidos a temperatura ambiente.

Los acidos grasos forman parte de los fosfolipidos y glucolipidos, moléculas que

constituyen la bicapa lipidica de todas las membranas celulares. En los

mamiferos, incluido el ser humano, la mayoria de los acidos grasos se encuentran
en forma de triglicéridos, moléculas donde los extremos carboxilico (-COOH) de

tres acidos grasos se esterifican con cada uno de los grupos hidroxilos (-OH) del

glicerol). Los triglicéridos se almacenan en el tejido adiposo .

Los acidos grasos son moléculas muy energéticas y necesarias en todos los
procesos celulares en presencia de oxigeno, ya que por su contenido en
hidrogenos pueden oxidarse en mayor medida que los glucidos u otros

compuestos organicos que no estan reducidos.

Cuando es demasiado bajo el nivel de insulina o no hay suficiente glucosa
disponible para utilizar como energia en los procesos celulares, el organismo

metaboliza acidos grasos para ese fin.

Algunos acidos grasos son precursores de las prostaglandinas, tromboxanos y

leucotrienos, moléculas con una gran actividad bioldgica, que intervienen en la

regulacion y control de numerosos procesos Vvitales, como la respuesta
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inflamatoria, regulacion de la temperatura corporal, procesos de coagulacion

sanguinea, contraccion del musculo liso, etc.

La alimentacién es una fuente importante de acidos grasos. Esta contribucion es
vital para mantener un nivel de lipidos estable y para suministrar al cuerpo los

acidos grasos esenciales. Los acidos grasos calificados de esenciales incluyen los

omega-3 y omega-6. El cuerpo humano no puede sintetizarlos, o los sintetiza en

cantidades insuficientes, es necesaria por tanto una contribucion minima y regular

por medio de la alimentacion.

3.7.4 BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOQOS 470

El primer paso en la biosintesis de &cidos grasos es la sintesis de &cido palmitico,

acido graso saturado de 16 carbonos; los demas acidos grasos se obtienen por

modificaciones del acido palmitico.

El acido palmitico se sintetiza secuencialmente en el citosol de la célula, gracias a

la accion de la enzima FAS, por adicién de unidades de dos carbonos aportadas

por el acetil coenzima A; el proceso completo consume 7 ATP y 14 NADPH; la

reaccion global es la siguiente:?

8 Acetil-CoA + 14 (NADPH + H") + 7 ATP — Acido palmitico (C1s) + 8CoA +
14 NADP® + 7 (ADP + P)) + 6H,0

La fuente principal de acetil-CoA proviene del citrato, que es transportado desde la

matriz_mitocondrial al citosol por un transportador especifico de la membrana

interna_mitocondrial; una vez en el citosol, el citrato es transformado en

oxalacetato y acetil-CoA, reaccion que consume 1 ATP. El poder reductor, en

forma de NADPH, lo suministra la ruta de la pentosa fosfato.
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En realidad, las unidades de dos carbonos que se afladen secuencialmente son

aportadas por el malonil-CoA que, a su vez, es sintetizado por la enzima acetil-

CoA carboxilasa, que adiciona un grupo carboxilo al acetil-CoA.

El cuerpo humano puede sintetizar casi todos los acidos grasos que requiere a

partir del acido palmitico, mediante la combinacion de estos mecanismos:

e Alargamiento. Mediante este proceso, que tienen lugar en el reticulo

endoplasmatico y en la mitocondrias, se adicionan unidades de dos

carbonos a la cadena de Cis del acido palmitico, obteniéndose acidos
grasos de hasta Cyg.
o Desaturacion. Mediante este proceso, que se produce en el reticulo

endoplasmatico, se introducen dobles enlaces cis en la cadena

hidrocarbonada de acidos grasos suturados; el proceso es complejo e

implica al NADPH, al citocromo bs y diversos enzimas.
3.7.4.1 SREBP-1

Como se mencioné anteriormente la familia de factores de transcripcion SREBP,

regulan el metabolismo y homeostasis de lipidos.

La isoforma SREBP-1 activa preferentemente a los genes involucrados en la
sintesis de acidos grasos, incluyendo al gene de la enzima ACC y la enzima FAS,

siendo este Ultimo el mas importante. **

3.7.4.2 FAS (Sintasa de &acidos grasos) #*°

Los acidos grasos son fundamentales para la produccién y almacenamiento de
energia, estructuras celulares y como intermediarios en la biosintesis de hormonas
y otras moléculas de importancia biolégica. Son sintetizados a partir de una serie
de descarboxilaciones y reacciones de condensacion. Una de la principales

enzimas implicadas en la sintesis de acidos grasos es la FAS.
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La sintasa de acidos grasos (FAS) es un sistema enzimatico de 272 kDa, la cual
contiene tres dominios cataliticos. En los mamiferos, FAS consiste de dos
cadenas idénticas de polipéptidos, y sus tres dominios cataliticos se encuentran

en el extremo N-terminal.

La sintasa de &cidos grasos cataliza la siguiente reaccion, en la ruta metabdlica de

la sintesis de acidos grasos:

Sintasa de &cidos grasos

Acetil CoA > Malonil CoA »  Acidos Grasos

El principal &cido graso sintetizado por la FAS es el palmitato. El palmitato
entonces es liberado desde la enzima y puede ser elongado y/o desaturado para

producir otras moléculas de acidos grasos.

El metabolismo y homedstasis de la sintasa de acidos grasos es regulada
transcipcionalmente SREBP-1, su actividad también es regulada por la insulina por
los periodos de ingestion y ayuno. La insulina estimula la sintesis de FAS,

mientras que, el ayuno lleva a una disminucién en la sintesis de estas enzimas.

3.7.5. OXIDACION DE ACIDOS GRASOQS 70

Una de las principales funciones de los acidos grasos es la de proporcionar

energia a la célula a partir de los depdsitos de triglicéridos.

Antes de que puedan oxidarse los acidos grasos deben “activarse” para que
suceda una reaccién de acilacion dependiente de ATP, a fin de formar acil-CoA.
Este proceso de “activacion” esta catalizado por una familia de, al menos, tres acil-
CoA sintetasas (llamadas también tiocinasas). Estas enzimas, que se hallan
asociados con el reticulo endoplasmatico o con la membrana mitocondrial externa,

catalizan la reacciéon

Acido graso + CoA + ATP €—> acil-CoA + AMP + PP
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Figura 3.4 Mecanismo de “activacion” de un acido graso catalizado por la

acil-CoA sintasa "°

Aunque los acidos grasos se activan para su oxidacion en el citosol, se oxidan en
la mitocondria. La membrana mitoncondrial interna es impermeable a los acil-CoA,
por lo tanto, debe usarse un transportador, la carnitina, para traslocar las
moléculas de acil-CoA al interior de la matriz mitocondrial.

La carnitina, también reconocida como vitamina B11l, es un aminoacido que
participa en el circuito vascular reduciendo niveles de triglicéridos y colesterol en

sangre. Se produce naturalmente en el higado a partir de los aminoacidos L-
metionina y la L-lisina.

La carnitina se encarga de llevar los grupos acilo al interior de la matriz

mitoncondrial por medio del siguiente mecanismo:
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1. La enzima CPT | une una molécula de acil-CoA a la carnitina originando la
acilcarnitina.

2. La translocasa, una proteina transportadora de la membrana mitocondrial
interna, tansloca la acilcarnitina a la matriz mitoncondrial.

La acil-CoA se regenera por la carnitina palmitoiltransferasa Il.

4. La carnitina se devuelve al espacio intermembrana por la proteina

transportadora y reacciona con otro acil-CoA.

Citosol Membrana Matriz
' mitocondrial
iriterna o
0 (‘\_ Q . “
! C ' itiria - s S Carnitina R—C—SCoA
R O—S0A Caa:rzltina palmitoil éffrotefna portadm-a"-_ Carnitina palmitoil 3
1 transferasa 1 i de carnitina = transferasa II. ) H—SCoA
H—SCoA R — C— Carnitina — iy R — C—Carnitina ;

i R _ i
: o &

Figura 3.5 Transporte de los acidos grasos al interior de la mitocondria "

Una vez que la molécula de acil-CoA se encuentra dentro de la matriz
mitocondrial, se lleva a cabo la B-oxidacién. Este proceso ocurre mediante cuatro

reacciones:

1. Formacién de un enlace doble trans-a, mediante deshidrogenacion
que cataliza una enzima flavinica, la acil-CoA deshidrogenasa.

2. Hidratacion del enlace doble por la enoil-CoA hidratasa, para formar
3-L-hidroxiacil-CoA.

3. Deshidrogenacién del B-hidroxiacil-CoA, anterior por la 3-L-
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa con formacion del correspondiente
B-cetoacil-CoA.

4. Escision del enlace Ca-CB, en una reaccion de tidlisis con CoOA,

catalizada por la B-cetoacil-CoA tiolasa a fin de formar acetil-CoA y
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un acil-CoA nuevo que contiene dos atomos de C menos que el
original.
1. El

primer paso es

la oxidacion del

acido graso por la acil-CoA
deshidrogenasa. La enzima cataliza la formacién de un doble enlace entre
C-2 (carbono a) y C-3 (carbono B).

FAD

R\/\j\s,cm

FADH,

Acyl-CoA

R\/\i ~CoA
Acyl-CoA- s
Dehydrogenase
trans-A*-Enoyl-CoA
2. Elsiguiente paso es la hidratacion del enlace entre C-2 y C-3.
\/\i 0 \,/(E)i)?\ C
R CoA R : oA
S/ -H;O S/
trans-A%-Enoyl-CoA EI_IHV%’J;&C::-

L-3-Hydroxyacyl-CoA

3. El tercer paso es la oxidacion del L-3-hidroxiacil CoA por el NAD", lo que
convierte el grupo hidroxilo (—OH) en un grupo cetona (=0).

H

e

NAl_[llH
DIAU + L
O O 0]
R\/\)J\ ~CoA RJ\)J\ _-CoA
S Hydroxyacyl-CoA- )
Dehydrogenase
L-3-Hydroxyacyl-CoA

3-Ketoacyl-CoA

molécula de acetil- CoA.

4. El paso final es la separacion del 3-cetoacil CoA por el grupo tiol de otra
molécula de CoA. El tiol es insertado entre C-2 y C-3. Se obtiene una

L
R oA

3-Ketoacyl-CoA

+ CoA-SH Q
—-mm S LoA o+ He )l\s CoA
Acyl-CoA

Acetyl-CoA
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Los cuatro pasos anteriores constituyen un ciclo de la B-oxidacién. Durante cada
ciclo posterior se separa un fragmento de 2 carbonos, llamado acetil-CoA, el ciclo
continda hasta que en su ultimo ciclo se rompe una acil-CoA de cuatro carbonos

para formar dos moléculas de acetil-CoA.

Las moléculas de acetil-CoA se van al ciclo del acido citrico (ciclo de Krebs), para

la produccién de energia o a la sintesis de isoprenoides.

3.7.5.1 CPT-1 (Carnitina Palmitoil Transferasa 1)*""°

La carnitina palmitoiltransferasa | (CPT-1) es una enzima mitocondrial. En el
musculo y otros tejidos no hepaticos, se encuentra unida labilmente a la
membrana mitocondrial externa, y participa en el transporte de acidos grasos
desde el citosol a la matriz mitocondrial, uniéndolos a moléculas de carnitina. Este

proceso esta regulado por malonil-CoA, el inhibidor fisiolégico de CPT 1.

La oxidacion de los &cidos grasos ocurre en la mitocondria. El transporte de la acil-
CoA grasa al interior de la mitocondria se logra via un intermediario de acil-
carnitina, el que es generado por accion de la carnitina aciltransferasa |. La
molécula de acil-carnitina es entonces transportada a la mitocondria en donde la
carnitina aciltransferasa |l cataliza la regeneracion de la molécula de acil-CoA

grasa.

CPT1

v

Acil CoA + Carnitina Acilcarnitina

Se conocen tres genes que codifican distintas isoformas de carnitina

palmitoiltransferasas tipo I.

La carnitina palmitoiltransferasa 1A ( CPT IA, CPT 1A) es la forma que se obtuvo
de higado. El gen que la codifica se localiza en el cromosoma 11. Se localiza en la

membrana mitocondrial externa.
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La carnitina palmitoiltransferasa IB ( CPT IB, CPT1B ) es la forma que se obtuvo
de musculo. Su gen se localiza en el cromosoma 22. Se han descrito 4 variantes
de mRNA, que originan 2 isoformas distintas conocidas de CPT IB ( CPT IBa y

CPT IBb ). Se localiza en la membrana mitocondrial externa.

La carnitina palmitoiltransferasa IC ( CPT IC) es una forma poco conocida de la
enzima. Su gen se localiza en el cromosoma 19 ( 19913.33 ). Se desconoce su

localizacion subcelular. No se ha descrito en membrana mitocondrial.

Diversos estudios presentan a la enzima CPT 1 como potencial diana para el

tratamiento de la obesidad y la diabetes tipo 2.

Las deficiencias en esta enzima afectan sobre todo al higado y llevan a la
disminucién en la oxidacion de acidos grasos y a cetogénesis. La deficiencia de
CPT-1 resulta en dolor muscular recurrente y fatiga y mioglobinuria luego del
ejercicio vigoroso. Las aciltransferasas de carnitina se pueden también inhibir por

las drogas sulfonilurea tales como tolbutamida y gliburide.

En el proceso de oxidacion mitocondrial de acidos grasos se liberan especies
reactivas de oxigeno (EROs), las cuales reaccionan con las lipoproteinas,
transformandose en lipoproteinas oxidadas. La formacion de lipoproteinas
oxidadas parece ser la via mas importante del dafio renal causado por lipidos. La
formacion a nivel glomerular de oxigeno, activa la secrecion de diversas citocinas

proinflamatorias.
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3.8 INFLAMACION 46:4°

La inflamacién es la forma de manifestarse de muchas enfermedades. Se trata de

una respuesta inespecifica frente a las agresiones del medio, y esta generada por

los agentes inflamatorios. La respuesta inflamatoria ocurre so6lo en tejidos

conectivos vascularizados y surge con el fin defensivo de aislar y destruir al

agente dafiino, asi como reparar el tejido u érgano dafado.

El mayor problema que surge de la inflamacion es que la defensa se dirija tanto

hacia agentes dafiinos como a no dafiinos, de manera que provoque lesion en

tejidos u 6rganos sanos.

El proceso de inflamacion sigue la siguiente secuencia

Activador —»

Precursor —»

Mediador —

Efector

—» Efecto

Colageno
subendotelial
Cuerpos extrafios
Microorganismos

Células muertas

Células
endoteliales
Plaquetas
Leucocitos
Macrofagos
Linfocitos
Mastocitos

Fibroblastos

Factor de necrosis
tumoral (TNF)
Interleucinas
Interferones
Factor de
crecimiento de

plaguetas

Moléculas
de adhesién
Radicales
libres
Fosfolipasa
A

Derivados
del acido
araquidonico
Enzimas
lisosomales
Oxido nitrico
Complement
o0 activado
Quininas,
serotonina,
histamina
Colageno

Fibrina

Dilatacion
Agregacion

celular

Microtrombosis

Angiogenesis
Fiebre

Fibrosis

Tabla 3.1 Secuencia del proceso inflamatorio *°
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Cuando esta presente algun agente extrafio o cuando se libera el contenido
celular por algun dafio al tejido, los agentes activadores interactian con los
precursores modificando su estructura y funcién, induciéndolo a producir

mediadores inflamatorios y efectores.

Los precursores son células o sustancias que existen en forma nativa en los
tejidos y estan en forma de reposo hasta que son activados y producen
mediadores y efectores. Los mediadores son una sefial a demanda (solo cuando
se necesita), su funcién es amplificar la respuesta inflamatoria. Los efectores
producen el cambio tisular directo y su funcion es la alteracion del comportamiento

de los tejidos involucrados en el proceso inflamatorio.

El efecto es el cambio producido en los tejidos debido a la accion de los efectores.

Su intensidad depende de la cantidad de mediadores producidos.

El comportamiento celular esta gobernado por una serie de sustancias que han
sido denominadas colectivamente mediadores de la inflamacion porque durante la
inflamacion su produccion estd aumentada, aunque muchas participan en la

fisiologia del glomérulo sano.

En el rifdn el estrés oxidativo es la principal causa de las lesiones inflamatorias.
Las especies reactivas del oxigeno (EROs) se han identificado como promotores
de la respuesta inflamatoria que ocurre en las células mesangiales, debido a que
activan la secrecion de moléculas proinflamatorias. Las principales moléculas

inflamatorias involucradas en el dafio glomerular son TNF-ay la IL-6.2
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3.8.1 TNF-a (Factor de necrosis tumoral alfa)

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF alfa) es una citocina que posee
propiedades reguladoras, inmunitarias, inflamatorias, antitumorales y que actia en
estrecha coordinacion con otras citocinas como las interleucinas. Ademas de su
funcion inflamatoria y antitumoral se conoce su influencia en la mitogénesis,
diferenciacion e inmunorregulacion de diferentes tipos celulares, lo que sugiere un
importante papel de esta citocina en condiciones tanto fisiolégicas como

patoldgicas.

El TNF es una proteina de 157 aminoacidos, de unos 17,3 kDa. Su forma activa la
constituye un trimero formado por tres subunidades idénticas de 157 aminoacidos

que se asocian para formar un trimero con forma de cono.

A bajas concentraciones, el TNF cumple funciones homeostéticas, como la
reparacion tisular, mientras que a altas concentraciones provoca dafo endotelial,
microtrombosis y dafio tisular. EI TNF es un polipéptido de bajo peso molecular
derivado principalmente de los monocitos y macrofagos activados y de los
linfocitos T. >’

El gene del TNF se encuentra ubicado en el brazo corto del cromosoma 6.

Las funciones del TNF se deben a su union a 2 receptores celulares diferentes
que se localizan en diferentes células como neutrdfilos, células endoteliales y
fibroblastos. Estos recetores se conocen como TNF-R1 y TNF-R2. Parece que
ambos receptores del TNF participan en la muerte celular, aunque el TNF-R1 es
mas potente y mas frecuentemente responsable de la apoptosis que el TNF-R2.%

El TNF esta formado por dos citocinas fuertemente relacionadas, TNF-ay TNF-B.

El TNF-a esta formado por 185 aminoacidos. Esta relacionado con los globulos

rojos de la sangre, el endotelio y otros tejidos en el transcurso de distintas

35



agresiones celulares como por ejemplo las infecciones. En algunos 6rganos como

el riidn, aumenta la resistencia a la insulina. *?

La liberacion de TNF-a produce activacion local del endotelio vascular, liberacion
de oOxido nitroso con vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular, que
conduce al reclutamiento de las células inflamatorias, inmunoglobulinas vy
complemento, provocando la activacion de los linfocitos T y B. También aumenta
la activaciéon y adhesion plaquetaria y, probablemente, la oclusion vascular sea la

causa de la necrosis tumoral, de donde proviene su nombre. *’

Se ha encontrado que TNF-a, es un mediador de la inflamacion en diversas

patologias renales incluidas la glomérulonefritis y el dafio tubulo intersticial.

3.8.2 IL 6 (Interleucina 6)

La comunicacion entre células inmunes e inflamatorias es mediada en gran parte
por proteinas llamadas interleucinas. Las interleucinas son un conjunto de
citocinas que son sintetizadas principalmente por los leucocitos. Ejecutan multiples
funciones vinculadas con el crecimiento celular, inmunidad, diferenciacién tisular,
inflamacion, etc. Se conocen no menos de 33 interleucinas , las cuales difieren
entre si tanto desde el punto de vista quimico como del biolégico. Mientras
algunas de ellas presentan esencialmente efectos favorables, otras paralelamente

a su funcién defensiva, pueden también ser deletéreas para el organismo.3*

La IL-6 es un péptido sintetizado por los macréfagos, células T, células
endoteliales y fibroblastos. Se encuentra localizado en el cromosoma 7, su
liberacion esta inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta a la TNF-a. Entre
las funciones de esta interleucina destaca su capacidad para estimular
diferenciacion y maduracion de las células B. Es una citocina con actividad
antiinflamatoria y proinflamatoria, es un mediador de la respuesta inmune en fase

aguda ya que estimula la sintesis de fibrin6geno.>
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En el rindn las células endoteliales y mesangiales también son capaces de
producir IL-6. La IL-6 aumenta la proliferacion de células mesangiales cultivadas y
podria ser un factor de supervivencia. Su produccion aumenta en las nefropatias

glomerulares y desarrolla proliferacién mesangial. >

Se ha encontrado relacién entre los niveles de IL-6 en orina con la intensidad de

las lesiones histolégicas y con la evolucién de la funcién renal.®®
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3.9 FIBROSIS ®

La fibrosis es la formacion o desarrollo en exceso de tejido conectivo fibroso en un

organo o tejido como consecuencia de un proceso reparativo 0 reactivo, en
contraposicion a la formacion de tejido fiboroso como constituyente normal de un

organo o tejido. La fibrosis se produce por un proceso inflamatorio crénico.

La mayoria de las glomerulonefritis primarias son de origen inmunoldgico. Sin
embargo, es mas frecuente el dafio glomerular secundario, en el seno de una

enfermedad sistémica, como diabetes e hipertension.

El glomérulo es un vaso especializado con dos componentes fundamentales:
células y matriz extracelular. Durante el desarrollo del dafio glomerular se activan
procesos de regulacion del numero de células y del fenotipo celular y del depésito
de matriz extracelular. Como consecuencia de estos procesos, la morfologia de
las enfermedades glomerulares es muy dispar y oscila desde la normalidad 6ptica
del sindrome nefrético de cambios minimos al exceso de células de la
glomerulonefritis postinfecciosa y a la practica sustitucion del ovillo glomerular por

matriz extracelular en los estadios avanzados de obsolescencia glomerular.

El dafio glomerular puede evolucionar a un estadio de cicatrizacion glomerular,
caracterizado por la desaparicion progresiva de las células glomerulares y por la
aparicion de matriz extracelular cicatricial. La progresion del dafio glomerular se
debe a la persistencia de la causa que lo origind o, a pesar del cese de la causa

original, a un fallo de los mecanismos de reparacién glomerular.”

3.9.1 TGF- B (Factor de transformacién tumoral)

Los factores de transformacién tumoral beta (TGF-B, por sus siglas en ingles,
transforming growth factor) son una familia de citocinas con actividades
multifuncionales que regulan diversos eventos del desarrollo embrionario, la
carcinogeénesis, la inflamacion, la regeneracion tisular, la cicatrizacion y la

respuesta inmunolégica.>®
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En los mamiferos existen tres isoformas de TGF-B que son: TGF-B1, TGF-32 y
TGF-B3. Predomina el TGF-B1 que es producido por diversas células del sistema

inmunolégico, incluidos los linfocitos, monocitos y macréfagos.*®

El TGF-B es un factor esencial en la regulacion de la respuesta inflamatoria. El
proceso de inflamacioén y reparacion tisular se caracteriza por el reclutamiento
ordenado de células inflamatorias. En esta fase inicial de la inflamacion existen
bajas concentraciones de TGF-[3, al progresar la respuesta inflamatoria hay una
mayor cantidad de células participantes que constituyen otra fuente de TGF-f3, por
lo cual aumenta su concentracion. En estas concentraciones, el TGF- activa los
monocitos, incrementando la expresion genética de citocinas proinflamatorias
como las interleucinas y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Durante estas
etapas de la inflamacion el TGF-B participa en el inicio de la regeneracion y
cicatrizacion del tejido lesionado, al atraer quimiotacticamente y activar a
fibroblastos y células endoteliales.®

Cuando el TGF-B alcanza altas concentraciones actia como una citocina
antiinflamatoria , por lo tanto el efecto regulador del TGF-B en la inflamacion es

dependiente de sus concentraciones. **

La actividad biologica del TGF-B es también controlada por otras citocinas,
factores de crecimiento y hormonas, las cuales también estan presentes en el

microambiente de la respuesta inflamatoria.
Ademas de la respuesta inflamatoria el TGF- induce apoptosis ( muerte celular).

Algunos factores que regulan la activacion de TGF- son las proteasas, pH y
algunas especies reactivas de oxigeno. Es bien conocido que cambios de estos
factores pueden llevar a alteraciones en los niveles de TGF-B y causar serias

complicaciones como desordenes autoinmunes, fibrosis y cancer, entre otras.*

En el rindn el TGF- B es la citocina mayormente involucrada en el proceso de

inflamacion y fibrosis, siendo el paso limitante entre uno y otro. El TGF-f aumenta
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la produccion de matriz extracelular glomerular, la cual aparece unicamente

cuando hay lesion glomerular.

3.9.2 COLAGENA TIPO IV (Colageno IV)

La colagena es una molécula proteica, formada por tres cadenas a conformadas
helicoidalmente . Es el componente mas abundante en la piel y los huesos. La

colagena se origina por una proteina precursora llamada tropocolageno.
La principal funcién de la colagena es la formacién de estructuras resistentes.*®

La colagena no es una proteina Unica, se considera una familia de moléculas
estrechamente relacionadas pero genéticamente distintas. Se describen doce
tipos de colagena (colagena I-XI1).%*

La colagena de tipo IV es una macromolécula que se localiza especificamente en
las membranas basales. Este tipo de colagena no se polimeriza en fibrillas, es
sintetizado por células epiteliales y endoteliales y su principal funcion es la de

sostén vy filtracion.

Esta compuesto por tres subunidades de cadenas a, de las cuales han sido
identificadas seis tipos diferentes (al- a6). Este colageno constituye un
heterodimero, con dos cadenas a genéticamente iguales y una cadena o

diferente.*®

La sintesis de las cadenas a de la colagena tipo IV esta codificada por seis genes,
COL4Al, -A2, -A3, -A4, -A5 y —A6 situados en pares en los cromosomas 13
(COL4A1 y COL4A2), 2 (COL4A3 y COL4A4) y X (COL4A5 y COL4AB).*

Las cadenas a-1y a-2 se encuentran presentes en todas las membranas basales,
mientras que las cadenas a-3, a-4, y a-5, se encuentran en la membrana basal
renal, por lo tanto, mutaciones en los genes que las codifican pueden producir

diversas nefropatias.*®
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En el rifion el colageno tipo IV, es un buen indicador de dafio glomerular. Durante
el dafio glomerular no sélo varia la sintesis de matriz extracelular glomerular
normalmente presente en el glomérulo, sino que ademas se sintetizan moléculas
que normalmente estan ausentes en el glomérulo sano. Una de estas moléculas

anormales es el colageno tipo IV. *

Para entender un poco mas sobre como afecta toda esta serie de padecimientos
asociados a la obesidad a la funcion renal, es necesario conocer la fisiologia y

anatomia de los rifiones.
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3.10 FUNCION RENAL *

El rifdbn es uno de los 6rganos mas importantes del cuerpo humano, ya que

cumple funciones muy complejas e importantes: formacion de orina y equilibrio
electrolitico, equilibrio &cido-base, mantenimiento del volumen sanguineo y la
presion arterial, desintoxicacion sanguinea, entre otras. Es un d&rgano par
retroperitoneal ubicado a cada lado de la columna vertebral, pesa alrededor de
135 a 150 g cada uno y tienen un color café rojizo. Los rifiones miden de 10 a 12
cm de longitud, 7 cm de ancho y de 2 a 3 cm de espesor, aunque el rifién
izquierdo es algo mas largo y grande que el derecho y, por la presencia del
higado, el rindbn derecho se encuentra 1-1.5 cm mas bajo que el izquierdo.
Presentan una cara anterior y posterior (Que son aplanadas), borde externo (que
es convexo) e interno (que es concavo) y polos superior e inferior. Debido a todas
estas caracteristicas es generalmente comparada con un frijol. Son una compleja
maquinaria de reprocesamiento. A diario, purifican unos 190 litros de sangre para
filtrar unos 1.9 litros de desechos y exceso de agua. Los desechos y el exceso de
agua se convierten en orina, que fluye a la vejiga a través de tubos llamados

uréteres. La vejiga almacena la orina hasta el momento de orinar.

Los desechos en la sangre se forman por la descomposicién normal de los tejidos
activos y de los alimentos consumidos. El cuerpo usa los alimentos como fuente
de energia y para su propia reparacion. Después de que el cuerpo toma lo que
necesita de los alimentos, se envian los desechos por la sangre. Si los rifiones no

filtraran estos desechos, se acumularian en la sangre y dafarian al cuerpo.

La filtracion ocurre en pequefias unidades dentro de los rifiones llamadas
nefronas. Cada rifidn tiene alrededor de un millon de nefronas. En la nefrona, un
pequefio vaso sanguineo o capilar llamado glomérulo se entrelaza con un
pequefio tubo colector de orina llamado tdbulo. Se produce un complicado
intercambio de sustancias quimicas a medida que los desechos y el agua salen de

la sangre y entran al sistema urinario (Figura 3.6).
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Al principio, los tabulos reciben una mezcla de desechos y sustancias quimicas
que el cuerpo todavia puede usar. Los rilones miden las sustancias quimicas,
tales como el sodio, el fosforo y el potasio. Luego las envian de regreso a la
sangre, que a su vez las devuelve al cuerpo. De esa manera, los rifiones regulan
los niveles de esas sustancias en el cuerpo. Ademas de eliminar los desechos, los

rifones liberan tres hormonas importantes:

« Eritropoyetina (EPO, por sus siglas en inglés), que estimula la produccién
de glébulos rojos mediante la médula 6sea

e Renina, que regula la presién arterial

« Calcitrol, la forma activa de la vitamina D, que ayuda a mantener el calcio

para los huesos y para el equilibrio quimico normal en el cuerpo

Sangre limpia

VTl {orina) a '/
L la vejiga
y

L L . En Iz nefroma (lado izguierdn de la

b [19)] / ilnstracider), pequenos wisos sangrineos
. s euirelazan con fubos coleciores de

Tiibule org. Cada ridida confiene alrededor

£ de I milldn de nefrorurs.

Figura 3.6 Filtracion renal *°

Si los dos rifiones del cuerpo estan sanos, la funcién renal es del 100 por ciento.
De hecho, una funcién renal del 100 por ciento es mas de la necesaria. Algunas
personas nacen con un solo rifidn y llevan una vida normal y sana. Muchas

personas donan un rifidén con fines de trasplante a un familiar o a un amigo. Es
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posible que una pequefa reduccion de la funcién renal no cause ningun problema.
Sin embargo, muchas personas con una funcion renal reducida tienen una
enfermedad renal que empeorara con el tiempo. Si se tiene menos de 25 por
ciento de la funcion renal completa, se tendran problemas de salud graves. Si se
reduce a menos de 10 a 15 por ciento, no se vivira por mucho tiempo sin alguna

forma de terapia de reemplazo de la funcion renal, ya sea didlisis o transplante.
3.10.1 ANATOMIA DEL RINON °°%®

3.10.1.1 NEFRONA

La Nefrona es la unidad funcional del rifion. Se trata de una estructura
microscopica, en numero de aproximadamente 1.200.000 unidades en cada rifidn,
compuesta por el glomérulo, cdpsula de Bowman y el tabulo. Existen dos tipos de
nefronas, unas superficiales, ubicadas en la parte externa cortical (85%), y otras
profundas, cercanas a la unidén corticomedular, llamadas yuxtamedulares

caracterizadas por un tubulo que penetra profundamente en la médula renal.

3.10.1.2 GLOMERULO

Es una estructura compuesta por un ovillo de capilares, originados a partir de la
arteriola aferente, que tras formar varios lobulillos se reanen nuevamente para
formar la arteriola eferente. Ambas entran y salen, respectivamente, por el polo
vascular del glomérulo. La pared de estos capilares esta constituida, de dentro a
fuera de la luz, por la célula endotelial, la membrana basal y la célula epitelial. A
través de esta pared se filtra la sangre que pasa por el interior de los capilares

para formar la orina primitiva.

Los capilares glomerulares estan sujetos entre si por una estructura formada por
células y material fibrilar llamada mesangio, y el ovillo que forman esta recubierto
por una cubierta esférica, denominada cédpsula de Bowman, que actia como
recipiente del filtrado del plasma y que da origen, en el polo opuesto al vascular, al

tubulo proximal.
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3.10.1.3 TUBULOS RENALES

Del glomérulo, por el polo opuesto a la entrada y salida de las arteriolas, sale el
tubulo contorneado proximal que discurre un trayecto tortuoso por la zona cortical.
Posteriormente el tubulo adopta un trayecto rectilineo en direccion al seno renal y
se introduce en la médula hasta una profundidad variable segun el tipo de nefrona
(superficial o yuxtamedular); finalmente, se incurva sobre si mismo y asciende de
nuevo a la corteza. A este segmento se le denomina asa de Henle. En una zona
proxima al glomérulo sigue nuevamente un trayecto tortuoso, denominado tubulo
contorneado distal, antes de desembocar en el tibulo colector que va recogiendo
la orina formada por otras nefronas, y que desemboca finalmente en el céliz a

través de la papila.

3.10.2 FISIOLOGIA RENAL®

Las funciones basicas del rifidn son tres :

1. Excrecién de productos de desecho del metabolismo. Por ejemplo, urea,
creatinina,

fosforo, etc.

2. Regulacion del medio interno cuya estabilidad es imprescindible para la vida.
Equilibrio hidroelectrolitico y acido-basico.

3. Funcion enddcrina. Sintesis de metabolitos activos de la vitamina D, sistema

Renina-angiotensina, sintesis de eritropoyetina, quininas y prostaglandinas.

Estas funciones se llevan a cabo en diferentes zonas del rifién. Las dos primeras,
es decir, la excretora y reguladora del medio interno, se consiguen con la
formacién y eliminacién de una orina de composicién adecuada a la situacion y
necesidades del organismo. Tras formarse en el glomérulo un ultrafiltrado del

plasma, el tdbulo se encarga, en sus diferentes porciones, de modificar la
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composicion de dicho ultrafiltrado hasta formar orina de composicion definitiva,

gue se elimina a través de la via excretora al exterior

3.10.2.1 FILTRACION GLOMERULAR 2%

Las paredes de los capilares glomerulares, estan especializadas gracias a los
poros de la capa endotelial y los podocitos en dejar pasar solo las moléculas
pequefias mediante un proceso de filtracion que sigue las leyes de la fisica. La
tasa de filtracion glomerular depende de los siguientes factores (que pueden estar

relacionados entre si):

- Flujo de sangre en el glomérulo (flujo renal).

- Permeabilidad de la pared capilar que actia como filtro.

- Presion hidrostatica en el interior de los capilares glomerulares. Debida a su
posicion entre las arterias aferente y eferente, esta presion es bastante
elevada.

- Presién osmotica debida a las diferentes concentraciones de solutos a
ambos lados de la pared.

- Presion hidrostatica en el interior de la capsula de Bowman

En la funcionalidad de la barrera de filtracion del rifidn las proteinas podocina y
nefrina tienen un papel fundamental. Esta barrera es crucial para mantener el

balance de agua y electrolitos sin perder proteinas a través de la orina.

3.10.2.2 PODOCINA Y NEFRINA

La nefrina es una proteina identificada recientemente (1998), que consta de 1241
aminodcidos , junto a la podocina y otras proteinas; forma parte estructural de los
podocitos que rodean el epitelio de los capilares de los glomérulos. Se localiza
especificamente en la hendidura diafragmética la cual es esencial para el

mantenimiento de los podocitos. Tiene un papel fundamental en la funcionalidad
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de la barrera de filtracion del rindbn. También participa en la transduccion de
sefales intracelulares, importantes para la funcionalidad y supervivencia del

podocito.

La nefrina es una proteina de la familia de las inmunoglobulinas. ElI gen que
codifica (NPHS1) se encuentra en el cromosoma 19. El gen NPHS1 se expresa en

rifidn, pancreas, cerebro y médula Gsea.

Estudios recientes indican que alteraciones en el metabolismo de la nefrina son un
buen indicador de enfermedades renales genéticas y adquiridas. Se ha observado
una redistribucion de la nefrina en rifion asociado a proteinuria, independiente del

origen de la enfermedad.?®

La podocina es una proteina de 383 aminoacidos EIl gen que codifica para la
podocina es el NPHS2. Al igual que la nefrina forma parte estructural de los
podocitos, se encuentra en la hendidura diafragmatica y tiene un papel importante

en la barrera de filtracion glomerular.

La podocina esta estructuralmente relacionada con una familia de proteinas
llamadas estomatinas que son proteinas transmembranales involucradas en el

andamiaje del citoesqueleto.

Se ha observado que cuando la podocina falta o se encuentra alterada hay

aparicion de sindrome nefrético.

La podocina y la nefrina se expresan tanto en la superficie celular como

extracelularmente.

Para determinar la aparicion del sindrome nefrético es importante el andlisis de la
funcion renal, el cual se puede realizar mediante el monitoreo de algun parametro
bioquimico. La medicién de la creatinina es un paradmetro bioquimico que nos sirve

para analizar la funcion renal.”*
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3.10.3 ENFERMEDAD RENAL ©°

La enfermedad renal crénica (ERC) constituye un importante problema de salud
publica. La manifestacion mas avanzada de la ERC, insuficiencia renal crénica
terminal y la consiguiente necesidad de un de tratamiento sustitutivo de la funcion
renal mediante dialisis o transplante renal, presenta una incidencia y una

prevalencia crecientes en las ultimas décadas.

La ERC se define como una disminucion en la funcién renal, expresada por un
filtrado glomerular (FG) o un aclaramiento de creatinina estimado < 60 mL/ min /
1.73 m? o como la presencia de dafio renal en ambos casos de forma persistente

durante al menos 3 meses.

Los principales factores de riesgo para la enfermedad renal cronica son:
hipertension arterial, diabetes, y otros factores de riesgo cardiovascular como

obesidad, dislipidemia y tabaquismo.

En el afio 2002, la National Kidney Foundation estadounidense, propuso la
clasificacion de la enfermedad renal crénica en 5 estadios. El dafio renal o el nivel
de funcién renal, independientemente de la causa de la enfermedad renal,

determinan el estadio de la clasificacion.

En el estadio 1, existe dafio renal con filtrado glomerular normal o ligeramente
aumentado (FG > 90 mL/ min / 1.73 m?). Situaciones representativas de este
estadio son los casos con microalbuminuria o proteinuria (presencia de proteina

en la orina) persistente con FG normal o ligeramente aumentado.

El estadio 2 corresponde a situaciones de dafio renal acompafiadas de una ligera

reduccién del filtrado glomerular (FG entre 60 y 89 mL/ min / 1.73 m?).

En el estadio 3 la ERC es una disminucion moderada del filtrado glomerular (FG
entre 30 y 50 mL/ min / 1.73 m?). En este estadio se observa un riesgo claramente
aumentado de progresion de la ERC y de complicaciones cardiovasculares.
Pueden aparecer complicaciones clasicas de la insuficiencia renal como la anemia
o las alteraciones del metabolismo fosfo-calcico. Los pacientes con ERC en

estadio 3 deben ser evaluados en forma global desde el punto de vista
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cardiovascular y recibir el tratamiento adecuado para la prevencidon a ambos

niveles y en su caso, para las complicaciones que se detecten.

El estadio 4 es una disminucion grave del filtrado glomerular (FG entre 15y 29
mL/ min / 1.73 m?. Tanto el riesgo de progresién de la insuficiencia renal al

estadio 5 como el riesgo de complicaciones cardiovasculares son muy elevados.

El estadio 5 de la ERC es un FG < a 15 mL/ min / 1.73 m? y se denomina también
fallo renal. La valoracion de la indicacion del tratamiento sustitutivo es necesaria,

especialmente cuando se presentan sintomas o signos urémicos.

El diagndstico precoz de la ERC en los estadios 1 y 2 resulta fundamental para la
posible prevencién de la pérdida de la funcién renal y de las complicaciones
cardiovasculares. El diagnostico precoz se basa en la realizacion de pruebas
complementarias basicas para poder establecer el diagndstico y el estadio de la
ERC independientemente de la causa.

Las exploraciones complementarias son tres:

1) Determinacion de la creatinina sérica y la correspondiente estimacion del

FG o de la depuracion de creatinina.
2) Determinacion del indice albumina / creatinina en una muestra de orina.

3) Analisis del sedimento urinario.

3.10.3.1 DEPURACION DE CREATININA

Normalmente, se considera que el flujo glomerular es la mejor estimacién global
de la funcion renal y, por tanto, se debe utilizar para evaluar el inicio y progresion
de una nefropatia. La estimacion del flujo glomerular puede realizarse con la
depuracion de creatinina, el cual se basa en un modelo de regresion desarrollado
a partir de muestras de orina de 24 horas. Un aspecto importante de este método
de estimacion del flujo glomerular es la determinacion de la concentracion de

creatinina sérica. °
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La creatinina es un compuesto organico que se genera a partir de la degradacion
de la creatina. Es un producto de desecho del metabolismo normal de los
musculos, que se filtra libremente por el glomérulo, por lo que se puede utilizar
como un marcador de la filtraciébn glomerular, se produce continuamente por el
metabolismo del masculo esquelético y cuyos niveles se mantienen relativamente
constantes durante intervalos cortos de tiempo, su eliminacibn es casi
exclusivamente renal, el aumento de los niveles plasméticos de creatinina en
plasma indica con gran posibilidad una disminucién de la funcién glomerular, la
secrecion tubular de creatinina varia en el tiempo y segun el grado de la funcion

renal. °

La formacion de creatinina, esta fundamentalmente, determinada por la masa
muscular y la ingestion dietética, la composicién de la dieta puede tener un efecto
importante sobre la concentracion sérica. Por ejemplo; la concentracion de
creatinina sérica en equilibrio puede cambiar como consecuencia de un cambio
prolongado en la ingestién de proteinas en la dieta; es decir una ingestion alta o
baja de proteinas animales aumenta y disminuye, respectivamente, la

concentracion sérica en equilibrio.’

Existe una eliminacién extrarrenal de creatinina, al degradarse ésta a didxido de
carbono y a metilamina por las bacterias intestinales. Esta degradacion es,
proporcionalmente, mayor a medida que la funcién renal desciende y las

concentraciones de creatinina se elevan.

La depuracién de creatinina, calculado a partir de la concentracion sérica de
creatinina y de su excrecion en orina de 24 horas, es el método empleado mas
frecuentemente para medir filtracion glomerular, el cual no se ve afectado por la

masa muscular.

Estudios recientes han demostrado que dietas altas en proteina en presencia de
lesion renal incrementan la hiperfiltracion glomerular, favoreciendo el dafio renal a

través de efectos inflamatorios. %’
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3.11 DIETAS ALTAS EN PROTEINA

Las dietas altas en proteina han sido utilizadas como una estrategia para la
perdida de peso, en pacientes con obesidad, sin embargo, aun no se han
realizado estudios suficientes que garanticen su eficacia y seguridad,

especialmente con respecto al tejido renal.*’

Generalmente este tipo de dietas se asocia ademas a un alto consumo de grasa
saturada y colesterol debido a que la proteina, la mayoria de las veces, proviene

de alimentos de origen animal.

Al consumir una dieta alta en proteina, se tiene una pérdida rapida de peso debido
a que se suprime el consumo de hidratos de carbono, lo que ocasiona la
eliminacién de fluidos corporales. La disminucion en el consumo de hidratos de
carbono provoca un aumento en la cantidad de grasa corporal que es oxidada
para la obtencion de energia.>

En este tipo de dietas al ser tan altas en proteina se producen unas sustancias
llamadas cetonas las cuales provocan disminucion del apetito, lo que significa que
ademas de la perdida de fluidos corporales y el aumento en la cantidad de grasa
metabolizada, ingiere menor cantidad de alimento, a esto se debe la eficacia de
estas dietas, sin embargo, esta perdida de peso en tan poco tiempo pude

ocasionar diversos problemas de salud.

Diversos estudios®’*° demuestran que el consumo de dietas altas en proteina
pueden ocasionar a largo plazo dafio renal, afectando principalmente la filtracion
glomerular y disminuyendo la depuracion de creatinina. Sin embargo, también se
ha encontrado que el consumo de proteina de soya tiene efectos benéficos en la

funcién renal, debido a que reduce la acumulacion de lipidos y la inflamacion.

En este estudio se evalud el efecto de diferentes concentraciones de proteina de
origen vegetal y animal en la funcion renal. Como proteina animal se utilizd

caseina y como proteina vegetal un aislado de proteina de soya.
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3.11.1 SOYA

La soya (Glycine max) es una planta de la familia de las legquminosas fabaceas,

cultivada por sus semillas, lequmbres de alto valor proteico (cercano al 35%)

utilizadas en alimentacion y para la produccion de aceite. Esta planta, es originaria
de China, y su nombre viene del Japén, no obstante, se comercializa en todo el
mundo, debido a sus mudltiples usos. Es usada para una infinidad de productos
que pueden reemplazar a otros de origen animal. La soya es utilizada también

como alimento para animales, en forma de harina de soya.®

Su uso en la alimentacion humana es sumamente importante. El alto valor proteico
de la legumbre lo hace un excelente sustituto de la carne en las naciones pobres.

De la soya se producen subproductos como la leche de soya y la carne de soya.

Es uno de los principales alimentos en paises orientales como China y Japén

donde se obtienen distintos derivados como el aceite, la salsa de soya, los brotes

de sova, el Tofu, entre otros.®*

En la siguiente tabla se muestra el contenido y composicion de proteina, lipidos vy
fibra dietaria de la soya, asi como los efectos que tienen estos nutrimentos sobre

la salud.
CARACTERISTICAS NUTRICIONALES DEL FRIJOL DE SOYA
NUTRIMENTO % COMPOSICION EFECTOS EN LA SALUD
36 | mgde AAindispensables/ |- Cubre los
g proteina requerimientos de AA
indispensables en nifios
His 26 y adultos
lle 49 - Reduce la
Proteina Leu 82 concentracion de
Met + Cis 26 colesterol LDL y total
Fen + Tir 90 plasmatico
Tre 38 - Atenua la elevacion de
Trp 13 insulina postprandial
Val 50
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19 - El frijol de soya es rico
Ac. grasos 15% en acidos grasos
saturados 24% poliinsaturados y acido
Ac. grasos 60% linoleico que tiene
monoinsaturados 85% efecto en la prevencion

Lipidos Ac. grasos 12% de enfermedades
poliinsaturados coronarias.
- Ac.
Linoleico
- Ac.
Linolénico

30

Hidratos de
Hidratos de carbono 70%
carbono complejos 30%

(almidén)
Hidratos de
carbono simples

17 - Disminuye la glucosa

Fibra dietaria Fibra soluble 790 postprandial
Fibra insoluble 10g - Reduce ligeramente el
colesterol plasmatico

*AA= aminoacidos

Tabla 3.2 Caracteristicas nutricionales del frijol de soya.**

Los frijoles de soya proveen una variedad importante de fitoquimicos, los cuales
pueden tener una funcién importante en la reduccion del riesgo de desarrollar
enfermedades crénicas. Los fitoquimicos presentes en el frijol de soya son:

Inhibidores de tripsina, saponinas, acido fitico, oligosacéridos e isoflavonas.

La mayoria de los beneficios sobre la salud del consumo de soya son atribuidos a
las isoflavonas. Las isoflavonas son compuesto polifenélicos, que pueden actuar
como estrogenos en el cuerpo y tener funciones protectoras, ya que actian como
potentes antioxidantes. Dentro de las isoflavonas encontramos la daidzeina y

lgenisteina. La soya contiene aproximadamente 3 mg/g de isoflavonas.®®*
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Algunos estudios han mostrado los efectos hipocolesterolémicos del consumo de

soya, principalmente de la fraccion proteica, la cual trataremos mas adelante.

Figura 3.7 Frijol de soya

3.11.1.1 PROTEINA DE SOYA

El componente mas utilizado de la soya es su proteina en virtud de su elevada

concentracién y su alta calidad respecto a otras leguminosas.®*

El aislado de proteina de soya por si solo, satisface los requerimientos de
aminoacidos azufrados y lisina y no es necesario que sea complementada con

metionina para satisfacer los requerimientos de aminoacidos de los adultos.

El consumo de la proteina de soya genera una disminucién significativa de 9.3 %
del colesterol total y 12.9% del colesterol LDL (lipoproteinas de baja densidad).
En consecuencia algunas instituciones como la FDA ( Food & Drug Administration)
y la AHA ( American Heart Association a partir de 1999, empezaron a recomendar
el consumo de la proteina de soya para disminuir las concentraciones de

colesterol LDL, esto es de gran importancia ya se ha demostrado que una
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reduccion del 3% del colesterol da lugar a una disminucion hasta del 10% del

riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares.®

Ademas, se ha demostrado que el consumo de proteina de soya mantiene las
concentraciones séricas de acidos grasos Yy leptina dentro de los limites normales,
lo que evita que estos se depositen en drganos que no sean el tejido adiposo, lo
cual anula el proceso de lipotoxicidad.

Se ha demostrado en estudios experimentales que el consumo prolongado de
proteina de soya reduce la proteinuria y la reaccion inflamatoria durante el

sindrome nefrético y que atenta el dafio oxidativo.®®*

Los efectos benéficos de la proteina de soya sobre el dafio oxidativo, se deben a
las isoflavonas, debido a que protegen a las proteinas LDL de la oxidacién’. En la
obesidad, debido a la acumulacion y la excesiva oxidacion de lipidos, se
producen especies reactivas del oxigeno (EROs), las cuales reaccionan con los
residuos de tirosina de las proteinas afectando sus funciones Las isoflavonas

reaccionan competitivamente con las EROs previniendo el dafio.®*°

El uso de proteina de soya en personas con padecimientos renales, en contra del
uso de proteina de origen animal se ha postulado como un nuevo tratamiento
preventivo. La proteina de soya tiene efectos benéficos en el rifion, mejorando la

filtracion glomerular y la depuracién de creatinina. ©
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3.11.2 CASEINA®

El nombre de caseina proviene del latin “caseus” que significa queso. Las
caseinas son por definicion las fosfoglucoproteinas que precipitan de la leche
descremada a pH 4.6 y 20°C, por eso se les conoce también como proteina

insoluble de leche.

Las caseinas se encuentran en la leche y algunos de sus derivados. En la leche
se encuentra en la fase soluble asociada al calcio en un complejo que se

denomina caseinégeno.

Por otra parte y aunque las proteinas que se denominan caseinas son especificas
de cada especie, se clasifican en los siguientes grandes grupos de acuerdo con su

movilidad electroforética: as;-caseina, as;-caseina, B-caseina y k-caseina.

La caseina as; es la mayoritaria en la leche de vaca. La variante mas comun tiene
199 aminoacidos en su secuencia, con 8 6 9 grupos fosfato. Desde el punto de
vista estructural, estd formada por tres regiones hidrofobicas, con dos de ellas

situadas en los extremos y una zona muy polar.

La caseina as; esta formada, en la vaca, por 207 aminoacidos. Esta caseina tiene
un puente disulfuro entre las cisteinas que ocupan las posiciones 36 y 40 de la
secuencia y es mas hidrofilica que la caseina as1, con tres regiones de carga neta
negativa, una de ellas en el extremo N-terminal. En la zona del extremo C-terminal

se sitian aminoacidos hidrofébicos y con carga neta positiva.

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

209 aminoacidos, con cinco grupos fosfato.

La caseina K tiene una estructura claramente distinta de la de las otras caseinas.

Es algo mas pequefia; esta formada, en la vaca, por 169 aminoacidos. Ademas
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esta muy poco fosforilada, teniendo solamente un grupo de fosfato. Esto hace que
interaccione con el ion calcio mucho menos que las otras caseinas. Sin embargo,
comparte con la caseina B la propiedad de tener zonas predominantemente
hidrofilicas e hidrofébicas bien marcadas y separadas.

Para evaluar el efecto de la concentracién y tipo de proteina en la funcién renal en
condiciones de obesidad e hiperinsulinemia, se utilizé el modelo animal de la rata

Zucker™®®, Las ratas Zucker @™

son animales genéticamente modificados (ob/ ob),
qgue carecen de receptores funcionales para leptina y son hiperfagicos, obesos y

diabéticos.”
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3.12 MODELO ANIMAL (RATA ZUCKER ")

La obtencion en la década de los sesenta por Lois y Theodore Zucker de una cepa
de ratas (denominadas desde entonces ratas "Zucker") por el cruce de ratas
Sherman con Merck Stock M, que mostraban obesidad de aparicion juvenil,
aumento de la ingestion de alimentos, disminucion del gasto energético y
resistencia insulinica ha proporcionado a los investigadores un excelente modelo
experimental que ha sido utilizado frecuentemente para el estudio de muchas
enfermedades como la obesidad, la hiperlipemia, el fallo renal, la diabetes, las
alteraciones en el sistema inmunitario. Adicionalmente, ha supuesto un
extraordinario avance en el conocimiento de los mecanismos involucrados en la

regulacion de la ingestién de alimentos, el peso corporal y el gasto energético.*

La rata Zucker®™

es uno de los modelos de obesidad heredable, con caracter
autosomico recesivo. La obesidad se manifiesta Unicamente en los animales
homocigotos (fa/fa) mientras que los heterocigotos (Fa/fa) tienen fenotipo normal.
En las cuatro o cinco primeras semanas de vida las ratas homocigotas y
heterocigotas son fenotipicamente indistinguibles, pero a partir de ese momento
se instaura la obesidad en las homocigotas. Después y a lo largo de toda la vida,
la ganancia de “peso” serda siempre mayor en las ratas homocigotas, y el
incremento de “peso” regular y mantenido. La acumulacion de grasa es tanto intra-
abdominal como subcutanea, llegando a alcanzar grados de obesidad extremos.
Este modelo de obesidad se manifiesta con hiperfagia, hiperinsulinemia e
hipertrigliceridemia-hipercolesterolemia, con hepatomegalia, aumento de Ila
actividad de la enzima lipoproteina-lipasa (LPL) y de los niveles circulantes de

acidos grasos libres y apariencia lactica del suero.”®"*

En este modelo animal, el defecto genético radica en el receptor de la leptina. Esta
hormona controla el “peso” corporal y se interrelaciona estrechamente con la

secrecion y la accion de la insulina periférica.

Las caracteristicas mas destacables de este modelo de obesidad son el aumento

de la eficacia metabdlica en la utilizacién de sustratos, con disminucién en la
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termogénesis postprandial a expensas de la grasa (dependiente del tono
simpatico, que esta disminuido y de la secrecion de insulina); la resistencia a la
insulina en el masculo esquelético, pero no en el tejido graso e higado, lo que
causa hiperinsulinismo con aumento de la lipogénesis y de la actividad de la
lipoproteina lipasa tisular, la hiperfagia, que probablemente es secundaria al
hiperinsulinismo, y la falta de sensibilidad a las sefiales de saciedad postprandial,
en la que probablemente intervienen varios neuropéptidos hipotalamicos, y que se
presenta como la posibilidad mas probable de explicar la alteracién primaria

heredable causante de la obesidad. *°

Por otro lado, se ha detectado una disminucion importante a la colecistocinina
(CCK) que es producida en duodeno y yeyuno en respuesta a la presencia de
acidos grasos libres en la luz intestinal y que no sélo induce la secrecién biliar para
emulsionar y digerir la grasa, sino que ademas interviene de forma importante a
nivel hipotalamico sobre el centro de la saciedad y disminuye la ingestion de
alimentos. El neuropéptido Y (NPY, 36 aa) parece estar muy relacionado con la

conducta alimentaria. Los niveles de NPY hipotaldmicos en ratas Zucker™™

obesas son anormalmente altos, simulando un estado de ayuno permanente.”*"

La expresion del NPY es dependiente de insulina y glucocorticoides. Esto hace

improbable que el defecto genético primario que produce la obesidad en la rata

fa/fa

Zucker®™ se localice en el gen del NPY.
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Figura 3.8 Modelo animal de la rata Zucker

fa/fa

60



CAPITULO IV
HIPOTESIS

Si se administra una dieta con niveles moderados de proteina de origen
vegetal, entonces deberd disminuir la lipogénesis intrarrenal, por lo tanto,

disminuir& la inflamacion y habra un mejoramiento del perfil de la funcion renal.
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CAPITULO V

DISENO EXPERIMENTAL

Durante la investigacion se trabajé con Rata Zucker

& machos provenientes de

Harlan EE.UU. El disefio experimental utilizado se muestra a continuacion.

Dia 0
Aclimatacion de los INICIO DEL
animales EXPERIMENTO
Determinacion de:
- Peso inicial Determinacion de:

- La ganancia de peso
(cada 3er. dia)

- El consumo de alimento
(diario)

Dia 55

Sacrificio de los animales por
decapitacién

Determinacion de:

-Parametros bioquimicos en
suero_ (determinados en
estudio previo)

- Lipidos renales: colesterol y
triglicéridos

- Expresion de genes
- Histologias
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5.1. DIAGRAMA DE FLUJO

Sacrificio de los animales por
decapitacion al término de 55 dias de
tratamiento dietario previamente
descrito

l

Obtencidn de muestras y tejidos y
conservacion de muestras de tejidos en
congelacién a -70°C para su analisis

posterior
Extraccion y Determinacion de Histologia
cuantificacion del parametros
ARN total del rifion bioguimicos_en suero
Determinacion de la Determinacion de lipidos totales en el tejido renal:
expresién génica por - Colesterol y triglicéridos
medio de PCR en Anlisis de la funcis !
tiempo real nalisis de la funcion renal:

- Determinaciéon de creatinina en suero
- Depuracion de creatinina

Figura 5.1 Diagrama de bloques de la metodologia a emplear en la

investigacion

OBTENCION DE MUESTRAS Y TEJIDOS: Al término de los 55 dias experimentales,

los animales fueron sacrificados por decapitacion, con previa inhalacion e
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inmovilizacion con CO,. Se colecto la sangre en tubos con gel separador y activador
de la coagulacion para la determinacion de parametros bioquimicos (glucosa,
triglicéridos y colesterol). Se extrajo y se peso el rifion derecho de cada animal. Todos
los tejidos se mantuvieron en congelacion a -80°C.

EXTRACCION DE LIPIDOS RENALES: La extraccion de los lipidos renales se realizo
mediante la técnica de Folch, en la cual la muestra fue extraida con una solucion de
cloroformo: metanol 2:1, se tomé con un embudo de separacion la fase organica, se
lavé con una solucion salina y a continuacion se evapord para calcular el contenido

total de grasa y con una alicuota determinar los acidos grasos.

DETERMINACION DE COLESTEROL Y TRIGLICERIDOS EN TEJIDO RENAL:
Se llevo a cabo una extraccion de lipidos totales en rifion por el método de Folch.
Este método se basa en la separacion de la fraccion lipidica de un tejido al ser
homogeneizado en una solucion solvente. Al afladir agua y centrifugar se forman
dos fases. En la superior se encuentran los compuestos hidrosolubles y en la
inferior los hidrofébicos en la solucién solvente, la cual al evaporarse concentra el
contenido total de lipidos en el fondo del tubo. La porcion lipidica se resuspende
en isopropanol/triton al 10% y finalmente se determina la concentracion de
colesterol y triglicéridos en el extracto mediante un kit de diagndstico para
colesterol y triglicéridos “Diagnostic Systems International” proveniente de

Holzheim Alemania.

EXTRACCION DE ARN DEL RINON: La extraccion del ARN total del tejido renal
se realiz6 por el método del tiocianato de guanidina, el cual consiste en una
digestion con sarcosil, seguida de una extraccion con tiocianato de guanidina y

una precipitacion con cloruro de cesio.

DETERMINACION DE LA EXPRESION GENICA: El ARN de la corteza y médula
renal fue sometido a la accion de la transcriptasa reversa para obtener el ADNCc.
Con el ADNc se realizo el analisis de PCR en tiempo real utilizando

oligonucledtidos especificos para cada uno de los genes a amplificar.
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HISTOLOGIAS: Las preparaciones histoldgicas se utilizan para obtener cortes de
tejido montados sobre un cubreobjetos con imagenes de estructuras contrastadas

para su estudio y observacion mediante microscopia Optica

5.2 MODELO ANIMAL Y TRATAMIENTOS DIETARIOS

Se utilizaron 48 ratas Zucker fa/fa (cepa origen) macho de 4 a 5 semanas de
edad, provenientes de Harlan, EE UU y se mantuvieron en el bioterio del
INNCMSZ. En todo momento se siguieron las guias internacionales para el
cuidado de los animales. EI Comité Consultivo Institucional de Investigacion y
Cuidado de Animales del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién, S.Z. ,
aprobd el protocolo para conducir este proyecto. Los animales estuvieron en jaulas
individuales con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas con libre acceso a la dieta 'y
al agua. Las ratas se dividieron en 6 grupos de 8 ratas cada uno como se muestra

a continuacion.

Grupo 1: (C20) Caseina 20%
Grupo 2: (S20) Soya 20%
Grupo 3: (C30) Caseina 30%
Grupo 4: (S30) Soya 30%
Grupo 5: (C45) Caseina 45%
Grupo 6: (S45) Soya 45%
5.3 METODOS

5.3.1 DETERMINACION DE LA EXPRESION GENICA
5.3.1.1 EXTRACCION DEL ARN TOTAL

USO: Esta técnica se utilizdé para llevar a cabo la separacion de ARN para su

posterior uso y analisis.
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FUNDAMENTO: EI ARN se degrada con mucha facilidad, por lo que su
aislamiento requiere un cuidado especial. Los métodos mas utilizados consisten
en la lisis de células con detergentes no idnicos como el sarcosil en compuestos
que inactiven las ARNsas como el tiocianato de guanidina. Las ARNsas son
enzimas excepcionalmente estables y evitar su actividad es el objetivo principal

cuando se trata de obtener el ARN.

El ARN se separa del ADN aprovechando sus diferencias fisico-quimicas. Uno de
los métodos mas comunes de purificacion es el de centrifugacién en gradiente de
cloruro de cesio: el ARN es mas denso que el ADN cromosémico. Otro método es
la precipitacion del ADN, primero con alcohol absoluto y, posteriormente, con

etanol al 70%.

MATERIAL: Gradilla, 40 tubos “falcon”, piseta, 6 tubos “corex” de 30 mL, pipeta
estéril desechable, micropipetas, puntas de micropipeta, cortador (“cutter”), 6

tubos Eppendorf de 1.5 mL y “vortex”.
MUESTRAS: Rifién de rata Zucker®™ conservado en congelacion (-70°C).

REACTIVOS: Etanol al 100%, etanol al 70%, pirocarbonato de dietilo (DEPC,
Diethyl pyrocarbonate, por sus siglas en inglés), tiocinanato de guanidina, (-
mercaptoetanol, sarcosil al 10%, cloruro de cesio y acetato de sodio.

PREPARACION DE REACTIVOS

a) Agua DEPC (pirocarbonato de dietilo) al 0.1% ( 3000 mL)
- Dietil pirocarbonato 3 mL

- Agua desionizada 3000 mL
Se agitd por 4 horas y se esterilizé en autoclave 15 min/ 121°C.

b) Citrato de sodio 1M pH=7.0 (500 mL)
- Citrato de sodio 147.05¢g
- Agua DEPC aforar a 500 mL

Se filtr6 con membrana de nylon 0.22 umy se guardé a temperatura ambiente.
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c) Tiocianato de Guanidina (500 mL)
- Citratode sodio1 M pH=7.0 12.5 mL
- Tiocianato de guanidina 236.37 g
- Agua DEPC aforar a 500 mL

Se calenté en bafio Maria 30 minutos a 40°C, se dej6 enfriar en hielo. Se

esterilizo por filtracion con membrana de nylon 0.22 um y se guardo a 4 °C.

d) Acetato de sodio 3M pH=5.2 (50 mL)
- Acetato de sodio (anhidro) 20.415¢
- Agua DEPC aforar a 50 mL

Se esterilizdé por filtracion con membrana de nylon 0.22 pm y se guardé a

temperatura ambiente (se ajustoé el pH con HCI concentrado).

e) Lauril sarcosina al 10 % ( 100 mL)
- N- lauril- sarcosina sal de sodio 109
- Agua DEPC aforar a 100 mL

Se mezcldé por 1 hora hasta que se disolviera, se dej6 reposar por 15 min. para
que desaparecieran las burbujas. Se esterilizd por filtracion con membrana de

nylon 0.22 um y se guardé a temperatura ambiente.

f) Cloruro de Cesio (250 mL)

- Cloruro de cesio 230 g
- Acetatodesodio3M pH=5.2 2mL
- Agua DEPC aforar a 250 mL

Se esterilizd por filtracibn con membrana de nylon 0.22 pm y se guardo a

temperatura ambiente.

EQUIPO:
- Ultracentrifuga Beckman ( XL-90 Ultracentrifuge)
- Centrifuga Beckman (JC-MC Centrifuge)
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Polytron Kinematica
Ultracongelador BioFreezer (Forma Scientific)
Centrifuga Eppendorf (5804 R 15 amp)

Termobloque Multiblock Heater (Lab line)

PROCEDIMIENTO

DIA 1

Se limpio el area de trabajo con etanol y DEPC.
Se encendieron las centrifugas 'y se ajustaron.
Centrifuga: Rotor JA-20, 15 min, 18°C, 14000 rpm

Ultracentrifuga: Rotor SW-40Ti no._serie 10814, 18 horas, 18°C,
29000 rpm

Se colocaron 6 camisas delgadas en el rotor de la centrifuga.

Se colocaron en una gradilla 40 tubos “falcon”.

Se afiadié a cada uno 4.5 mL de agua DEPC con una pipeta.

Se colocaron en una gradilla 6 tubos “corex” de 30 mL.

Se colocaron 8 mL de tiocianato de guanidina en cada tubo con pipeta
estéril desechable.

Se agregaron 56 pL de B-mercaptoetanol a cada tubo.

Se taparon los tubos con papel aluminio y se dejan en la campana.

Se enjuagaron las pinzas con agua DEPC.

Se ajusto el “politron” en 3 y siempre que se encienda debe tener un tubo
con agua.

Se lavo 6 veces con los tubos “falcon”.

Se sacaron del ultracongelador los tejidos, uno por uno segun se fueran
usando.

Se depositd el tejido congelado (+500 mg) en un tubo “corex” con tiocianato

y se homogenizo con el politron.
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DIA 2

Se lavod el politrén 4 veces, se limpié con una toalla de papel especial de
laboratorio y se observé que no tuviera residuos de tejido y se lavé una vez
mas.

Se agregaron 400 pL de sarcosil al 10% a cada tubo, se vertieron por la
pared del tubo.

Se colocd una pelicula aislante (“parafiim”) y se mezclé suavemente por
inversién una sola vez.

Se centrifug6 por 15 min, a 18°C y 14000 rpm.

A 6 tubos de polialomero, se les colocaron 4 mL de cloruro de cesio con
pipeta desechable y se numeraron.

A los tubos centrifugados se les localiz6 la “pastilla” y se metié la punta de
la pipeta en el lado contrario para tomar 8 mL de sobrenadante cuidando
de no llevarse residuos sélidos y se vertié suavemente por las paredes del
tubo con cloruro de cesio para no romper el gradiente (se usO una pipeta
por muestra).

Se colocaron los tubos en la centrifuga y se centrifugd durante 18 horas, a
18°C y 29000 rpm en condiciones de vacio.

Pasando las 18 horas extrajeron los tubos, se vertié todo el sobrenadante
en un vaso de plastico y se mantuvieron invertidos en una gradilla con una
toalla de papel especial para laboratorio en la base.

Se rotularon 6 tubos Eppendorf de 1.5 mL.

Con cortador (“cutter”) previamente lavado con DEPC se corté el tubo con
las pastilla de ARN a +2 cm de la base.

Se disolvio la pastilla con 200uL de agua Sigma, “pipeteando” para
disolverla un poco.

Se coloco en el tubo y se repitio la operacion para obtener un volumen final
de 400pL.

Se agit6é en un “vortex” hasta que la pastilla se disolviera por completo.

Se le afadieron 40 pL de acetato de sodio 3M a pH 5.2 y 1000uL de etanol
frio al 100% para precipitar el ARN.
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- Se agité en un “vortex” y se almaceno por 24 horas a -70°C.
DIA 3

- Se colocaron todas las muestras en hielo.

- Se encendio el termobloque a 70°C.

- Se sacaron las muestras del ultracongelador, y se descongelaron en agua
con hielo.

- Se centrifugaron durante 30 min.

- Se desechd el etanol cuidando de que la pastilla no se desprendiera del
tubo.

- Se dej6 escurrir por inversion.

- Se afadié 1 mL de etanol frio al 70% y se agitdé con un “vortex” hasta que la
pastilla se desprendiera.

- Se centrifug6 15 min a 4°C y 14000 rpm.

- Se elimind el etanol con mas cuidado porque la pastilla esta mas “floja” y se
secO el borde del tubo con papel de bafio sin pelusa sin llegar a tocar la
pastilla.

- Seresuspendié en 500 yL de agua Sigma.

- Seincubd a 70°C por 5 min.

- Una vez perfectamente disuelto el ARN se cuantifico y almacen¢ a -70°C.

NOTA: Cuando se desee descongelar las muestras nuevamente, primero se
descongelan en agua con hielo, una vez que se han descongelado por completo,
se calientan a 70°C por 5 minutos pues el agua Sigma hace que el ARN vuelva a

su estructura secundaria y el cambio de temperatura desdobla la cadena.

*Nunca se descongelan las muestras de ARN con la mano

70



5.3.1.2 CUANTIFICACION DEL ARN POR ESPECTROFOTOMETRIA
USO: Esta técnica se emple6 para conocer la concentracion del ARN extraido.

FUNDAMENTO: La espectrofotometria  de absorcion UV-Vis involucra la
absorcion de luz UV/visible por parte de una molécula promoviendo el paso de un
electrén desde un orbital molecular fundamental a un orbital excitado. La parte de
la molécula que absorbe la luz UV se llama grupo cromoforo. Los acidos
nucleicos tienen en su estructura grupos cromoforos, los cuales absorben a una
longitud de onda de 260 a 280 nm, debido a esto su cuantificacion es posible

mediante esta técnica.

MUESTRAS: ARN disuelto en 500 pL de agua Sigma, almacenado en congelacién
a-70°C.

MATERIAL: Celdas de cuarzo, micropipetas, tubos Eppendorf, vortex.
EQUIPO:

- Espectrofotdmetro Beckman ( DU-640)
- Centrifuga Eppendorf (Centrifuge 5415c)
- Termobloque Eppendorf (Thermostat plus 1.5 mL)

REACTIVOS: Buffer TE (Tris HCI- EDTA) pH 7.5
PREPARACION DE REACTIVOS:

a) Buffer TE (tris HCL- EDTA) pH=7.5 (1000 mL)
- Tris HCL 1.576 g
- EDTAO.5M pHB8.0 2 mL

Se disolvio el Tris - HCI en 800 mL de agua desionizada, se ajusto el pH con
NaOH, se afadio el EDTA y se aforo .

PROCEDIMIENTO

El ARN se cuantific6 midiendo su absorbancia a 260 nm por espectrofotometria.
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- Se incubd la muestra de ARN a 70°C por 5 min. (evitar este paso si
continda el dia de la extraccion).

- En un tubo Eppendorf nuevo libre de ADNsas y ARNsas se agregaron 4 L
de la muestra de ARN.

- Se agregaron 996 pL de solucion amortiguadora “buffer” TE a pH 7.5.

- Se mezclo ligeramente en un “vortex” y se leyé a 260 nm en celdas de

cuarzo.

Para corroborar la pureza del ARN se tomd la lectura a 260 y a 280 nm para
obtener la relacion 260/280 que debe ser de 1.9 - 2.2. Si el valor de la lectura no
se encontrara en este intervalo, puede ser que el ARN se encuentre contaminado

con proteinas.

Posteriormente se realizé un barrido de la muestra de 230 a 290 nm, se obtuvo la
grafica y se observaron los dos picos caracteristicos del ARN, lo que indic6 que se

encontraba puro

CALCULOS
Para calcular la concentracion del ARN:
1D.0O.— 40pugde ARN D.O.= Densidad 6ptica

D. O. Muestra X ug de ARN

( X pg de ARN) (Factor de dilucion = X"ug de ARN / mL)
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5.3.1.3 ELECTROFORESIS DEL ARN EXTRAIDO

USO: Esta técnica se utilizd para comprobar la pureza e integridad del ARN

extraido.

FUNDAMENTO: EI término electroforesis se usa para describir la migracion de
una particula cargada bajo la influencia de un campo eléctrico. Muchas moléculas
importantes biolégicamente (aminoacidos, péptidos, proteinas, nucledétidos, acidos
nucleicos, etc.) poseen grupos ionizables y existen en solucibn como especies
cargadas. Estas especies cargadas se van a separar en funcion de su carga

cuando se aplica un voltaje a través de los electrodos.

Los materiales mas comunes para separar moléculas de acidos nucleicos son
polimeros como la poliacrilamida o la agarosa. Estos geles se colocan en la
camara de electroforesis, sumergidos en un buffer que se debe encontrar a un pH
de 7. De esta forma, las moléculas de ARN sometidas a electroforesis se
desplazaran al polo positivo ya que a pH superiores a 5 poseen carga negativa.
Los geles se comportan como un tamiz molecular y permiten separar moléculas

cargadas en funcién de su tamafio y forma.

En el caso de los geles de agarosa, se le afiade bromuro de etidio, sustancia que
se intercala entre las bases del ADN y es fluorescente cuando se ilumina con luz
ultravioleta. Tras la electroforesis, se visualiza el gel con una lampara de luz UV, y

se veran las bandas correspondientes a las muestras de ARN.

MATERIAL: Balanza, matraces, probetas, horno de microondas, pipetas, burbuja,

camara de electroforesis, micropipetas, tubos Eppendorf.
EQUIPO:

- Centrigufa Eppenforf (centrifuge 5415c)
- Termobloque Eppendorf (thermostat plus 1.5 mL)
- Foto/prep by Fotodyne (Kodak EDAS 290)
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MUESTRAS: ARN disuelto en 500 pL de agua Sigma, almacenado en

congelacion a -70°C.

REACTIVOS: Buffer MOPS (acido -N-morfalino propano sulfénico) 10 X, MOPS 1
X, formaldehido, formamida, bromuro de etidio (200 pg / mL), Glicerol al 50%,
EDTA (etilendiamino tetracético) 0.5 M, Azul de bromofenol al 0.25%, Cianolxileno
al 0.25%, agarosa, pirocarbonato de dietilo (DEPC, Diethyl pyrocarbonate, por sus

siglas en inglés).
PREPARACION DE REACTIVOS

a) MOPS (acido morfalino propano sulfénico) 10 X (1000 mL)

- Acido morfalino propano sulfénico 41.86 g
- Acetato de sodio trihidratado 2.72¢
- EDTAO0.5M pH=8.0 20 mL

Se disolvi6 el MOPS en 900 mL de agua DEPC, se ajusté el pH con NaOH y
posteriormente se agregaron el resto de los reactivos. Se guardé en un frasco

ambar para proteger de la luz.

b) MOPS 1X (1000 mL)
- MOPS 10X 100 mL
- Aguadesionizada 900 ML
c) EDTApH=8.0 0.5M (200 mL)
- EDTA dihidratado, sal sodica 37.22 g

Se disolvio el reactivo en agua DEPC, se ajusté el pH con NaOH y se aforé a
200 mL.

d) Bromuro de Etidio 200 pug/ mL (10 mL)
- Bromuro de etidio 2 mg
- Agua DEPC

Se disolvié el bromuro de etidio en agua DEPC. Se filtr6 con filtro Milex y se

guardo a 4°C protegido de la luz.
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e) Buffer de carga LB (loading buffer) 10 X (50 mL)

Glicerol al 50 % en DEPC 49 mL
EDTAO0.5M pH=8.0 1mL
Azul bromofenol al 0.25% 125 mg
Cianoxileno al 0.25% 125 mg

Se disolvio el EDTA, azul de bromofenol y cianolxileno en los 100mL de glicerol al

50%. Se filtro con filtro Milex y se guardd a 4 °C.

PROCEDIMIENTO

a)

b)

Preparacion del gel de agarosa al 1.5%

Se lavo la camara de electroforesis, la caja y el peine con agua DEPC,
se colocaron en la campanay se nivel6 con la burbuja.

Se peso6 en papel aluminio 1.5 g de agarosa grado biologia molecular
(sin espatula).

Se midieron 72 mL de agua DEPC.

Se disolvié la agarosa en el agua DEPC en un matraz calentando en
microondas y agitando.

Se dejo enfriar aproximadamente a 50°C y se agregaron 10 mL de
MOPS 10 X y 18 mL de formaldehido.

Se vacio la agarosa sobre la caja, se revisé que no queden burbujas y
se dejo solidificar una hora.

Se agregaron aproximadamente 700 mL de buffer MOPS 1 X frio a la
caja y se cubri6 con plastico adherible hasta que las muestras

estuvieran listas para ser cargadas.

Preparacion de las muestras y electroforesis.

Se preparo el buffer de carga LB (loading buffer).

Se descongelaron las muestras de ARN.

Se calentaron las muestras de ARN en el termobloque a 70 °C durante
5 min.

Se les dio un spin a las muestras de ARN en la centrifuga.

En tubos Eppendorf nuevos se coloco:
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e MOPS 10X 1.7 yL
e Formaldehido 2.3 uL
e Bromuro de etidio 1 L
e Buffer de carga 2 uL
- Se calculd la cantidad de ARN y de formamida que se va a agregar
como se indica en la seccion de “Calculos”.
- Se agrego la formamida.
- Se agrego el ARN.
- Se cargaron 18 uL de muestra en el gel.
- Se corrio el gel 2.5 horas a 95 V.
c) Analisis y fotografia del ARN en el gel de agarosa.
- Se visualizé el gel en el transluminador sobre plastico adherible y se
tomo la foto con el equipo Kodak Digital Imaging .

*Se observaron dos bandas muy claras que corresponden al rARN 28 Sy 18 S.
En un ARN no degradado la banda 28 S es dos veces mas brillante que la 18 S.

CALCULOS

a) Calcular cuantos microlitros de ARN se requieren para cargar 5 ug de
ARN.

1uL — X pg de ARN*
X pL — 5 pg de ARN

*El  valor de X" pg de ARN es el obtenido en la cuantificacion del ARN

previamente realizada.

b) Calcular los pL de ARN y formamida que se van a agregar.
pL de formamida + pL de ARN =11 pL
pL de formamida = 11 — ( uL de ARN para 5 pg de ARN**)

**\/alor calculado como se indica en el inciso a)
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5.3.1.4 REACCION RT (transcriptasa reversa por sus siglas en inglés)

USO: Esta técnica se utilizd para convertir el ARN extraido en ADNc el cual es
mucho menos labil, es mas facil manejarlo y es lo que se requiere para

posteriormente realizar la técnica de PCR tiempo real.

FUNDAMENTO: Esta técnica permite obtener un gran niamero de copias de un
fragmento de ADN en particular, partiendo de un minimo. Sirve para amplificar un
fragmento de ADN y asi poder analizar el ARN mensajero con el fin de estudiar la
expresion de un gen especifico. La técnica de RT se fundamenta en la propiedad
de la ADN-polimerasa para replicar las hebras de ADN, empleando ciclos de altas
y bajas temperaturas alternadas para separar las hebras de ADN recién formadas
entre si tras cada fase de replicacion. A continuacion, se deja que vuelvan a unirse
al ADN Tag-polimerasa, para que vuelvan a duplicarse. La técnica de PCR

considera los siguientes paradmetros:

1. Sustrato abundante de iniciadores y desoxinucledtidos trifosfato (dNTP).

2. Fuente renovada de ADN-polimerasa.

3. Ciclos periddicos de cambio de temperatura.
Estos permitiran la desnaturalizacion del ADN a 100%, alineamiento de los
iniciadores con la secuencia de interés entre 50-65°C y la sintesis del ADN a 72°C.

Estas temperaturas pueden variar de acuerdo a las condiciones de la reaccién.

MUESTRAS: ARN disuelto en 500 yL de agua Sigma (agua libre de ARNsas,
estéril, reactivo especifico), almacenado en congelacion a -70°C.

MATERIAL: tubos Eppendorf, cubeta para hielo, micropipetas.

EQUIPO:

- Campana de flujo laminar (Forma Scientific)
- Termociclador Perkin Elmer (Gene Amp PCR System 9600)
- Centrifuga Mini Spin Eppendorf

REACTIVOS: Etanol al 70%, buffer 5X, Oligo dT, dNTP, DTT, Inhibidor, Enzima

transcriptasa reversa (TR), agua sigma estéril
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PREPARACION DE REACTIVOS

a) DTT 1M (1mL)

DTT 154.25 mg
Agua DEPC aforara 1l mL

b) Mezcla dNTP’s (400 mL)

dCTP 8 L
dGTP 8 uL
dATP 8 pL
dTTP 8 pL

Agua sigma 368 pL

PROCEDIMIENTO

- Se prepararon 500 puL de ARN con una concentracion de 150 ng/ uL.
- Se cuantificaron las diluciones de ARN (como se indicO anteriormente).

- Se prendio y limpio la campana de flujo laminar con etanol al 70%.

- Se colocaron los reactivos en hielo.

- Se encendi6 el termociclador.

- Se calcul6 la cantidad de ARN y agua que se va a usar como se indica en

la seccion de “Calculos”.

- En un tubo Eppendorf se preparé un Mix de la siguiente manera (al nimero

total de muestras se le afiade uno):

Buffer 5X 4 uL
Oligo dT 2 UL

dNTP 4 uL
DTT 2 uL
Inhibidor 1 pL

Enzima* 0.5 puL

- Se agregaron 13.5 pL del Mix a cada tubo.

- Se agregaron el ARNy el agua sigma.

- Se agitaron en el “vortex” y se dio un spin en la centrifuga.
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- Se metieron al termociclador a las siguientes condiciones: 42°C/ 1 hr,
95°C/ 5 min, 4°C / 10 min).

*La enzima se saca del refrigerador hasta que se va a usar, no se agita, se agrega

al mix y se regresa inmediatamente al refrigerador
CALCULOS

Para ajustar la cantidad de agua y ARN:

puL Agua sigma + pL ARN = 6.5 pL

Se quiere una concentracion de 300 ng.

lpL _, X'ngde ARN*

X L™ 300 ng de ARN

*El  valor de X" pg de ARN es el obtenido en la cuantificacion del ARN

previamente realizada.
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5.3.1.5 PCR TIEMPO REAL (Reaccion en cadena de la polimerasa)

USO: La importancia de la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa, por sus
siglas en inglés) radica en la posibilidad de amplificar millones de veces una
secuencia especifica 'y seleccionar oligonucleétidos o indicadores
complementarios con la secuencia de nucleétidos de los extremos opuestos de las
cadenas que flanquean a la secuencia especifica, a partir de los cuales se inicia la

elongacioén o sintesis de nuevas cadenas en el extremo 3" de cada indicador.

FUNDAMENTO: La técnica de PCR en tiempo real permite obtener un gran
namero de copias de un fragmento de ADN en patrticular, partiendo de un minimo.
Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN y asi poder analizar el
ARN mensajero con el fin de estudiar la expresion de un gen especifico. La
técnica de PCR se fundamenta en la propiedad de la ADN-polimerasa para
replicar las hebras de ADN, empleando ciclos de altas y bajas temperaturas
alternadas para separar las hebras de ADN recién formadas entre si tras cada
fase de replicacién. A continuacién, se deja que vuelvan a unirse al ADN Tag-
polimerasa, para que se vuelvan a duplicar. La técnica de PCR considera los

siguientes parametros:

4. Sustrato abundante de iniciadores y desoxinucledtidos trifosfato (ANTP).

5. Fuente renovada de ADN-polimerasa.

6. Ciclos periodicos de cambio de temperatura.
Estos permitiran el 100 % de desnaturalizacion del ADN, alineamiento de los
iniciadores con la secuencia de interés entre 50-65°C y la sintesis del ADN a 72°C.

Estas temperaturas pueden variar de acuerdo a las condiciones de la reaccion.

MUESTRAS: cADN obtenido de la reaccién de transcriptasa reversa realizada

previamente, almacenadas en congelacion a -70 °C
EQUIPO:

- ABIPRISM 7000 de Applied Biosystems
- Campana de flujo laminar (Forma Scientific)
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- Centrifuga Mini Spin Eppendorf

MATERIAL: Micropipetas, placa para PCR, tubos Eppendorf, film para la placa de
PCR

REACTIVOS: Agua DEPC, etanol al 70%, Master Mix*, Sonda A_o_D** (assay on

demmand)
PROCEDIMIENTO

- Se prendio y limpid la campana de flujo laminar con etanol al 70%.
- Se colocaron los reactivos en hielo.

- Se prepar6 el Mix de la siguiente manera (al nmero de muestras se le

sumao uno):

e Agua DEPC 4 pL
e Master Mix 6 uL
e Sonda AoD 0.6 uL

- Se agregaron 10.6 pL de Mix a cada tubo de la placa .
- Se agregaron 1.4 pyL de cADN a cada tubo de la placa.
- Se introdujo la placa en el equipo de PCR tiempo real.
- Se corrieron los programas de la siguiente manera:

e 1 ciclo: (95°C/5 min, T°A***/ 1 min, 72°C/1 min)

e 33 ciclos: (95°C/5 min, T°A***/ 1 min, 72°C/1 min)

e 1 ciclo: (95°C/5 min, T°A***/ 1 min, 72°C/1 min)
- Se obtuvo la gréfica y los datos de PCR.

- Se analizaron los resultados.

* Master Mix: Es un preparado de la marca Applied Biosystems que ya incluye la
enzima (Taq polimerasa), buffer de PCR, Cloruro de magnesio y mezcla de
dNTPs.

**Sonda AoD (assay on demmand): incluye el upper primer y lower primer para el

gen que se desee estudiar.
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***T°A = temperatura de alineamiento ( 50-65°C)

NOTA.- La reaccién de PCR en tiempo real ser realizé para el gen constitutivo que

en este caso es ciclofilina y para el o los genes que se deseen estudiar.
CALCULOS
El equipo de PCR tiempo real arrojo un valor llamado “ ct”.

- Se obtuvo el promedio de los valores de ct del grupo control (Caseina 20 %)
tanto de ciclofilina como del gen que se quiere estudiar.

- Se calcul6 act y doct para el promedio del grupo control.

- Se calculo oct y doct para el resto de las muestras (individualmente, no por
grupo).

- Se calculé el valor de la expresion génica de cada muestra.

- Se obtuvo el promedio de la expresion génica de cada grupo.

- Se comparé el promedio de expresion génica de cada grupo con el grupo
control.

- Se obtuvo la estadistica de los valores para determinar si son

estadisticamente diferentes.

Para calcular el valor de expresion génica:
ct SREBP-1 - ct Ciclofilina = dct muestra
**Donde: Ciclofilina es el gen constitutivo.
dct muestra — dct grupo control = 3dct

2 N - ddct = valor de expresion génica
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5.3.2 DETERMINACION DE LIPIDOS EN TEJIDO RENAL
5.3.2.1 EXTRACCION DE LIPIDOS (METODO DE FOLCH)

USO: Esta técnica se utilizd para llevar a cabo la extraccion de los lipidos

renales para su posterior cuantificacion.

FUNDAMENTO: La mezcla cloroformo/metanol 2:1 extrae el total de lipidos. La
extraccion y purificacion de lipidos a partir del tejido animal se desarrollé en dos
operaciones: 1) los lipidos fueron extraidos por homogenizacion del tejido con la
mezcla de solventes cloroformo/metanol 2:1 y centrifugando el homogenizado; 2)
el homogenizado, el cual contiene los lipidos de los tejidos acompafado de
sustancias no lipidicas, es liberado de éstas por la adiciéon de NaCl al 0.9%. Se
obtuvo un sistema bifasico. La fase superior fue desechada. La fase inferior
contiene esencialmente el total de lipidos de los tejidos.

MATERIAL: Gradilla, tubos esmerilados, tubos “falcén”, piseta, tubos “corex” de 30
mL, pipeta estéril desechable, micropipetas, puntas de micropipeta, pipetas

Pasteur, cortador (“cutter”), tubos con rosca, “vortex”.
MUESTRAS: Rifién de rata Zucker®™ conservado en congelacién (-70°C).

REACTIVOS: Solucion Cloroformo/metanol 2:1, NaCl al 0.9%, Isopropanol/Triton
al 10%.

PREPARACION DE REACTIVOS

a) Solucion cloroformo/ metanol 2:1 (120 mL)
- Cloroformo 80 mL
- Metanol 40 mL

b) NaCl al 0.9% (100 mL)
- NaCl 09¢g
Aforar a 100 mL con agua destilada

c) lIsopropanol/Triton al 10%  (50mL)
- Isopropanol (2-propanol) 45 mL
- Triton X100 5mL
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EQUIPO:
- Centrifuga Beckman (JC-MC Centrifuge)

- Polytron Kinematica
- Vortex
- Aireador

PROCEDIMIENTO
- Se pipetearon 6 mL de solucidon cloroformo/metanol en tubos esmerilados.

- Se colocaron 150 mg de tejido y se homogenizaron con “Polytron” por 1minuto.

- Se taparon con aluminio y se dejaron reposar 15 min a temp. ambiente.
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5.3.2.2 CUANTIFICACION DE COLESTEROL EN TEJIDO RENAL
COLESTEROL FS* (*Fluid Stable = liguido estable)
USO: Se utilizé esta técnica para realizar una determinacion cuantitativa in vitro de

colesterol total presente en el tejido renal de los animales analizados.

FUNDAMENTO: 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 por el peréxido de hidrogeno bajo la accion catalitica de la

peroxidada (Reaccion de Trinder).

CHE
Ester de colesterol + H,O — Colesterol + acido graso

CHO
Colesterol + Oy —» Colesterol — 3 — ono + H,O»

POD
2 H,0; + 4- Aminoantipirina + Fenol —— Quinoneimino + 4H,0,

CHE: colesterol esterasa
CHO: colesterol oxidasa

POD: peroxidasa

MATERIAL: Reactivo de colesterol, pipetas automatizadas, cronémetro, tubos de
ensayo, espectrofotometro con capacidad de leer a 520nm, Termobloque
multiblock Heater (Lab line), estdndar o calibrador de triglicéridos, sueros control

de colesterol con concentracion conocida.

REACTIVOS:

Solucién amortiguadora pH 6,7 50 mmol/L
Fenol 5mmol/L
4- Aminoantipirina 0,3 mmol/L
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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

- Longitud de onda 500 nm - 546 nm

- Paso 6ptico lcm

- Temperatura 20 — 25°C / 37°C

- Medicién Respecto al blanco de reactivo
- Mezclar

- Se incubo durante 20 minutos a 20 — 25°C o durante 10 minutos a 37°C.
- Se leyo la absorbancia dentro de 60 minutos contra el blanco de reactivo.
CALCULOS

Con estandar o calibrador.

Colesterol [mg /dL] = _AA Muestra X Conc.Estd./ Cal /[[mg/ dL]
AA Estd. / Cal

Para convertir de mg/ dL de colesterol a mmol/L se utilizé la siguiente férmula:

Colesterol [mg / dL] x 0,02586 = Colesterol [mmol/L]

VALORES DE REFERENCIA

Deseable <200 mg /dL (5,2 mmol/L)
Limite de alto riesgo 200 — 240 mg /dL (5,2 — 6,2 mmol/L)
Alto riesgo > 240 mg/dL (>6,2 mmol/L)
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5.3.2.3 CUANTIFICACION DE TRIGLICERIDOS EN TEJIDO RENAL
Triglicéridos FS* (*Fluid Stable = liquido estable)

USO: Se utilizo esta técnica para realizar una determinacion cuantitativa in vitro de

los triglicéridos totales presentes en el tejido renal de los animales analizados.

FUNDAMENTO: Determinacion de los triglicéridos después de la division
enzimatica con lipoproteina lipasa. El indicador es la quinoneimina la cual se
genera a partir de la 4-aminoantipirina y el 4-clorofenol por el peréxido de

hidrogeno bajo la accion catalitica de la peroxidasa.

LPL
Trigliceridos — Gilicerol + &cido 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 + HCI + 4
H.O

LPL: lipoproteina lipasa

GK: Glicerocinasa

GPO: Glicerol 3-fosfato oxidasa
POD:peroxidasa

REACTIVOS

Componentes y concentraciones en el test

Reactivo:
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Amortiguadora de “Good” pH 7.2 50 mmol/L

4-Clorofenol 4 mmol/L
ATP 2 mmol/L
Mg?®* 15 mmol/L
Glicerocinasa (GK) >0.4 kU/L
Peroxidasa (POD) > 2 kU/L
Lipoproteinlipasa (LPL) > 2kU/L
4-Aminoantipirina 0.5 mmol/L
Glicerol-3-fosfato-oxidasa (GPO) > 0.5 kU/L
Estandar: 200 mg/ dL (2.3 mmol/L)

MATERIAL: Reactivo de triglicéridos, pipetas automatizadas, cronometro, tubos

de ensayo, espectrofotdmetro con capacidad de leer a 520nm, Termobloque

Multiblock Heater (Lab line), estandar o calibrador de triglicéridos, sueros control

de triglicéridos con concentracion conocida.

PROCEDIMIENTO

- Longitud de onda 500 nm, Hg 546 nm

- Paso 6ptico lcm

- Temperatura 20 — 25°C / 37°C

- Se midio respecto al blanco de reactivo

- Se mezclé

- Se incubo durante 20 minutos a 20 — 25°C o durante 10 minutos a 37°C.

- Se leyo la absorbancia dentro de 60 minutos contra el blanco de reactivo.
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CALCULOS

Con estandar o calibrador.

Triglicéridos [mg /dL] = _AA Muestra X Conc.Estd./ Cal /[[mg/ dL]
AA Estd. / Cal

VALORES DE REFERENCIA

Deseable < 200 mg /dL (en ayuno) (2,3 mmol/L)
Limite de alto riesgo 200 — 240 mg /dL (2,3 — 4,5 mmol/L)
Alto riesgo > 400 mg/dL (4,5 mmol/L)

5.3.3 DETERMINACION DE CREATININA EN SUERO

USO: Se realiz6 la determinacion cuantitativa de creatinina presente en suero y
orina de los animales analizados, para obtener el nivel de depuracion de creatinina

y de esta manera conocer la evolucion del dafio renal.

FUNDAMENTO: La creatinina reacciona con el acido picrico en condiciones
alcalinas para formar un complejo de color que absorbe a 510 nm. La razén de

formacion del color es proporcional a la creatinina en la muestra

Alcali
Creatinina + picrato de sodie——» Complejo creatinina-picrato (amarillo-
naranja)
REACTIVOS

Creatinina reactivo 1: Buffer alcalino

Creatinina reactivo 2; Acido Picrico 40 mM. Surfactante
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MATERIAL: Creatinina R1, creatinina R2, pipetas automatizadas, cronémetro,
tubos de ensayo, espectrofotometro con celda de temperatura controlada, blogue
térmico (37°C).

PROCEDIMIENTO

- Longitud de onda 510 nm

- Tipo de ensayo razon inicial
- Razon muestra/reactivo 1:20

- Direccion de la reaccion incremento

- Temperatura 37°C
- Tiempo lag 60 seg

- Tiempo de lectura 60 seg

- Valor normal bajo 0.40

- Valor normal alto 1.40

- Se colocé la celda del espectrofotbmetro a 37°C.
- Se pipeted 1 mL del reactivo de trabajo en cada tubo.
- Se ajusto a cero respecto el espectrofotometro con blanco de reactivo a 510 nm.

- Se agreg6 50 uyL de muestra al reactivo, se mezcl6 e inmediatamente se coloco

en la celda.
- Se leyo exactamente después de 60 segundos y se anot6 la absorbancia (Al).

- Se volvié a leer exactamente 60 segundos después de Al, y se anoto la

absorbancia (A2).

- Se calcul6 el cambio de absorbancia (A1-A2).
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CALCULO

Con estandar o calibrador.

Creatinina [mg / dL] = _Abs Muestra X Conc.Estd.[mg / dL]
Abs Estd

VALORES DE REFERENCIA
0.40-1.40 mg/dL en humanos

35,36-44,20 pymol/ L en rata Zucker™™

Depuracién de creatinina (mL /min) = Flujo urinario (mL/min) * Creatinina urinaria

(mg/dL)

Creatinina sérica (mg/dL)
En donde:

Flujo urinario (mL /min) = Vol. orina 24 h (mL)

1440 min

5.3.4 TECNICAS HISTOLOGICAS
5.3.4.1 OBTENCION DE PREPARACIONES HISTOLOGICAS

USO.- Se utilizan para obtener preparaciones histolégicas de cortes de tejido
montados sobre un cubreobjetos con imagenes de estructuras contrastadas para

su estudio y observacion mediante microscopia Optica.

Nota: Este procedimiento se utiliza para tinciones que no se llevan a cabo en

fresco.

FUNDAMENTO.- Para obtener una preparacion histolégica deben llevarse a cabo

una serie de etapas hasta la inclusion en parafina. Las etapas son las siguientes:
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- Fijacion : se trata el tejido con sustancias quimicas con la finalidad de
conservarlo lo mas parecido posible a su estado in vivo, interrumpir los
procesos celulares post mortem, destruir microorganismos, aumentar la
dureza para facilitar la preparacion de peliculas finas.

- Deshidratacion: la muestra se hace pasar por concentraciones crecientes
de etanol, empezando con etanol al 70% hasta etanol absoluto. El objetivo
es eliminar el agua del tejido.

- Aclaramiento: El tejido se pasa a una solucién miscible tanto con el etanol
como con la parafina la sustancia comunmente utilizada es el xilol. Se llama
aclaramiento ya que el tejido se torna transparente, esto se debe a que
cambia su indice de refraccion.

- Inclusién: A fin de que los cortes puedan ser suficientemente finos y ser
observados al microscopio deben ser envueltos en alguna sustancia de
consistencia firme, en este caso la parafina.

- Corte: el bloque de parafina se corta en un equipo llamado micrétomo. El
grosor del corte debe ser de 3 a 10 micrometros, deben ser lo
suficientemente delgadas para permitir el paso de la luz y asi puedan ser
observadas en el microscopio.

- Tincidén.- Los cortes carecen de color y no son aptos para su observacion
en el microscopio, por lo tanto, se le realizan distintos tipos de tinciones
dependiendo de que es lo que se quiera analizar.

EQUIPO.- Estufa, micr6tomo

MATERIAL.- casete de inclusion, vasos de precipitados, equipo de diseccion,

guillotina,

REACTIVOS.- etanol al 70%, etanol al 80%, etanol al 90%, etanol al 96%, etanol

absoluto, formalina al 10%, xilol, parafina
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PREPARACION DE REACTIVOS

Formalina al 10%

- Formalina comercial 100 mL
- Fosfato de sodio monobasico 34¢g
- Fosfato de sodio dibasico 6.19g
- Agua destilada 900 mL

Disolver el fosfato de sodio monobasico y el fosfato de sodio dibasico en el agua
destilada. Agregue la formalina y mezcle bien.

PROCEDIMIENTO

1.- Se obtuvo el tejido renal

Fijacion

2.- Se introdujo el tejido en formalina al 10% durante 24 hrs.
Deshidratacion

3.- Se sumergio el tejido en etanol al 70% durante 1 hr.
4.- Se sumergio el tejido en etanol al 80% durante 1 hr.
5.- Se sumergio el tejido en etanol al 90% durante 1 hr.
6.- Se sumergio el tejido en etanol al 96% durante 1 hr.
7.- Se sumergi6 el tejido en etanol absoluto durante 1 hr.
Aclaramiento

8.- Se sumergio el tejido en xilol durante 1 hr.

Inclusion

9.- Se coloco la muestra de tejido en un recipiente y se agrego la parafina fundida
a 60°C
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10.- Se coloc6 la muestra en la estufa durante 2 hrs. a 60°C

11.- Se colocéd la muestra en el casette de inclusion y se rellené con parafina
fundida.

Corte

12.- Se corto la muestra en el micrétomo con un grosor de 3 a 5 micrometros.

5.3.4.2 TINCION TRICROMICA DE MASSON

USO.- La tincién tricrémica de Masson se utiliza para la coloracién de fibras de

colageno elasticas.

FUNDAMENTO.- Las coloraciones tricromicas usan dos o mas colorantes para
tefir diferencialmente las diversas estructuras histologicas, segun su basofilia /
acidofilia o por su apetencia por un colorante especifico. Es una técnica para la
coloracién de fibras colagenas y elasticas. Se observan 3 colores distintos:
estructuras basofilas (como la cromatina) de color pardo-marrén a negro, las
estructuras débilmente acidofilas de rojo a naranja y las fuertemente acidofilas

(como las fibras de colageno) de azul a verde.
EQUIPO.- Estufa

MATERIAL.- Portaobjetos, cubreobjetos, vasos de precipitados, frascos con

goteros, piseta, frascos para reactivos

REACTIVOS.- Xilol, etanol absoluto, etanol al 96%, etanol al 70%, agua destilada,
colorante hematoxilina de Weigert, colorante fucsina de Ponceau, &cido
fosfomolibdico, colorante verde luz, balsamo de Canada, cloruro férrico, acido
clorhidrico 1 N.

PREPARACION DE REACTIVOS

Cloruro Férrico al 29 %
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- Cloruro férrico 299
- Aguadestilada 100 mL
Se disolvio el cloruro en el agua destilada y se mezcl6 bien.

Hematoxilina de Weigert

Solucion A:
- Hematoxilina 19
- Etanol al 96 % 100 mL

Se disolvieron los cristales de hematoxilina en el etanol y se mezclo bien.

Solucion B:
- Cloruro Férrico al 29% 4 mL
- &cido clorhidrico 1 N 1mL
- Agua destilada 95 mL

Se mezclé bien

** Se mezclo antes de usarse partes iguales de solucion Ay B (mezclar siempre B
sobre A).

Fucsina de Ponceau (fucsina acida)
- Fucsina 1g
- Etanolal 70% 100 mL

Se disolvieron los cristales de fucsina en el etanol y se mezcl6 bien.

Verde Luz
- Verde luz 19
- destilada 100 mL
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Se disolvieron los cristales de verde luz en agua destilada y se mezclé bien.

acido fosfomolibdico
- acido fosfomolibdico 5 mg
- Agua destilada 100 mL
Se disolvio el acido fosfomolibdico en el agua destilada y se mezclo bien.
PROCEDIMIENTO
Desparafinado
1.- Se calentd la muestra en estufa durante 20 min a 60°C.
2.- Se sumergio la muestra en xilol durante 15 min.
Hidratacion
3.- Se sumergio en etanol absoluto durante 5 min.
4.- Se sumergio en etanol al 96% durante 5 min.
5.- Se sumergi6 en etanol al 70% durante 5 min.
6.- Se lavo con agua destilada.
Tincién

7.- Se bafd la muestra con el colorante hematoxilina de Weigert y se dejé durante

5 min.
8.- Se enjuagdb con agua corriente durante 10 min.
9.- Se enjuagod con agua destilada.

10.- Se bafd la muestra con el colorante fucsina de Ponceau y se dejo durante 5
min.
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11.- Se enjuagob con agua destilada.

12.- Se agrego la solucién de acido fosfomolibdico y se dejé durante 5 min.

13.- Se enjuag6 con agua destilada.

14.- Se volvié a agregar solucion de acido fosfomolibdico y se dej6é durante 5 min.
15.- Se enjuagd con agua destilada.

16.- Se bafio la muestra con el colorante verde luz y se dejo de 5 a 7 min.
Deshidratacion

17.- Se sumergio en etanol al 70% durante 5 min.

18.- Se sumergio en etanol al 96% durante 5 min.

19.- Se sumergio en alcohol absoluto durante 5 min.

20.- Se sumergio en Xilol durante 5 min.

21.- Se lavo con agua destilada.

Montaje

22.- Se mantuvieron los portaobjetos en xilol hasta el momento de ser procesados.
23.- Se limpié el portaobjetos suavemente para quitar el exceso de xilol.

24.- Se afadi6é al portaobjetos 1- 3 gotas de balsamo de Canada (medio de

montaje).
25.- Se colocé la muestra sobre el portaobjetos.

26.- Se coloco el cubreobjetos de tal manera que todas las gotas de medio de

montaje lo toquen para asi evitar que se formen burbujas.
27.- Se retir6 con una toalla de papel el exceso de medio de montaje.
28.- Se coloco el portaobjetos en la estufa a 42 °C y se dejo que se seque.
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5.3.4.3 TINCION DEL ACIDO PERYODICO DE SCHIFF (PAS)

USO.- La reaccion de PAS tifie hidratos de carbono, y se usa para detectar:
granulos de glucogeno, membranas basales de los epitelios y fibras reticulares de

tejido conjuntivo.

FUNDAMENTO.- Se basa en la reaccion con el reactivo de Schiff de los grupos
aldehido liberados de los grupos glicol presentes en los hidratos de carbono tras
su oxidacién con acido perydédico. El reactivo de Schiff contiene fucsina bésica (o
pararrosanilina), que en solucién acida y en presencia de SO, da lugar a una
forma no coloreada (acido N-sulfonico). Este reactivo reacciona con los grupos
aldehido libres formando un compuesto insoluble de color parpura. Esta técnica se
utiliza sobre cortes obtenidos de tejido incluido en parafina o de tejido congelado.

Se observan los hidratos de carbono de color purpura.
EQUIPO.- Estufa

MATERIAL.- Portaobjetos, cubreobjetos, vasos de precipitados, frascos con

goteros, piseta, papel filtro, frascos para reactivos

REACTIVOS.- Xilol, etanol absoluto, etanol al 96%, etanol al 70%, agua destilada,
acido peryadico, reactivo de Schiff, bisulfito de sodio, hematoxilina, balsamo de
Canada, acido clorhidrico 1 N, color vegetal, fucsina basica, sulfato aluminico

potasico, iodato de sodio.

PREPARACION DE REACTIVOS
acido peryadico al 0.5% acuoso
- &cido peryédico 0.5¢g

- Agua destilada 100 mL
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Se disolvio el acido peryédico en el agua destilada y se mezclo bien.

Reactivo de Schiff

- Fucsina basica 19

- Agua destilada 200 mL
- HCI 1N 20 mL
- bisulfito de Sodio 19

- Color vegetal 05¢g

Se disolvié la fucsina en agua destilada caliente y se calentd hasta que hirvid. Se
dej6é enfriar hasta aproximadamente 50 °C y se filtr6. Se afiadié el HCl y se dejo
enfriar. Se afadio el bisulfito de sodio. Se dejo reposar 48 hrs en la oscuridad

(debe adquirir un color paja).

Se afadio el color vegetal y se agité un minuto. Se filtré hasta tener un color claro.

Se almacené en refrigeracion en frasco ambar.
Hematoxilina de Mayer

- Agua destilada 1000mL

- Hematoxilina 19

- Sulfato aluminico potasico 50 g

- lodato de sodio 0.2g

Se disolvié el sulfato aluminico potasico en el agua destilada a temperatura

ambiente; una vez disuelto se afiadio la hematoxilina y el iodato sodico.

PROCEDIMIENTO
Desparafinado

1.- Se calentd la muestra en estufa durante 20 min a 60°C.
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2.- Se sumergio la muestra en xilol durante 15 min.
Hidratacion

3.- Se sumergi6 en etanol absoluto durante 5 min.
4.- Se sumergio en etanol al 96% durante 5 min.
5.- Se sumergio en etanol al 70% durante 5 min.
6.- Se lavo con agua destilada.

Tincién

7.- Se agrego sobre la muestra acido peryodico y se dejé durante 5 min.

8.- Se lavo con agua corriente durante 5 min.

9.- Se agrego reactivo de Schiff y se dejé durante 5 min.

10.- Se agrego bisulfito de sodio al 2% y se dejo durante 5 min.
11.- Se lavo con agua corriente durante 5 min.

12.- Se agregd hematoxilina de Mayer y se dej6é durante 10 min.
13.- Se lavo con agua corriente durante 5 min.

Deshidratacion

14.- Se sumergio6 en etanol al 70% durante 5 min.

15.- Se sumergio en etanol al 96% durante 5 min.

16.- Se sumergio en alcohol absoluto durante 5 min.

17.- Se sumergio en Xilol durante 5 min.

18.- Se lavo con agua destilada.
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Montaje

19- Se mantuvieron los portaobjetos en xilol mientras le tocé el turno de ser

procesado.
20.- Se limpid6 el portaobjetos suavemente para quitar el exceso de xilol.

21.-Se afadio al portaobjetos 1- 3 gotas de balsamo de Canada (medio de

montaje).
22.- Se coloco la muestra sobre el portaobjetos.

23.- Se coloco el cubreobjetos de tal manera que todas las gotas de medio de

montaje lo tocaran para asi evitar que se formaran burbujas.
24.- Se retir6 con una toalla de papel el exceso de medio de montaje.

25.- Se coloco el portaobjetos en la estufa a 42 °C y se dejo secar.

5.3.4.4 ANALISIS DE LAS PREPARACIONES MEDIANTE MICROSCOPIA

Una vez que se tienen las laminillas ya tefildas se observaron y analizaron al
microscopio, utilizando el programa Leica QWin. Se escogieron las 5 mejores
laminillas de cada grupo y en cada laminilla y en cada una se analizaron 10
campos, utilizando el objetivo de 40X, por lo que se tuvo un aumento de 400

Vveces.

En las laminillas con tincibn de PAS se evalué la expansion mesangial. Se
midieron con el programa Leica QWin 10 glomérulos y en cada uno de estos las
zonas donde se observd una tincion roja intensa, las cuales indicaron el grado de

expansion mesangial.

En las laminillas con tincion de Masson, el procedimiento fue el mismo que en las

laminillas con tincion de PAS a diferencia de que en este caso se midieron las
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zonas en donde se observd una tincidn azul intensa, las cuales indicaron la

fibrosis presente en el glomérulo.

Una vez medidos los campos se obtuvo el promedio de cada muestra y
posteriormente de cada grupo. Para asi obtener el porcentaje de expansion
mesangial y el porcentaje de fibrosis respectivamente. Los resultados se

graficaron y analizaron.

5.3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como el promedio SEM (error estandar de la media,
por sus siglas en inglés). Cada grupo incluyd aproximadamente siete animales.
Los datos fueron analizados por andlisis de varianza, ANOVA, cuando el analisis
fue significativo se evalué por medio de la prueba de t student para ANOVA. La

significancia estadistica se acepta a un nivel de p< 0.05.

102



CAPITULO VI
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 CUANTIFICACION DE ARN

Se realiz6 la extraccion del ARN total de tejido renal de ratas de raza Zucker™™

alimentadas durante 55 dias mediante los diferentes tratamientos dietarios antes

descritos.

Posterior a la extraccion del ARN del rifion, se realizé la cuantificacion de éste
mediante espectrofotometria. La cuantificacion se realiz6 a 260 nm. También se
midié la absorbancia de las muestras a 280 nm, con el objetivo de obtener la
relacion abs. a 260 nm / abs. a 280 nm la cual ayuda a determinar la pureza del
ARN extraido. El valor de la relacion abs. 260 nm / abs. a 280 nm se debe
encontrar en un rango de 1.9 a 2.2, ya que valores fuera de este rango pueden
indicar contaminacion de la muestra con proteina. En la Tabla A.l.1 se muestran
los valores obtenidos mediante la determinacion de absorbancia a 260/280 nm,
por lo que los valores dentro del rango indican la pureza y, por lo tanto, las
muestras no estan contaminadas. La Tabla A.l.2 muestra ya los valores obtenidos

de concentracién para el ARN.

6.2 ELECTROFORESIS DE ARN

Para comprobar la integridad del ARN extraido, se realiz6 una electroforesis en gel
de agarosa al 1.5%. La Tabla A.l.3 muestra los célculos para que en el cargado
del gel todas las muestras tuvieran la misma concentracion. En un ARN integro
(no degradado) deben observarse dos bandas muy claras que corresponden a los
fragmentos de ARNr 28 Sy 18 S, la banda 28 S debe ser dos veces mas brillante
que la banda 18 S. En las Figuras 6.1 a 6.4 se puede observar que en los geles
obtenidos se tienen perfectamente separadas las dos bandas de ARNr, una con
mayor intensidad que la otra. Incluso, en la parte inferior del gel se pude observar
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una banda muy tenue que indica la presencia de ARNm, por lo tanto, el ARN

extraido se encuentra integro.
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Figura 6.1 Imagen del gel A de agarosa para electroforesis de ARN
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Figura 6.2 Imagen del gel B de agarosa para electroforesis de ARN
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Figura 6.3 Imagen del gel C de agarosa para electroforesis de ARN
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Figura 6.4 Imagen del gel D de agarosa para electroforesis de ARN
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6.3. REACCION DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA (RT por sus siglas en
inglés)

Una vez analizada y corroborada la pureza e integridad del ARN extraido, se
realizaron las diluciones correspondientes para poder llevar a cabo la reaccion de
RT (Tabla A.l.4). Las diluciones se cuantificaron para asegurarse de que
estuvieran en un rango de 130 a 170 ng/uL (Tabla A.l.5). Con estas diluciones se
realiz la reaccion de RT con lo que se obtuvo el ADNc necesario para realizar el
estudio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés)

en tiempo real (Tabla A.1.6).

6.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL (PCR

por sus siglas en inglés)

Para las determinaciones de PCR en tiempo real se requirid primero realizar el
estudio con un gen constitutivo o que se exprese en forma continua, el cual
independientemente del tratamiento que se le dé al animal no debe cambiar sus
niveles de expresion. En este caso se empled el gen constitutivo de la ciclofilina
gue se determind en tejido renal. Se decidié usar este gen ya que al realizar la
determinacion de expresion génica en tiempo real no varié con los diferentes
tratamientos dietarios utilizados. En la figura 6.5 puede observarse que las curvas
de expresion génica obtenidas en el PCR tiempo real de ciclofilina, son muy
cercanas entre si. Esto indica que la expresion génica de las muestras para el gen
constitutivo de la ciclofilina se encuentran en el mismo rango de expresion

independientemente del tratamiento dietario administrado.
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Figura 6.5 Pantalla del programa para la reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real parala amplificacion del gel de ciclofilina

Se evalué la expresion génica de los factores de transcripcion SREBP-1, SREBP-
2 y algunos de sus genes blanco, los cuales fueron: FAS, HMG-CoA reductasa,
CPT-1. Se evaluaron ademéas algunos genes involucrados en el proceso
inflamatorio y de fibrosis, los cuales fueron: TNF-a, IL 6, TGF-B y Colagena Tipo
IV, asi como la expresion de los genes de las proteinas Nefrina y Podocina en

tejido renal.

Para evaluar la expresion génica relativa, se utilizo la técnica de analisis de PCR
en tiempo real por el método competitivo de ciclo al corte (Ct por sus siglas en

inglés). Se utilizé al grupo de ratas Zucker %

alimentadas con 20% de proteina de
caseina como grupo control, contra el cual fue evaluada la expresion génica del
resto de los tratamientos dietarios. Por metodologia se asigna un valor de 1.0

(+0.05) a la expresiéon génica del grupo control.
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Enlas Tablas A.l.7 a A.l.17 se muestran los calculos..

La expresion génica relativa de cada tratamiento dietario se expres6 como el
promedio + SEM (error estandar de la media, por sus siglas en inglés). Los datos
fueron analizados por analisis de varianza, ANOVA, la significancia fue evaluada
por medio de una prueba de t student, para determinar si existe o no diferencia
estadisticamente significativa entre grupos. La significancia estadistica se acepta a
un nivel de p< 0.05. Los resultados fueron graficados y se muestran a

continuacion.
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6.4.1 SREBP-1

El factor de transcripcion SREBP-1 activa los genes involucrados en la sintesis de

acidos grasos, siendo su principal gen blanco la sintasa de acidos grasos (FAS).

Abundancia relativa del RNAm del gen SREBP-1
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Grafica 6.1 Expresion relativa del ARNm del gen SREBP-1/Ciclofilina

Con respecto al grupo alimentado con el tratamiento dietario de caseina al 20%
(C20), considerado como el grupo control, se puede observar diferencia
estadisticamente significativa en los grupos de animales que fueron alimentados
con caseina al 30 y 45% (C30 y C45) y en los grupos de animales que fueron

alimentados con proteina de soya al 30 y 45% (S30 y S45), los cuales presentan
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una expresion génica del factor de transcripcion SREBP-1 mucho mas alta que la
del grupo control, especialmente en el caso de los grupos que fueron alimentados
con caseina, donde la expresion génica del factor de transcripcion SREBP-1 en
tejido renal aumenta casi al doble.

El Unico grupo de animales donde no se observa diferencia estadisticamente
significativa respecto al grupo control, es en el grupo de animales alimentados
con proteina de soya al 20% (S20). Ambos presentan una expresion génica del

factor de transcripcion SREBP-1 en tejido renal similar.

Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos, sin embargo, se
observa la tendencia de que la expresion génica del factor de transcripcion
SREBP-1 en tejido renal en los grupos que fueron alimentados con proteina de
soya son siempre menores que los de los grupos que fueron alimentados con

caseina.

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con el mismo tipo
de proteina (C20-C30-C45 y S20-S30-S45), se observa que la expresion génica
del factor de transcripcion SREBP-1 en tejido renal aumenta al incrementarse la
concentracion de proteina en la dieta. Este aumento se observa
independientemente del tipo de proteina presente en los tratamientos dietarios

administrados .

En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la grafica 6.1, se puede
decir que, la expresion del factor de transcripcion SREBP-1 en tejido renal,
encargado de la sintesis de acidos grasos, se aumenta en tejido renal al
incrementar la concentracion de proteina en la dieta, sin embargo este aumento
se da en menor proporcion al tratarse de proteina de soya, sin alcanzar la

diferencia estadistica.
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6.4.2 FAS

La sintasa de acidos grasos (FAS) cataliza la reaccion de malonil CoA a &cidos
grasos en la ruta metabdlica de la sintesis de acidos grasos. Su metabolismo y
homedstasis es regulada transcripcionalmente por el factor de transcripcién

SREBP-1, por lo tanto, se le considera gen blanco de este.
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Grafica 6.2 Expresion relativa del ARNm del gen FAS/Ciclofilina

Con respecto al grupo alimentado con el tratamiento dietario de caseina al 20%
(C20), considerado como el grupo control, se puede observar que no hay
diferencia estadisticamente significativa en la expresion génica de FAS en tejido

renal con ninguno de los tratamientos dietarios (C30, C45, S20, S30 y S45).
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Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos. La de expresion

génica de FAS en tejido renal es similar.

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con el mismo tipo
de proteina (C20-C30-C45 y S20-S30-S45), se observa que la expresion génica
de FAS en tejido renal aumenta al incrementarse la concentracion de proteina en
la dieta. Este aumento se observa independientemente del tipo de proteina

presente en los tratamientos dietarios administrados .

En base a los resultados obtenidos en la grafica 6.2, se puede decir que, la
expresion génica de FAS en tejido renal, encargado de la sintesis de &cidos
grasos, se incrementa al aumentar la concentracion de proteina en la dieta, sin
embargo, este aumento se da en menor proporcion al tratarse de proteina de

soya, sin alcanzar la diferencia estadistica.
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6.4.3 SREBP-2

El factor de transcripcion SREBP-2 esta involucrado en la sintesis de colesterol ,
por lo que uno de sus principales genes blanco es la enzima HMG-CoA

reductasa.

Abundancia Relativa del ARNm del gen SREBP-2
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Gréfica 6.3 Expresion relativa del ARNm del gen SREBP-2/Ciclofilina

Con respecto al grupo alimentado con el tratamiento dietario de caseina al 20%
(C20), considerado como el grupo control, se puede observar diferencia
estadisticamente significativa en el grupo de animales alimentados con caseina al
45% (C45) y en el grupo de animales alimentados con proteina de soya al 30%
(S30), los cuales presentan una expresion génica del factor de transcripciéon

SREBP-2 en tejido renal mas alta que la del grupo control.
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Los grupos donde no se observa diferencia estadisticamente significativa respecto
al grupo control son el grupo de animales alimentados con caseina al 30% (C30)
y los grupos de animales alimentados con proteina de soya al 20 y 45% (S20 y
S45), sin embargo, se observa una expresion génica del factor de transcripciéon

SREBP-2 en tejido renal mayor a la del grupo control.

Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos, sin embargo, se
observa la tendencia de que la expresion génica del factor de transcripcion
SREBP-2 en tejido renal en los grupos de animales que fueron alimentados con
proteina de soya son menores que los de los grupos de animales que fueron

alimentados con caseina.

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con caseina
(C20-C30-C45) se observa que la expresion génica del factor de transcripcion
SREBP-2 en tejido renal aumenta al incrementarse la concentracion de proteina
en la dieta. En los grupos de animales que fueron alimentados con proteina de
soya (S20-S30-S45), se observa un aumento en la expresion génica del factor de
transcripcion SREBP-2 en tejido renal al incrementarse la concentracion de
proteina en la dieta de 20 a 30% y posteriormente disminuye cuando se administra
una dieta con concentracion de proteina de soya de 45%, sin embargo, no se

observa diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo S30.

En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la grafica 6.3, se puede
decir que, la expresion del factor de transcripcion SREBP-2 en tejido renal,
encargado de la sintesis de colesterol, se incrementa al aumentar la concentracion

de proteina en la dieta.
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6.4.4 HMG-CoA REDUCTASA

La enzima HMG-CoA reductasa cataliza la reaccion de HMG-CoA (hidroxi-metil-
glutaril coenzima A),a mevalonato. Esta enzima es limitante en la ruta metabdlica
de la sintesis del colesterol. Su transcripcion esta regulada por el factor de

transcripcion SREBP-2, por lo que se le considera un gen blanco de este.

N
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Abundancia Relativa del ARNm del gen
HMG-CoA reductasa
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Grafica 6.4 Expresion relativa del ARNm del gen HMG-CoA

reductasa/Ciclofilina

Con respecto al grupo alimentado con el tratamiento dietario de caseina al 20%

(C20), considerado como el grupo control, se puede observar diferencia
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estadisticamente significativa en los grupos de animales alimentados con caseina
al 30 y 45% y en el grupo de animales alimentados con soya al 30% (S30), los
cuales presentan una expresion génica de HMG-CoA reductasa en tejido renal
mucho mas alta que la del grupo control, especialmente en el caso de los grupos
que fueron alimentados con caseina, donde la expresion génica de HMG-CoA

reductasa en tejido renal aumenta casi al doble.

Los grupos donde no se observa diferencia estadisticamente significativa respecto
al grupo control, son los grupos de animales alimentados con proteina de soya al
20y 45% (S20 y S45). En el grupo de animales alimentados con proteina de soya
al 45%, se observa un valor de expresion génica de HMG-CoA reductasa en tejido

renal mayor respecto al control.

Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos, excepto en los
grupos de animales alimentados con la concentraciébn mas alta de proteina (45%),
observandose una expresion génica de HMG-CoA reductasa en tejido renal mas
alta en el grupo de animales alimentados con caseina. En todos los grupos se
observa la tendencia de que la expresion génica de HMG-CoA reductasa en tejido
renal en los grupos de animales que fueron alimentados con proteina de soya son
siempre menores que los de los grupos de animales que fueron alimentados con

caseina.

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con caseina
(C20-C30-C45) se observa que la expresion génica de HMG-CoA reductasa en
tejido renal aumenta al incrementarse la concentracién de proteina en la dieta. En
los grupos de animales que fueron alimentados con proteina de soya (S20-S30-
S45), se observa un aumento en la expresion géenica de HMG-CoA reductasa en
tejido renal al incrementarse la concentracion de proteina en la dieta de 20 a 30%
y posteriormente disminuye cuando se administra una dieta con concentracion de

proteina de soya de 45%, observandose diferencia estadistica.
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En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la grafica 6.4 , se puede
decir que, la expresion del gen HMG-CoA reductasa en tejido renal, encargado de
la sintesis colesterol, se incrementa al aumentar la concentracién de proteina en

la dieta.

6.4.5 CPT-1

La oxidacion de los acidos grasos ocurre en de la mitocondria . El transporte de la
molécula de acil CoA grasa al interior de la mitocondria se logra via un
intermediario de acil-carnitina, el que es generado por acciéon de la carnitina

aciltransferasa | (CPT-1).

Abundancia Relativa del ARNm del gen GPT-1

G20 <30 c45 S20 530 545

Caseina Proteina de soya

Tratamientos

Grafica 6.5 Expresion relativa del ARNm del gen CPT-1/Ciclofilina
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Con respecto al grupo alimentado con el tratamiento dietario de caseina al 20%
(C20), considerado como el grupo control, se puede observar diferencia
estadisticamente significativa con el grupo de animales que fueron alimentados
con caseina al 45% (C45) el cual presenta una expresion génica de CPT-1 en
tejido renal mucho mas alta que la del grupo control. La expresion génica de CPT-

1 en tejido renal aumenta casi al doble.

Los grupos de animales donde no se observa diferencia estadisticamente
significativa respecto al grupo control, son el grupo de animales alimentados con
caseina al 30% (C3 0) y los grupos de animales alimentados con proteina de soya
al 20, 30 y 45% (S20, S30 y S45). Todos presentan una expresion génica de CPT-
1 en tejido renal mayor a la del grupo control, sin embargo, no se alcanza la

diferencia estadistica.

Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)

no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos.

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con el mismo tipo
de proteina (C20-C30-C45 y S20-S30-S45), se observa que la expresion génica
de CPT-1 en tejido renal aumenta al incrementarse la concentracion de proteina
en la dieta. Este aumento se observa independientemente del tipo de proteina

presente en los tratamientos dietarios administrados .

En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la gréafica 6.5, se puede
decir que, la expresion de CPT-1 en tejido renal, encargado de la oxidacién
mitocondrial de acidos grasos, se incrementa al aumentar la concentracion de
proteina en la dieta, sin embargo este aumento se da en menor proporcién al

tratarse de proteina de soya, sin alcanzar la diferencia estadistica.
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6.4.6 TNF-a

TNF-a es una citocina producida por el sistema inmune, su liberacion conduce al
reclutamiento de células inflamatorias e inmunoglobulinas. La presencia de esta

citocina proinflamatoria en el rifidn, aumenta la resistencia a la insulina.
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Grafica 6.6 Expresion relativa del ARNm del gen TNF-a /Ciclofilina

Con respecto al grupo alimentado con el tratamiento dietario de caseina al 20%
(C20), considerado como el grupo control, se puede observar diferencia
estadisticamente significativa en los grupos de animales que fueron alimentados
con caseina al 30 y 45% (C30 y C45) y en el grupo de animales que fueron
alimentados con proteina de soya al 30% (S30), los cuales presentan una

expresion génica de TNF-a en tejido renal mucho mas alta que la del grupo
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control, especialmente en el caso de los grupos que fueron alimentados con

caseina, donde la expresion génica de TNF-a en tejido renal aumenta

Los grupos de animales donde no se observa diferencia estadisticamente
significativa respecto al grupo control, son los grupos de animales alimentados
con proteina de soya al 20 y 45% (S20 y S45). El grupos de animales alimentados
con proteina de soya al 20% presenta una expresion génica de TNF-a en tejido
renal similar a la del grupo control. El grupo de animales alimentados con proteina
de soya al 45% presenta una expresion génica de TNF-a en tejido renal mayor

respecto al grupo control.

Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos, sin embargo, se
observa la tendencia de que la expresion génica de TNF-a en tejido renal en los
grupos que fueron alimentados con proteina de soya son siempre menores que los

de los grupos que fueron alimentados con caseina.

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con el mismo tipo
de proteina (C20-C30-C45 y S20-S30-S45), se observa que la expresion génica
de TNF-a en tejido renal aumenta al incrementarse la concentracion de proteina
en la dieta. Este aumento se observa independientemente del tipo de proteina

presente en los tratamientos dietarios administrados .

En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la gréafica 6.6, se puede
decir que, la expresion génica de TNF-a en tejido renal, involucrado en el proceso
de inflamacion, incrementa al aumentar la concentracion de proteina en la dieta.

Este aumento se da en menor proporcion al tratarse de proteina de soya.
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6.4.7 INTERLEUCINA 6

La interleucina-6 es una citocina con actividad proinflamatoria, es un mediador de
la respuesta inmune en fase aguda ya que estimula la sintesis de fibrinogeno. En
el rifidn esta interleucina actia como factor de crecimiento para las células

mesangiales.

Abundancia Relativa del ARNm del gen IL-6
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Grafica 6.7 Expresion relativa del ARNm del gen IL-6 /Ciclofilina
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Con respecto al grupo alimentado con el tratamiento dietario de caseina al 20%
(C20), considerado como el grupo control, se puede observar diferencia
estadisticamente significativa en los grupos de animales que fueron alimentados
con caseina al 30 y 45% (C30 y C45) y en el grupo de animales que fueron
alimentados con proteina de soya al 45% (S45), los cuales presentan una
expresion génica de IL-6 mucho mas alta que la del grupo control, especialmente
en el caso de los grupos que fueron alimentados con caseina, donde la expresiéon

génica de IL-6 en tejido renal aumenta casi al doble.

Los grupos de animales donde no se observa diferencia estadisticamente
significativa respecto al grupo control, son los grupos de animales alimentados con
proteina de soya al 20 y 30% (S20 y S30).

Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos, sin embargo, se
observa la tendencia de que la expresion génica de IL-6 en tejido renal en los
grupos que fueron alimentados con proteina de soya son siempre menores que los

de los grupos que fueron alimentados con caseina.

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con el mismo tipo
de proteina (C20-C30-C45 y S20-S30-S45), se observa que la expresion génica
de IL-6 en tejido renal aumenta al incrementarse la concentracion de proteina en
la dieta. Este aumento se observa independientemente del tipo de proteina

presente en los tratamientos dietarios administrados.

En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la grafica 6.7, se puede
decir que, la expresion de IL-6 en tejido renal, involucrado en el proceso
inflamatorio, se incrementa al aumentar la concentracion de proteina en la dieta,
sin embargo este aumento se da en menor proporcion al tratarse de proteina de

soya.

122



6.4.8 TGF-B

El factor de transformacién tumoral beta, es una citocina que regula la respuesta

inflamatoria, la cicatrizacion y la respuesta inmunoldgica.

28 r -
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Gréfica 6.8 Expresion relativa del ARNm del gen TGF-B /Ciclofilina
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Con respecto al grupo alimentado con el tratamiento dietario de caseina al 20%
(C20), considerado como el grupo control, se puede observar diferencia
estadisticamente significativa Unicamente en el grupo de animales que fueron
alimentados con caseina al 45% (C45), el cual presenta una expresion génica
de TGF-B en tejido renal mucho mas alta que la del grupo control. La expresion

génica de TGF-B en tejido renal aumenta casi al doble.

Los grupos de animales donde no se observa diferencia estadisticamente
significativa respecto al grupo control, es el grupo de animales alimentados con
caseina al 45% (C45) los grupos de animales alimentados con proteina de soya al
20, 30 y 45% (S20, S30 y S45).

Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos, excepto en los
grupos de animales alimentados con concentraciones de proteina al 45%.Se
observa la tendencia de que la expresion génica de TGF-B en tejido renal en los
grupos que fueron alimentados con proteina de soya son siempre menores que los

de los grupos que fueron alimentados con caseina.

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con caseina
(C20-C30-C45), se observa que la expresion génica de TGF-B en tejido renal
aumenta al incrementarse la concentracion de proteina en la dieta. En el caso de
los grupos de animales alimentados con proteina de soya (S20-S30-S45), no se
observa diferencia estadisticamente significativa y la expresion génica de TGF-3

es similar.

En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la gréafica 6.8, se puede
decir que, la expresion de TGF-B en tejido renal, involucrado en el proceso
inflamatorio , se aumenta al incrementar la concentracion de proteina en la dieta,

Gnicamente cuando esta es de origen animal.
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6.4.9 COLAGENA TIPO IV

La colagena tipo IV, es una proteina localizada especificamente en las
membranas basales. Su principal funcion es la de sostén vy filtracion. Cuando se

encuentra en exceso puede conducir al desarrollo de fibrosis.

Abundancia Relativa del ARNm del gen COL IV
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Gréfica 6.9 Expresion relativa del ARNm del gen Colagena Tipo IV/Ciclofilina
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Con respecto al grupo alimentado con el tratamiento dietario de caseina al 20%
(C20), considerado como el grupo control, se puede observar diferencia
estadisticamente significativa en el grupo de animales que fueron alimentados con
caseina al 30 (C30) el cual presenta una expresién génica de colagena tipo IV
en tejido renal mucho mas alta que la del grupo control. La expresion génica de

colagena tipo IV en tejido renal aumenta casi al doble.

Los grupos de animales donde no se observa diferencia estadisticamente
significativa respecto al grupo control, es en el grupo de animales alimentados
con caseina al 45% (C25) y los grupos de animales que fueron alimentados con
proteina de soya al 20, 30 y 45% (S20, S30 y S45) .

Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos y presentan una

expresion génica de colagena tipo IV en tejido renal similar.

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con el mismo tipo
de proteina (C20-C30-C45 y S20-S30-S45), se observa que la expresion génica
de colagena tipo IV en tejido renal aumenta al incrementarse la concentracion de
proteina en la dieta. Este aumento se observa independientemente del tipo de

proteina presente en los tratamientos dietarios administrados .

En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la grafica 6.9, se puede
decir que, la expresion de colagena tipo IV en tejido renal, involucrado en el
proceso de fibrosis, se incrementa al aumentar la concentracion de proteina en la

dieta, sin alcanzar la diferencia estadistica.
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6.4.10 PODOCINA

La podocina es una proteina forma parte estructural de los podocitos, se
encuentra en la hendidura diafragmatica y tiene un papel importante en la barrera

de filtracién glomerular.

Abundancia Relativa del ARNm del gen Podocina

G20 &30 <45 520 530 545

Caseina Proteina de soya

Tratamientos

Gréfica 6.10 Expresion relativa del ARNm del gen Podocina/Ciclofilina
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Con respecto al grupo alimentado con el tratamiento dietario de caseina al 20%
(C20), considerado como el grupo control, se puede observar diferencia
estadisticamente significativa en el grupo de animales que fueron alimentados
proteina de soya al 45% (S45) el cual presentan una expresion génica de la

proteina podocina en tejido renal mas alta que la del grupo control.

Los grupos de animales donde no se observa diferencia estadisticamente
significativa respecto al grupo control, son los grupos de animales alimentados
con caseina al 30 y 45% (C30 y C45) y los grupos de animales alimentados con
proteina de soya al 20 y 30% (S20 y S30). Todos presentan una expresion génica
de la proteina podocina en tejido renal similar a la del grupo control.

Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos, excepto en los

grupos de animales alimentados con concentraciones de proteina al 45%.

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con el mismo tipo
de proteina (C20-C30-C45 y S20-S30-S45), unicamente se observa un cambio
significativo en la expresion génica de la proteina podocina en tejido renal

En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la grafica 6.10, se puede
decir que, la expresion de la proteina podocina en tejido renal, involucrado en la
filtracion glomerular, se incrementa Unicamente cuando se administra una dieta

de proteina de soya al 45%
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6.4.11 NEFRINA

La proteina Nefrina forma parte estructural de los podocitos que rodean el epitelio
de los capilares de los glomérulos. Tiene un papel fundamental en la barrera de
filtracion del rifidn y participa en la transduccion de sefales intracelulares

importantes para la funcionalidad y supervivencia del podocito.

Abundancia Relativa del ARNm del gen Nefrina

G20 G30 G45 520 530 545

Caseina Proteina de soya
Tratamientos

Gréfica 6.11 Expresion relativa del ARNm del gen Nefrina/Ciclofilina
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Con respecto al grupo alimentado con el tratamiento dietario de caseina al 20%
(C20), considerado como el grupo control, se puede observar diferencia
estadisticamente significativa en el grupo de animales que fueron alimentados con
proteina de soya al 45% (S45), el cual presenta una expresion génica de la
proteina nefrina en tejido renal mucho mas alta que la del grupo control. La

expresion génica de la proteina nefrina en tejido renal aumenta mas del doble.

Los grupos de animales donde no se observa diferencia estadisticamente
significativa respecto al grupo control, es en el grupo de animales alimentados
con caseina al 30 y 45% (C30 y C45) y los grupos de animales alimentados con
proteina de soya al 20 y 30% (S20 y S30).

Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos, excepto en los
grupos de animales alimentados con concentraciones de proteina del 45%. Se
observa la tendencia de que la expresion génica de la proteina nefrina en tejido
renal en los grupos que fueron alimentados con proteina de soya son siempre

mayores que los de los grupos que fueron alimentados con caseina.

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con caseina el
mismo tipo de proteina (C20-C30-C45) la expresion génica de la proteina nefrina
en tejido renal incrementa al aumentar la concentracién de proteina, sin alcanzar
la significancia estadistica. En los grupos de animales alimentados con proteina de
soya (S20-S30-S45), se observa que la expresion génica de la proteina nefrina en
tejido renal aumenta al incrementarse la concentracion de proteina en la dieta y

este aumento es estadisticamente significativo.

En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la gréfica 6.11, se puede
decir que, la expresién de la proteina nefrina en tejido renal, involucrado en la
filtracion glomerular , se incrementa al aumentar la concentracion de proteina en la
dieta, sin embargo este aumento se da en mayor proporcion al tratarse de proteina

de soya.

130



6.5 LIPIDOS RENALES

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

fa/fa

genético como es la rata Zucker ¢, se llevo a cabo la determinacion de lipidos

renales.

La extraccion de lipidos renales se llevo a cabo por el método de Folch, utilizando
los kit COLESTEROL FS* (*Fluid Stable = liquido estable) y Triglicéridos FS*
(*Fluid Stable = liquido estable). Se calcularon los valores de colesterol y

triglicéridos totales en tejido renal.
Enlas Tabla A.l.18 y A.l.19, se muestran los calculos.

Los datos obtenidos fueron analizados por analisis de varianza, ANOVA, asi
como por la prueba de t student, para determinar si existe o no diferencia
estadisticamente significativa entre grupos. La significancia estadistica se acepta a

un nivel de p< 0.05. Los resultados graficados se muestran a continuacion:
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6.5.1 COLESTEROL TOTAL EN TEJIDO RENAL

Colesters| Total en tejido renal (mg/qg)

G20 <30 cas5 520 530 545

Caseina Proteina de soya

Tratamientos

Gréfica 6.12 Colesterol total en el tejido renal
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Con respecto al grupo alimentado con el tratamiento dietario de caseina al 20%
(C20), considerado como el grupo control, se puede observar que no hay

diferencia estadisticamente significativa en ninguno de los tratamientos dietarios.

Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos. Se observa la
tendencia de que los valores de colesterol total en tejido renal en los grupos que
fueron alimentados con proteina de soya son siempre menores que los de los

grupos que fueron alimentados con caseina.

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con caseina
(C20-C30-C45), se observa que los valores de colesterol total en tejido renal
aumentan al incrementarse la concentracion de proteina en la dieta sin alcanzar la
significancia estadistica. En el caso de los grupos de animales alimentados con
proteina de soya (S20-S30-S45), no se observa diferencia estadisticamente
significativa y los valores de colesterol total en tejido renal aumentan al
incrementarse la concentracion de proteina en la dieta, aunque este aumento es
mayor en los grupos de animales que fueron alimentados con diferentes

concentraciones de caseina en la dieta.

En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la gréfica 6.12, se puede
decir que, los valores de colesterol total en tejido renal, se incrementan al

aumentar la concentracion de proteina en la dieta.
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6.5.2 TRIGLICERIDOS TOTALES EN TEJIDO RENAL

Trigliceridos Totales en tejido renal {mg/g)

c20 c30 c45 520 530 545

Caseina Proteina de soya

Tratamientos

Grafica 6.13 Triglicéridos totales en el tejido renal
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Con respecto al grupo alimentado con el tratamiento dietario de caseina al 20%
(C20), considerado como el grupo control, se puede observar que no hay

diferencia estadisticamente significativa en ninguno de los tratamientos dietarios.

Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos. Se observa la
tendencia de que los valores de triglicéridos totales en tejido renal en los grupos
gue fueron alimentados con proteina de soya son siempre menores que los de los

grupos que fueron alimentados con caseina.

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con caseina
(C20-C30-C45), se observa que los valores de colesterol total en tejido renal
aumentan al incrementarse la concentracion de proteina en la dieta sin alcanzar la
significancia estadistica. En el caso de los grupos de animales alimentados con
proteina de soya (S20-S30-S45), no se observa diferencia estadisticamente
significativa y los valores de triglicéridos totales en tejido renal disminuyen al
incrementarse la concentracion de proteina en la dieta, sin alcanzar la significancia

estadistica

En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la gréfica 6.13, se puede
decir que, los valores de triglicéridos totales en tejido renal, se incrementan al

aumentar la concentracion de caseina en la dieta.
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6.6 DETERMINACION CREATININA EN SUERO

La creatinina es un compuesto organico que se genera a partir de la degradacion
de la creatina. Es un producto de desecho del metabolismo normal de los
musculos, que se filtra libremente por el glomérulo, por lo que se puede utilizar

como un marcador de la filtracion glomerular.

Se evalud la funcion renal utilizando como parametro bioquimico el nivel de
creatinina para evaluar la filtracion glomerular a nivel renal. Se utiliz6 un kit
comercial para la determinacién de creatinina en las muestras de suero y orina en
tejido renal de los grupos de animales alimentados con diferentes concentraciones
(20,30 y 45%) de caseina y proteina de soya, el cual consiste en una reaccion con

acido picrico.

Con los datos obtenidos de los niveles creatinina en suero y orina de los grupos
de animales alimentados con diferentes concentraciones de caseina y proteina de
soya, se calculo el indice de depuracion de creatinina; la cual compara el nivel de
creatinina en la orina con su nivel en la sangre, proporcionandonos informacién

sobre los niveles de filtracion glomerular.

Enlas Tablas A.1.20y A.1.21 se muestran los célculos.

Los datos fueron analizados por analisis de varianza, ANOVA, asi como por la
prueba de t student, para determinar si existe o no diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. La significancia estadistica se acepta a un nivel de

p< 0.05. Los resultados graficados se muestran a continuacion:
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Creatinina en suero (myg/dL)

G20 c30 c45 520 530 545

caseina Proteina de soya

Tratamientos

Gréafica 6.14 Creatinina en suero

Con respecto al grupo de animales alimentados con el tratamiento dietario de
caseina al 20% (C20), considerado como el grupo control, se puede observar que

no hay diferencia estadisticamente significativa en ninguno de los tratamientos
dietarios.
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Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos. Se observa la
tendencia de que los valores de creatinina en suero en el tejido renal en los grupos
que fueron alimentados con proteina de soya son siempre menores que los de los
grupos que fueron alimentados con caseina, sin alcanzar la significancia

estadistica

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con caseina (C20-
C30-C45), se observa que los valores de creatinina en suero en el tejido renal
aumentan al incrementarse la concentracién de proteina en la dieta sin alcanzar la
significancia estadistica. En el caso de los grupos de animales alimentados con
proteina de soya (S20-S30-S45), no se observa diferencia estadisticamente
significativa y los valores de creatinina en suero en el tejido renal aumentan al
incrementarse la concentracion de proteina en la dieta, sin alcanzar la significancia

estadistica

En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la gréfica 6.14, se puede
decir que, los valores de creatinina en suero en tejido renal, se incrementan al

aumentar la concentracion de caseina en la dieta.
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6.6.1 DEPURACION DE CREATININA

Depuraclén de Creatinina (mL/min)
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Tratamientos

Gréfica.6.15 Depuracion de creatinina
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Con respecto al grupo de animales alimentados con el tratamiento dietario de
caseina al 20% (C20), considerado como el grupo control, se puede observar que
no hay diferencia estadisticamente significativa en ninguno de los tratamientos

dietarios.

Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
no se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos. Se observa la
tendencia de que los niveles de depuracion de creatinina en el tejido renal en los
grupos que fueron alimentados con caseina y proteina de soya disminuyen
conforme se incrementa la concentracion de proteina; sin embargo los niveles de
depuracion de creatinina en el tejido renal en los grupos de animales alimentados
con proteina de soya son mayores que los de los grupos que fueron alimentados

con caseina, sin alcanzar la significancia estadistica

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con caseina (C20-
C30-C45), se observa que los niveles de depuracion de creatinina en el tejido
renal disminuyen al incrementarse la concentracion de proteina en la dieta sin
alcanzar la significancia estadistica. En el caso de los grupos de animales
alimentados con proteina de soya (S20-S30-S45), no se observa diferencia
estadisticamente significativa y los niveles de creatinina en suero en el tejido renal
disminuyen al incrementarse la concentracion de proteina en la dieta, sin alcanzar

la significancia estadistica

En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la gréfica 6.15, se puede
decir que, los niveles de creatinina en suero en tejido renal, disminuyen al
aumentar la concentracion de proteina en la dieta, siendo mas bajos los niveles de
depuracion de creatinina en el tejido renal en el caso de los grupos de animales

alimentados con caseina, sin alcanzar la significancia estadistica.
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6.7 HISTOLOGIAS
6.7.1 EXPANSION MESANGIAL

Mediante técnica de PAS, se pueden observar granulos de glucogeno y fibras
reticulares de tejido conjuntivo tefiidas de rojo. Las siguientes imagenes fueron
obtenidas de los cortes histoldgicos teflidos mediante la técnica de PAS, en ellas
se observan dentro del glomérulo zonas de color rojo intenso, las cuales indican

la formacion de granulos de glucégeno y por lo tanto, expansiéon mesangial.

Las areas rojas fueron medidas para obtener el % de expansion mesangial del

glomérulo y con esto evaluar el nivel de dafio renal.

Figura 6.6 Expansién mesangial de los tratamientos dietarios
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En la figura anterior se puede observar claramente que conforme se incrementa la
concentracion de proteina en la dieta aumentan las zonas dafiadas del glomérulo
y por lo tanto el dafio renal es mayor. Aunque en las dietas formuladas con

proteina de soya el dafio es menor, aun asi es un dafio significativo e importante.

Con base en lo obtenido de los calculos y promedios de las mediciones
microscépicas se obtuvo la siguiente gréfica, la cual indica el % de expansion

mesangial del glomérulo vs. el tratamiento dietario analizado.

La gréafica obtenida es la siguiente

40
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% Expansion mesangial
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G20 C30 c45 520 530 545

Caseina Proteina de soya

Tratamientos

Gréfica.6.16 Expansién Mesangial
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Con respecto al grupo alimentado con el tratamiento dietario de caseina al 20%
(C20), considerado como el grupo control, se puede observar que hay diferencia
estadisticamente significativa en los grupos de animales alimentados con caseina
al 45% (C45) y en los grupos alimentados con proteina de soya al 20 y 30% (S20
y S30) presentando un porcentaje de expansion mesangial menor al del grupo

control.

Los grupos de animales donde no se observa diferencia estadisticamente
significativa respecto al grupo control, son en el grupo de animales alimentados
con caseina al 30% (C30) y el grupo de animales alimentados con proteina de
soya al 45% (S45).

Al comparar los grupos de animales que fueron alimentados con los diferentes
tipos de proteina a las mismas concentraciones (C20-S20, C30-S30 y C45-S45)
se observa diferencia estadisticamente significativa entre ellos. Se observa la
tendencia de que el porcentaje de expansion mesangial en el tejido renal en los
grupos que fueron alimentados con proteina de soya son siempre menores que
los de los grupos que fueron alimentados con caseina, sin alcanzar la

significancia estadistica.

Si comparamos los grupos de animales que fueron alimentados con caseina el
mismo tipo de proteina (C20-C30-C45) el porcentaje de expansion mesangial en el
tejido renal incrementa al aumentar la concentracion de proteina, alcanzando la
significancia estadistica. En los grupos de animales alimentados con proteina de
soya (S20-S30-S45), se observa que el porcentaje de expansion mesangial en el
tejido renal aumenta al incrementarse la concentracion de proteina en la dieta y

este aumento es estadisticamente significativo.

En base a los resultados obtenidos y que se muestran en la gréfica 6.16, se puede
decir que, el porcentaje de expansion mesangial y por lo tanto el dafio renal, se
incrementa al aumentar la concentracion de proteina en la dieta, sin embargo este
incremento se da en mayor proporcién al tratarse de proteina de origen animal, en

este caso la caseina.
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6.7.2 Fibrosis

Posterior a un proceso inflamatorio, el dafio puede evolucionar a fibrosis. El
siguiente paso en el analisis microscépico es observar las laminillas tefildas con la
técnica de Masson, mediante la cual podremos observar si existen o no
estructuras fibroticas en el glomérulo. Este procedimiento se realiz6 Unicamente
con los cortes histolégicos de los grupos de animales alimentados con las
concentraciones mas altas de proteina (C45 y S45) debido a que presentaron

mayores % de expansion mesangial.

Las imagenes obtenidas de las laminillas tefiidas con la técnica de Masson fueron

las siguientes:

Figura 6.7 Fibrosis renal de los tratamientos dietarios
(tincion tricrémica de Masson)
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Como se puede observar en las imagenes anteriores, no se observan zonas
tefiidas de azul excepto las membranas del glomérulo, por lo tanto, el dafio aun no
ha progresado a fibrosis, sin embargo, es bastante probable que si el tiempo de
administracion de la dieta se prolonga , si se podrian observar estructuras

fibréticas en el glomérulo renal.
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6.8 ANALISIS GENERAL

El factor de transcripcion SREBP-1, esta relacionado con la sintesis de &cidos
grasos. A este factor se le conoce como gen maestro debido a que regula la
expresion de genes involucrados en estas rutas de sintesis de acidos grasos como
el gen de la sintasa de acidos grasos (FAS), uno de sus genes blanco. En las
graficas 6.1y 6.2, se puede observar que la expresion génica a nivel renal de los
dos genes anteriormente descritos, aumenta al incrementarse la concentracion de
proteina en la dieta. Sin embargo, en los grupos de animales alimentados con
proteina de soya, el aumento es menor con respecto a los grupos de animales
alimentados con caseina. La disminucién de lipidos a nivel renal se puede
asociar al consumo de proteina de soya, siendo uno de sus principales beneficios
en la salud. Los resultados obtenidos van en concordancia con estudios previos
gue han demostrado que la proteina de soya puede ser benéfica para mantener la

homedstasis de lipidos sistémicos.?*

En la gréfica 6.13 se muestran los niveles de triglicéridos totales en tejido renal. En
esta grafica se observa una tendencia hacia el aumento de la concentracion de
triglicéridos en tejido renal, al incrementarse la concentracion de proteina de
origen animal en la dieta. En los grupos de animales alimentados con proteina de
soya, se puede observar que a pesar del incremento en la concentracién de
proteina, los niveles de triglicéridos totales en tejido renal se mantienen iguales
entre los grupos, demostrando que la soya tiene un efecto benéfico sobre los

niveles de lipidos a nivel renal.

El factor de transcripcion SREBP-2 y su gen blanco HMG-CoA reductasa, el cual
es el paso limitante para la sintesis de colesterol, juegan un papel muy importante
en el metabolismo de este lipido. En las gréficas 6.3 y 6.4, se puede observar una
tendencia de que al aumentar la concentracion de proteina en la dieta, se

incrementa la expresion de estos genes en el tejido renal.

En la gréfica 6.12 se muestran los niveles de colesterol total en tejido renal. Al

igual que en las gréaficas de los genes SREBP-2 y HMG-CoOA reductasa, los
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niveles de colesterol total en tejido renal, incrementan al aumentar la
concentracion de proteina en la dieta. Se puede observar como los niveles de
colesterol en tejido renal son menores en los grupos de animales alimentados con
proteina de soya, al compararse con los grupos de animales alimentados con
caseina. Este hallazgo nos conduce a comprobar una vez mas el efecto benéfico

de la soya sobre los lipidos.

El gen CPT-1, esta involucrado en la ruta metabodlica de la oxidacion de acidos
grasos en la mitocondria. En la grafica 6.5, muestra que en los grupos de animales
alimentados con caseina se observa una aumento en la oxidacion mitocondrial de
acidos grasos al incrementarse la concentracion de proteina, a diferencia de los
grupos de animales alimentados con proteina de soya, donde se mantiene
constante. En la oxidacion de acidos grasos se producen radicales libres, los
cuales provocan estrés oxidativo. El estrés oxidativo es uno de los principales

factores que favorecen el proceso inflamatorio y el desarrollo de la fibrosis.

Un pardmetro importante para evaluar el dafio renal es la inflamacion y el
incremento en el proceso profibrotico. La obesidad y resistencia a la insulina se
han relacionado con el proceso inflamatorio. Los genes relacionados en con el
proceso de inflamacion evaluados fueron TNF-a, IL-6 y TGF-B. En las graficas
6.6, 6.7 y 6.8, se observa que la expresion de los tres genes anteriormente
mencionados, aumenta al incrementarse la concentracion de proteina en la dieta,
sin importar su origen, sin embargo, este incremento es menor en los grupos de

animales alimentados con proteina de soya.

Estos genes proinflamatorios y profibréticos, estan implicados en el dafio
glomerular, principalmente con la expansidbn mesangial. Se realizaron cortes
histolégicos del riidbn de los diferentes grupos de animales sometidos a los
diferentes tratamientos dietarios. La expansiéon mesangial se evaluo con la tincién
de PAS. En la grafica 6.16, se observa que la expansion mesangial, aumenta al
incrementarse la concentracion de proteina en la dieta, sin importar su origen, sin
embargo, este incremento es menor en los grupos de animales alimentados con

proteina de soya. Con estos resultados se puede comprobar que los grupos de
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animales alimentados con dietas con altas concentraciones de proteina provocan
dafio renal, sin embargo este dafio, es menor en los grupos de animales
alimentados con proteina de soya. Estos resultados demuestran que con el

consumo de proteina de origen vegetal , el dafio a nivel renal es menor.

Posterior a un proceso inflamatorio cronico se produce fibrosis. El proceso de
fibrosis se puede evaluar por medio del incremento de la proteina de la colagena
tipo IV (COL 1IV) en tejido renal . En la gréafica 6.9, se observa el incremento de la
expresion de estos genes al aumentar la concentracion de proteina. En el caso de
la colagena tipo 1V, la expresion génica disminuye en los grupos con 45% de
proteina. Esta disminucion pudiera estar asociada a que los animales de este

grupo se encontraban en un nivel de dafio renal severo.

Se realizd la tincion de Masson en los cortes histologicos de tejido renal para
evaluar la fibrosis glomerular. La figura 6.7 demuestra que la formacién de fibrillas
es minima y por esta razon esta medicion no fue significativa, sin embargo es
probable que el incrementar el tiempo de exposicion a este tipo de dietas, el dafio

renal evolucionara a niveles de fibrosis mas pronunciados.

Las proteinas Nefrina y Podocina, tienen un papel fundamental en la funcionalidad
de la barrera de filtracion glomerular. En las gréaficas 6.10 y 6.11, se observa para
ambos casos que al incrementar la concentracion de proteina se aumenta la
expresion génica, siendo mayor en los grupos de animales alimentados con

proteina de soya.

Los niveles de creatinina en suero pueden varian de acuerdo al tipo de dieta
administrada. En la grafica 6.14, se observan los niveles de creatinina en suero,
observandose niveles mayores en los grupos de animales alimentados con

caseina.

La depuracion de creatinina es un parametro para determinar el dafio renal y es el
método mas frecuente para medir la filtracion glomerular. En la grafica 6.15, se

puede observar que los valores de depuracion de creatinina disminuyen al
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aumentar la concentracion de proteina en la dieta, principalmente en los grupos

con caseina.

Cuando existe dafio en la filtracion glomerular, la expresion génica de Podocina y
Nefrina disminuye, los niveles de creatinina en suero aumentan y la depuracién de

creatinina disminuye.

Con esto se puede concluir que en un modelo de obesidad con presencia de

hiperinsulinemia como es la rata Zucker™™

, la ingestion de dietas con altas
concentraciones de proteina reduce la filtracion glomerular, conduciendo a dafio

renal, especialmente cuando se trata de proteina de origen animal.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

- Al incrementar la concentracion proteina dietaria independientemente del
origen se aumenta la expresion de los factores de transcripcion SREBP-1 y
SREBP-2 y de sus genes blanco FAS y HMG-CoA reductasa
respectivamente, incrementandose la sintesis y acumulacion de acidos
grasos, trigliceridos y colesterol en el tejido renal de ratas Zucker %,

- La acumulacion de lipidos en tejido renal, activa los factores inflamatorios
conduciendo a dafio renal y fibrosis.

- El consumo prolongado de dietas altas en proteina, promueve el proceso
fa/fa

inflamatorio y formacién e fibrosis en el tejido renal de ratas Zucker
independientemente si se trata de proteina de origen vegetal o animal.
- El consumo de proteina de soya retarda la reaccion inflamatoria y fibrética a

nivel renal.
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GLOSARIO
Adiposidad. Calidad de adiposo

Aterosclerosis. Término general para el engrosamiento y endurecimiento de las

arterias.
Génesis. Origen o principio de una cosa.
GLUT2. Transportador de glucosa, galactosa y fructosa.

Glomeruloesclerosis. Término usado para describir el tejido cicatrizado que se

presenta dentro del riidn en los glomérulos.

High Density Lipoprotein (HDL por sus siglas en inglés). 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. Aumento del colesterol plasmatico por encima de un valor

considerado normal.

Hiperfagia. Aumento excesivo de la sensacion de apetito e ingestion

descontroladas de alimentos, sin razon aparente.

Hiperfiltracion. Aumento de la filtracion glomerular y de la reabsorcion tubular
proximal de proteinas, hay mayor producciéon de mediadores de inflamacion,

acelerando el dafio renal.
Hiperglicemia. Exceso de glucosa en sangre.

Hiperglucemia postprandial. Incremento excesivo de la glucosa después de las

comidas.
Hiperinsulinemia. Exceso de insulina en sangre.
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Hiperlipemia. Nivel anormalmente alto de lipidos en la sangre.

Hipertension. Incremento de las cifras de presion arterial por encima de un valor

considerado normal.

Hipertrigliceridemia. Aumento de los triglicéridos plasmaticos por encima de un

valor considerado normal.

Hipertrofia. Aumento del tamafio de un 6rgano cuando se debe al aumento
correlativo en el tamafio de las células que lo forman; de esta manera el 6rgano

hipertrofiado tiene células mayores, y no nuevas.

Homedstasis. Conjunto de fendmenos de autorregulacion, conducentes al
mantenimiento de una relativa constancia en las composiciones y las propiedades

del medio interno de un organismo.

indice de masa corporal (IMC). Medida de asociacion entre el peso v la talla de
un individuo (IMC=kg/m?), muy variable ya que depende del origen étnico, sexo,

edad, musculatura, densidad 6sea, etc.

Lipogénesis. Reaccién bioquimica por la cual son sintetizados los acidos grasos y

esterificados o unidos con el glicerol para formar triglicéridos o grasas de reserva.

Low Density Lipoprotein (LDL por sus siglas en inglés). Lipoproteinas de baja

densidad.
Morbimortalidad. Mortalidad por causa de una enfermedad.

Nefrona. Unidad estructural y funcional basica del rifién, responsable de la
purificacion de la sangre. Su funcién 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.

Nefropatia diabética. Dafio a las nefronas causado por el exceso de glucosa en

la sangre
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Pandemia. Enfermedad epidémica que se extiende a muchos paises o0 que ataca

a casi todos los individuos de una localidad o region.

fa/fa

Rata Zucker Es un modelo animal de obesidad heredable y ha sido

ampliamente utilizado como modelo experimental de obesidad.

Sintesis enddgena. Proceso quimico que permite obtener sustancias, que por lo
general se dan también en la naturaleza, partiendo de sus componentes, que se

origina en virtud de causas internas

Uremia. Acumulacion en la sangre de los productos toxicos que, en estado
general normal, son eliminados por el riidn y que se hallan retenidos por un

trastorno del funcionamiento renal.

Very Low Density Lipoprotein (VLDL por sus siglas en inglés). Lipoproteinas

de muy baja densidad.
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ABREVIATURAS
°C

ML

Abs
Ac.
ADNc
ADP
AGPI
AHA
AMP
AMPc
ARNmM.
ARNr
ARNt
C20
C30
C45
CCK
Cis

cm

grado Centigrado o Celsius
microlitros
absorbancia

Acidos

Acido Desoxi Ribonucléico complementario

Adenosin difosfato

Acidos grasos poliinsaturados
American Heart Association

Adenosin monofosfato

Adenosin monofosfato ciclico

Acido Ribonucléico mensajero

Acido Ribonucléico ribosomal

Acido Ribonucléico transferencia
Tratamiento dietario con Caseina al 20%
Tratamiento dietario con Caseina al 30%
Tratamiento dietario con Caseina al 45%
Colecistocinina

Cisterna

centimetros

154



co?
CoA.
COL IV.
CPT-1.
D.O.
DEPC
dL
DM
DM1
DM2
dNTP
EDTA
EE.UU

EGIR

ENSANUT 2006.

EPO

FAS.

FDA

Fen

FG

Bioxido de Carbono

Coenzima A

Colagena tipo IV

Carnitina Palmitoil Transferasa |

Densidad 6ptica

pirocarbonato de dietilo

decilitros

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus Tipo 1

Diabetes mellitus Tipo 2

Sustrato abundante de iniciadores y desoxinucleétidos trifosfato
Acido etilendiaminotetraacético

Estados Unidos De Norteamérica

Grupo Europeo de Estudio de Resistencia a la Insulina
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del 2006
Eritropoyetina

Sintasa de Acidos grasos

Food and Drug Administration

Fenilalanina

Filtrado Glomerular
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g gramos

GLUT2 Transportador de glucosa 2

H* Hidrégeno

H20 Agua

H?0? Peroxido de Hidrégeno

HCI Acido Clorhidrico

His Histidina

HLDL. Lipoproteinas de alta densidad

HMG-CoA reductasa 3-hidroxi-3-metil-glutaril- CoA reductasa

IgA Inmunoglobulina A

IL6. Interleucina 6

lle Isoleucina

IMC. indice de Masa Corporal

IMMS Instituto Mexicano del Seguro Social
INNCMSZ Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion, Salvador Zubiran.
IR Insuficiencia Renal

kDa Kilo Daltons

Kg kilogramos

L litros

LB Loading Buffer
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LPL

Met

mg

min

mL

mmol

Na+

NADPH

ng

NHLBI 1998.

nm

NPHS1

NPHS2

ObR

OMS.

PCR

PKD

Enzima lipoproteina-lipasa

molar

metros cuadrados

Metionina

miligramos

minuto

mililitros

milimol

Sodio

Nicotinamida-Adenina Dinucleotido fosfato
nanogramos

National Heart Lung and Blood Institute
nanometros

Gen que codifica para la proteina Nefrina
Gen que codifica para la proteina Podocina
Oxigeno

Receptor de leptina

Organizacion Mundial de la Salud
Reaccidén en cadena de la polimerasa por sus siglas en inglés

Poliquistosis
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PP
Rpm

RT

S20

S30

S45

seg

SNC
SREBP-1
SREBP-2
SSA
TGF- B.
Tir

TNF-a
Tre

Trp

uv

\%

Val

VLDL.

Pirofosfato

Revoluciones por minuto

Transcriptasa reversa por sus siglas en inglés

Tratamiento dietario con Caseina al 20%

Tratamiento dietario con Caseina al 30%

Tratamiento dietario con Caseina al 45%

segundos

Sistema Nervioso Central

Proteina de unién a los elementos de respuesta de esteroles tipo 1
Proteina de union a los elementos de respuesta de esteroles tipo 2
Secretaria de Salud

Factor de transformacion tumoral beta

Tirosina

Factor de necrosis tumoral alfa

Treonina

Triptofano

Ultravioleta

Volts

Valina

Lipoproteinas de muy baja densidad
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APENDICE | TABLAS

Tabla A.l.1 Lectura 260 y 280 nm del ARN extraido

No. Muestra Abs 260 nm Abs 280 nm 260/280
1 C20-2 0.3014 0.1393 2.1723
2 C20-3 0.3106 0.1494 2.1503
3 C20-4 0.2882 0.1344 2.1638
4 C20-5 0.3762 0.1744 2.1673
5 C20-7 0.2964 0.1384 2.1584
6 C20-8 0.2780 0.1292 2.1678
7 S20-1 0.3151 0.1453 2.1684
8 S20-2 0.2224 0.1022 2.1647
9 S20-3 0.3056 0.1405 2.1707
10 S20-4 0.3058 0.1406 2.1773
11 S20-5 0.2875 0.1323 2.1817
12 S20-6 0.3688 0.1705 2.1739
13 S20-8 0.3407 0.1570 2.1758
14 C30-1 0.4327 0.1993 2.1766
15 C30-2 0.1603 0.0696 2.1877
16 C30-3 0.1973 0.0919 2.1842
17 C30-4 0.3135 0.1472 2.1773
18 C30-5 0.3072 0.1452 2.1629
19 C30-6 0.0803 0.0396 2.1604
20 C30-7 0.3187 0.1481 2.1623
21 C30-8 0.3305 0.1528 2.1732
22 S30-1 0.3157 0.1456 2.1691
23 S30-2 0.2783 0.1307 2.1633
24 S30-3 0.3599 0.1671 2.1739
25 S30-4 0.2288 0.1147 2.1221
26 S30-5 0.2203 0.1047 2.1359
27 S30-6 0.2743 0.1409 2.1544
28 S30-7 0.1880 0.0888 2.1394
29 S30-8 0.2163 0.1198 2.1053
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Tabla A.l.1 Lectura 260 y 280 nm del ARN extraido

No. Muestra Abs 260 nm Abs 280 nm 260/280
30 C45-1 0.5081 0.3022 2.0686
31 C45-2 0.2969 0.1391 2.1785
32 C45-3 0.2764 0.1286 2.1752
33 C45-4 0.4881 0.2310 2.1636
34 C45-5 0.3079 0.1427 2.1787
35 C45-6 0.3285 0.1540 2.1650
36 C45-7 0.0687 0.0353 2.1353
37 C45-8 0.5228 0.2454 2.1460
38 S45-1 0.2123 0.0997 2.1610
39 S45-2 0.2174 0.0983 2.1745
40 S45-3 0.3051 0.1399 2.1715
41 S45-4 0.2719 0.1257 2.1660
42 S45-5 0.2893 0.1334 2.1680
43 S45-6 0.3125 0.1518 2.1643
44 S45-7 0.3160 0.1471 2.1649
45 S45-8 0.1857 0.0865 2.1711
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Tabla A.l.2 Calculos de g ARN / pL

No. Muestra Abs 260 nm X" ug ARN / pL
1 C20-2 0.3014 3.014
2 C20-3 0.316 3.106
3 C20-4 0.2884 2.882
4 C20-5 0.3762 3.762
5 C20-7 0.2964 2.964
6 C20-8 0.2780 2.780
7 S20-1 0.30151 3.151
8 S20-2 0.2224 2.224
9 S20-3 0.3056 3.056
10 S20-4 0.3058 3.058
11 S20-5 0.2875 2.875
12 S20-6 0.3688 3.688
13 S20-8 0.3407 3.407
14 C30-1 0.4327 4.327
15 C30-2 0.1603 1.603
16 C30-3 0.1973 1.973
17 C30-4 0.3135 3.135
18 C30-5 0.3072 3.072
19 C30-6 0.0803 0.803
20 C30-7 0.3187 3.187
21 C30-8 0.3305 3.305
22 S30-1 0.3157 3.157
23 S30-2 0.2783 2.783
24 S30-3 0.3599 3.599
25 S30-4 0.2288 2.288
26 S30-5 0.2203 2.203
27 S30-6 0.2743 2.743
28 S30-7 0.1880 1.880
29 S30-8 0.2163 2.163
30 C45-1 0.5081 5.081
31 C45-2 0.2969 2.969
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Tabla A.1.2 Célculos de g ARN / pL

No. Muestra Abs 260 nm X" ug ARN / pL
32 C45-3 0.2764 2.764
33 C45-4 0.4881 4.881
34 C45-5 0.3079 3.079
35 C45-6 0.3285 3.285
36 C45-7 0.0687 0.687
37 C45-8 0.5228 5.228
38 S45-1 0.2123 2.123
39 S45-2 0.2174 2.174
40 S45-3 0.3051 3.051
41 S45-4 0.2719 2.719
42 S45-5 0.2893 2.893
43 S45-6 0.3125 3.125
44 S45-7 0.3160 3.160
45 S45-8 0.1857 1.857
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Tabla A.1.3 Calculos para la preparacion de muestras de electroforesis de

ARN
X pL ARN/
X" mg ARN/ para 5ug mL de
No. Muestra pL ARN formamida
1 C20-2 3.014 1.65 9.35
2 C20-3 3.106 1.61 9.39
3 C20-4 2.882 1.73 9.27
4 C20-5 3.762 1.33 9.67
5 C20-7 2.964 1.69 9.31
6 C20-8 2.78 1.80 9.20
7 S20-1 3.151 1.59 9.41
8 S20-2 2.224 2.25 8.75
9 S20-3 3.056 1.64 9.36
10 S20-4 3.058 1.64 9.36
11 S20-5 2.875 1.74 9.26
12 S20-6 3.688 1.36 9.64
13 S20-8 3.407 1.47 9.53
14 C30-1 4.327 1.16 9.84
15 C30-2 1.603 3.12 7.88
16 C30-3 1.973 2.53 8.47
17 C30-4 3.135 1.59 9.41
18 C30-5 3.072 1.63 9.37
19 C30-6 0.803 6.23 4.77
20 C30-7 3.187 1.57 9.43
21 C30-8 3.305 151 9.49
22 S30-1 3.157 1.58 9.42
23 S30-2 2.783 1.80 9.20
24 S30-3 3.599 1.39 9.61
25 S30-4 2.288 2.19 8.81
26 S30-5 2.203 2.27 8.73
27 S30-6 2.743 1.82 9.18
28 S30-7 1.88 2.66 8.34
29 S30-8 2.163 2.31 8.69

163




Tabla A.1.3 Calculos para la preparacién de muestras de electroforesis de ARN

X pL ARN/

X" mg ARN/ para 5ug mL de
No. Muestra pL ARN formamida
30 C45-1 5.081 0.98 10.02
31 C45-2 2.969 1.68 9.32
32 C45-3 2.764 1.81 9.19
33 C45-4 4.881 1.02 9.98
34 C45-5 3.079 1.62 9.38
35 C45-6 3.285 1.52 9.48
36 C45-7 0.687 7.28 3.72
37 C45-8 5.228 0.96 10.04
38 S45-1 2.123 2.36 8.64
39 S45-2 2.174 2.30 8.70
40 S45-3 3.051 1.64 9.36
41 S45-4 2.719 1.84 9.16
42 S45-5 2.893 1.73 9.27
43 S45-6 3.125 1.60 9.40
44 S45-7 3.16 1.58 9.42
45 S45-8 1.857 2.69 8.31
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Tabla A.1.4 Calculos para las diluciones de 500 yL a una concentracion de

150 ng/uL de ARN

Xmg ARN/ | X ng ARN
No. Muestra mL / uL ML ARN ML H20
1 C20-2 3.014 3014 24.9 475.1
2 C20-3 3.106 3106 24.1 475.9
3 C20-4 2.882 2882 26.0 474.0
4 C20-5 3.762 3762 19.9 480.1
5 C20-7 2.964 2964 25.3 474.7
6 C20-8 2.78 2780 27.0 473.0
7 S20-1 3.151 3151 23.8 476.2
8 S20-2 2.224 2224 33.7 466.3
9 S20-3 3.056 3056 24.5 475.5
10 S20-4 3.058 3058 24.5 475.5
11 S20-5 2.875 2875 26.1 473.9
12 S20-6 3.688 3688 20.3 479.7
13 S20-8 3.407 3407 22.0 478.0
14 C30-1 4.327 4327 17.3 482.7
15 C30-2 1.603 1603 46.8 453.2
16 C30-3 1.973 1973 38.0 462.0
17 C30-4 3.135 3135 23.9 476.1
18 C30-5 2.796 2796 26.8 473.2
19 C30-6 | - | e
20 C30-7 3.187 3187 23.5 476.5
21 C30-8 3.305 3305 22.7 477.3
22 S30-1 3.157 3157 23.8 476.2
23 S30-2 2.783 2783 26.9 473.1
24 S30-3 3.599 3599 20.8 479.2
25 S30-4 2.288 2288 32.8 467.2
26 S30-5 2.203 2203 34.0 466.0
27 S30-6 2.274 2274 33.0 467.0
28 S30-7 1.88 1880 39.9 460.1
29 S30-8 2.163 2163 34.7 465.3
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Tabla A.1.4 Calculos para las diluciones de 500 pL a una concentracion de 150 ng

/uL de ARN
Xmg ARN/ | X ng ARN

No. Muestra mL / uL ML ARN ML H20
30 C45-1 5.081 5081 14.8 485.2
31 C45-2 2.969 2969 25.3 474.7
32 C45-3 2.764 2764 27.1 472.9
33 C45-4 4.881 4881 15.4 484.6
34 C45-5 3.079 3079 24.4 475.6
35 C45-6 3.285 3285 22.8 477.2
36 C45-7 | - | e

37 C45-8 5.228 5228 14.3 485.7
38 S45-1 2.123 2123 35.3 464.7
39 S45-2 2.174 2174 34.5 465.5
40 S45-3 3.051 3051 24.6 475.4
41 S45-4 2.719 2719 27.6 472.4
42 S45-5 2.893 2893 25.9 474.1
43 S45-6 3.251 3251 23.1 476.9
44 S45-7 3.16 3160 23.7 476.3
45 S45-8 1.857 1857 40.4 459.6
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Tabla A.1.5 Cuantificacion de las diluciones de 150 ng /uL de ARN

No. Muestra Abs 260 nm X" mg ARN / uL
1 C20-2 0.0178 178
2 C20-3 0.0145 145
3 C20-4 0.0149 149
4 C20-5 0.0146 146
5 C20-7 0.0150 150
6 C20-8 0.0136 136
7 S20-1 0.0136 136
8 S20-2 0.0159 159
9 S20-3 0.0167 167
10 S20-4 0.0149 149
11 S20-5 0.0161 161
12 S20-6 0.0161 161
13 S20-8 0.0153 153
14 C30-1 0.0168 168
15 C30-2 0.0176 176
16 C30-3 0.0170 170
17 C30-4 0.0145 145
18 C30-5 0.0160 160
19 c3o06 | -
20 C30-7 0.0160 160
21 C30-8 0.0160 160
22 S30-1 0.0131 131
23 S30-2 0.0160 160
24 S30-3 0.0164 164
25 S30-4 0.0138 138
26 S30-5 0.0130 130
27 S30-6 0.0167 167
28 S30-7 0.0175 175
29 S30-8 0.0152 152
30 C45-1 0.0129 129
31 C45-2 0.0150 150
32 C45-3 0.0140 140
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Tabla A.1.5 Cuantificacion de las diluciones de 150 ng /uL de ARN

No. Muestra Abs 260 nm X" mg ARN / uL
33 C45-4 0.0127 127
34 C45-5 0.0131 131
35 C45-6 0.0142 142
36 c45-7 | e e
37 C45-8 0.0152 152
38 S45-1 0.0138 138
39 S45-2 0.0167 167
40 S45-3 0.0174 174
41 S45-4 0.0125 125
42 S45-5 0.0145 145
43 S45-6 0.0177 177
44 S45-7 0.0166 166
45 S45-8 0.0172 172

*Se eliminaron las muestras C30-6 y C45 -7 ya que al cuantificar se
obtenian valores muy altos
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Tabla A.1.6 Calculo de agua sigmay ARN para 300 ng

No. Muestra X'ng ARN / pL ML ARN ML H20
1 C20-2 178 1.69 4.81
2 C20-3 145 2.07 4.43
3 C20-4 149 2.01 4.49
4 C20-5 146 2.05 4.45
5 C20-7 150 2.00 4.50
6 C20-8 136 2.21 4.29
7 S20-1 136 2.21 4.29
8 S20-2 159 1.89 4.61
9 S20-3 167 1.80 4.70
10 S20-4 149 2.01 4.49
11 S20-5 161 1.86 4.64
12 S20-6 161 1.86 4.64
13 S20-8 153 1.96 4.54
14 C30-1 168 1.79 4.71
15 C30-2 176 1.70 4.80
16 C30-3 170 1.76 4.74
17 C30-4 145 2.07 4.43
18 C30-5 160 1.88 4.63
19 C30-6
20 C30-7 160 1.88 4.63
21 C30-8 160 1.88 4.63
22 S30-1 131 2.29 4.21
23 S30-2 160 1.88 4.63
24 S30-3 164 1.83 4.67
25 S30-4 138 2.17 4.33
26 S30-5 130 2.31 4.19
27 S30-6 167 1.80 4.70
28 S30-7 175 1.71 4.79
29 S30-8 152 1.97 4.53
30 C45-1 129 2.33 4.17
31 C45-2 150 2.00 4.50
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Tabla A.1.6 Calculo de agua sigma y ARN para 300 ng

No. Muestra X' ng ARN / pL ML ARN ML H20
32 C45-3 140 2.14 4.36
33 C45-4 127 2.36 4.14
34 C45-5 131 2.29 4.21
35 C45-6 142 2.11 4.39
36 C45-7 | meeeee | emmeeee [ s
37 C45-8 152 1.97 4.53
38 S45-1 138 2.17 4.33
39 S45-2 167 1.80 4.70
40 S45-3 174 1.72 4.78
41 S45-4 125 2.40 4.10
42 S45-5 145 2.07 4.43
43 S45-6 177 1.69 4.81
44 S45-7 166 1.81 4.69
45 S45-8 172 1.74 4.76
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Tabla A.l.7 Resultados expresiéon génica por medio de la técnica comparativa
del “ct” para SREBP-1

Ct Ct Expresion Promedio
No. | Muestra | ciclofilina SREBP-1 Génica Expresion Génica
1 C20-2 20.21 27.05 0.7
2 C20-3 19.83 25.32 1.8
3 C20-4 19.7 26.18 0.9
4 C20-7 19.85 26.48 0.8
5 C20-8 20.03 26.46 1.0
1.1
6 S20-1 19.52 25.84 1.0
7 S20-2 19.73 26.04 1.0
8 S20-3 20.31 27.21 0.7
9 S20-4 20.13 26.93 0.7
10 S20-5 19.73 25.96 11
11 S20-6 19.62 26.22 0.9
12 S20-8 19.58 26.04 0.9
0.9
13 C30-2 20.68 25.4 3.1
14 C30-3 21.16 26.3 2.4
15 C30-4 20.66 25.81 2.3
16 C30-5 20.34 26.47 1.2
17 C30-7 21.04 25.98 2.7
18 C30-8 20.86 26.52 1.6
2.2
19 S30-1 20.69 25.94 2.2
20 S30-2 20.7 25.65 2.7
21 S30-3 20.6 25.78 2.3
22 S30-4 20.44 25.88 1.9
23 S30-5 20.34 26.06 1.6
24 S30-6 20.78 26.04 2.2
25 S30-7 20.63 27.09 0.9
26 S30-8 19.47 25.13 1.6
1.9
27 C45-1 20.68 25.78 2.4
28 C45-2 20.66 26.26 1.7
29 C45-3 21.09 26.31 2.2
30 C45-4 20.6 25.65 2.5
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Tabla A.l.7 Resultados expresiéon génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para SREBP-1

Ct Ct Expresion Promedio
No. | Muestra | ciclofilina SREBP-1 Génica Expresion Génica
31 C45-5 20.08 25.06 2.6
32 C45-6 20.62 25.93 2.1
33 C45-8 20.7 26.01 2.1
2.2
34 S45-1 20.15 26.11 1.3
35 S45-2 20.14 25.83 1.6
36 S45-3 20.25 25.43 2.3
37 S45-4 20.28 25.5 2.2
38 S45-5 20.21 25.45 2.2
39 S45-6 20.32 25.86 1.8
40 S45-7 20.32 25.92 1.7
41 S45-8 20.77 26.24 1.9
1.9
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Tabla A.1.8 Resultados expresiéon génica por medio de la técnica comparativa
del “ct” para FAS

Ct Ct Expresion Promedio

Muestra | ciclofilina FAS Génica Expresion Génica
1 C20-2 20.09 28.24 0.6
2 C20-3 19.1 27.58 0.5
3 C20-4 21.31 28.77 0.9
4 C20-5 21.48 28.97 0.9
5 C20-7 21.82 28.18 2.0
6 C20-8 21.93 28.03 2.4

1.0
7 S20-1 21.1 30.63 1.3
8 S20-2 20.54 31.29 0.5
9 S20-3 22.42 31.95 1.3
10 S20-4 21.39 29.28 4.0
11 S20-5 21.25 31.96 0.1
12 S20-6 21.7 31.09 1.4
13 S20-8 21.24 30.02 2.1

0.92
14 C30-1 21.43 28.67 1.1
15 C30-2 22.14 28.08 2.6
16 C30-3 22.25 28.75 1.8
17 C30-4 21.22 28.82 0.8
18 C30-5 21.52 28.4 14
19 C30-7 21.84 28.53 1.6
20 C30-8 22.23 29.09 14

1.3
21 S30-1 21.38 31.14 1.1
22 S30-2 21.76 31.62 1.0
23 S30-3 21.26 31.98 0.6
24 S30-4 20.45 29.7 15
25 S30-5 21.05 29.02 3.8
26 S30-6 21.38 31.01 1.2
27 S30-7 21.86 32.36 0.6
28 S30-8 21.17 31.74 0.6

1.3
29 C45-1 22.21 28.6 1.9
30 C45-2 22.05 29.18 1.2
31 C45-3 19.97 27.41 0.9
32 C45-4 20.34 27.51 1.1
33 C45-5 21.29 27.89 1.7
34 C45-6 21.5 28.5 1.3
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Tabla A.1.8 Resultados expresiéon génica por medio de la técnica comparativa del

“ct” para FAS
Ct Ct Expresion Promedio
Muestra | ciclofilina FAS Génica Expresion Génica
35 C45-8 21.92 28.33 1.9
1.4
36 S45-1 21.31 28.75 1.4
37 S45-2 21.35 28.56 1.6
38 S45-3 21.57 28.73 1.7
39 S45-4 21.23 28.59 1.5
40 S45-5 21.13 28.84 1.1
41 S45-6 21.34 29.31 1.0
42 S45-7 21.71 29 1.5
43 S45-8 21.31 28.75 1.4
1.4
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Tabla A.1.9 Resultados expresiéon génica por medio de la técnica comparativa
del “ct” para SREBP-2

Promedio
Ct Ct Expresion Expresion
No. | Muestra ciclofilina SREBP-2 Génica Génica
1 C20-2 20.21 27.43 0.9
2 C20-3 19.83 26.47 1.3
3 C20-4 19.7 26.9 0.9
4 C20-7 19.85 27.32 0.7
5 C20-8 20.03 26.67 1.3
1.0
6 S20-1 19.52 26.42 1.1
7 S20-2 19.73 26.77 1.0
8 S20-3 20.31 27.92 0.7
9 S20-4 20.13 27.21 1.0
10 S20-5 19.73 26.53 1.2
11 S20-6 19.62 26.79 0.9
12 S20-8 19.58 27.03 0.7
0.9
13 C30-1 21.19 27.13 2.1
14 C30-2 20.68 26.65 2.1
15 C30-3 21.16 27.7 14
16 C30-4 20.66 27.13 1.5
17 C30-5 20.34 27.04 1.3
18 C30-7 21.04 27.54 1.4
19 C30-8 20.86 27.71 1.1
1.6
20 S30-1 20.69 26.28 2.7
21 S30-2 20.7 26.48 2.4
22 S30-3 20.6 26.51 2.2
23 S30-4 20.44 26.89 1.5
24 S30-5 20.34 27.29 1.1
25 S30-6 20.78 27.09 1.7
26 S30-7 20.63 27.49 1.1
27 S30-8 19.47 26.29 1.2
1.7
28 C45-1 20.68 27.16 1.5
29 C45-2 20.66 27.45 1.2
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Tabla A.l.9 Resultados expresiéon génica por medio de la técnica comparativa del

“ct” para SREBP-2

Promedio
Ct Ct Expresion
No. | Muestra | ciclofilina SREBP-2 |Expresion Génica Génica
30 C45-3 21.09 26.65 2.8
31 C45-4 20.6 26.5 2.2
32 C45-5 20.08 26.52 15
33 C45-6 20.62 27.45 1.2
34 C45-8 20.7 28.12 0.8
1.6
35 S45-1 20.15 27.09 1.1
36 S45-2 20.14 26.84 1.3
37 S45-3 20.25 27.1 1.1
38 S45-4 20.28 26.64 1.6
39 S45-5 20.21 27.09 1.1
40 S45-6 20.32 26.89 1.4
41 S45-7 20.32 26.48 1.8
42 S45-8 20.77 26.64 2.2

15
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Tabla A..L10 Resultados expresion génica por medio

comparativa del “ct” para HMG-CoA reductasa

de la técnica

Promedio
Ct Ct Expresion Expresion
No. | Muestra ciclofilina HMGR Génica Génica
1 C20-2 20.21 27.43 0.9
2 C20-3 19.83 26.47 1.3
3 C20-4 19.7 26.9 0.9
4 C20-7 19.85 27.32 0.7
5 C20-8 20.03 26.67 1.3
1.0
6 S20-1 19.52 26.42 1.1
7 S20-2 19.73 26.77 1.0
8 S20-3 20.31 27.92 0.7
9 S20-4 20.13 27.21 1.0
10 S20-5 19.73 26.53 1.2
11 S20-6 19.62 26.79 0.9
12 S20-8 19.58 27.03 0.7
0.9
13 C30-1 21.19 27.13 2.1
14 C30-2 20.68 26.65 2.1
15 C30-3 21.16 27.7 14
16 C30-4 20.66 27.13 1.5
17 C30-5 20.34 27.04 1.3
18 C30-7 21.04 27.54 1.4
19 C30-8 20.86 27.71 1.1
1.6
20 S30-1 20.69 26.28 2.7
21 S30-2 20.7 26.48 2.4
22 S30-3 20.6 26.51 2.2
23 S30-4 20.44 26.89 1.5
24 S30-5 20.34 27.29 1.1
25 S30-6 20.78 27.09 1.7
26 S30-7 20.63 27.49 1.1
27 S30-8 19.47 26.29 1.2
1.7
28 C45-1 20.68 27.16 1.5
29 C45-2 20.66 27.45 1.2
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Tabla A.1.10 Resultados expresion génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para HMG-CoA reductasa

Promedio
Ct Ct Expresion
No. | Muestra | ciclofilina HMGR Expresion Génica Génica
30 C45-3 21.09 26.65 2.8
31 C45-4 20.6 26.5 2.2
32 C45-5 20.08 26.52 15
33 C45-6 20.62 27.45 1.2
34 C45-8 20.7 28.12 0.8
1.6
35 S45-1 20.15 27.09 1.1
36 S45-2 20.14 26.84 1.3
37 S45-3 20.25 27.1 1.1
38 S45-4 20.28 26.64 1.6
39 S45-5 20.21 27.09 1.1
40 S45-6 20.32 26.89 1.4
41 S45-7 20.32 26.48 1.8
42 S45-8 20.77 26.64 2.2

15
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Tabla A.l.11 Resultados expresiéon génica por medio de la técnica
comparativa del “ct” para CPT-1

Promedio
Ct Ct Expresion Expresion
Muestra | ciclofilina CPT-1 génica Génica

1 C20-2 21.22 24.72 0.9
2 C20-4 21.66 24.37 15
3 C20-5 20.99 24.87 0.7
4 C20-8 20.94 24.2 1.1

1.0
5 S20-1 21.1 24.07 1.3
6 S20-2 20.54 24.69 0.6
7 S20-4 21.39 24.22 14
8 S20-5 21.25 23.8 1.7
9 S20-6 21.7 24.34 1.6

1.3
10 C30-1 22.41 25.01 1.7
11 C30-2 20.38 24.38 0.6
12 C30-3 22.27 24.83 1.7
13 C30-4 21.08 24.78 0.8
14 C30-5 23.21 24.51 4.1
15 C30-7 22.53 24.67 2.3

1.9
16 S30-1 21.38 24.06 1.6
17 S30-4 20.45 23.97 0.9
18 S30-5 21.05 24.42 1.0
19 S30-6 21.38 23.45 2.4
20 S30-7 21.86 24.19 2.0
21 S30-8 21.17 23.7 1.8

1.6
22 C45-1 21.7 24.35 1.6
23 C45-2 21.9 24.4 1.8
24 C45-3 21.54 24.26 1.5
25 C45-4 22.28 24.17 2.7
26 C45-6 21.62 24.42 1.5
27 C45-8 22.19 24.2 2.5

1.9
28 S45-1 21.17 24.35 1.1
29 S45-2 21.26 23.59 2.0
30 S45-3 20.58 24.13 0.9
31 S45-4 20.96 23.54 1.7
32 S45-5 21.23 24.73 0.9
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Tabla A.l.11 Resultados expresion génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para CPT-1

Promedio
Ct Ct Expresion Expresion
Muestra | ciclofilina CPT-1 génica Génica
33 S45-6 20.87 24.07 1.1
34 S45-7 20.7 24.44 0.8
35 S45-8 21.07 23.7 1.6
1.3
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Tabla A.l.12 Resultados expresion génica por
comparativa del “ct” para TNF-a

medio

de la técnica

Promedio
Ct Ct Expresion Expresion
No. | Muestra ciclofilina TNF-alfa Génica Génica
1 C20-2 20.21 31.61 1.0
2 C20-4 19.7 31.65 0.7
3 C20-7 19.85 30.35 1.9
4 C20-8 20.03 32.02 0.7
1.1
5 S20-1 19.52 30.61 1.3
6 S20-3 20.31 32.25 0.7
7 S20-4 20.13 31.79 0.9
8 S20-5 19.73 31.36 0.9
9 S20-6 19.62 31.11 1.0
10 S20-8 19.58 31.14 0.9
0.9
11 C30-1 21.19 30.82 3.6
12 C30-3 21.16 31.39 2.3
13 C30-4 20.66 30.62 2.8
14 C30-5 20.34 31.31 1.4
15 C30-7 21.04 31.22 2.4
16 C30-8 20.86 30.35 3.9
2.7
17 S30-1 20.69 30.66 2.8
18 S30-2 20.7 30.24 3.8
19 S30-3 20.6 30.22 3.6
20 S30-4 20.44 29.89 4.0
21 S30-5 20.34 30.47 2.5
22 S30-6 21.76 31.36 3.6
23 S30-7 20.63 30.75 2.5
24 S30-8 19.47 29.42 2.8
3.2
25 C45-1 20.68 31.05 2.1
26 C45-2 20.66 30.24 3.7
27 C45-3 21.09 30.1 5.5
28 C45-4 20.6 30.59 2.8
29 C45-5 20.08 30.11 2.7
30 C45-6 20.62 29.56 5.7
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Tabla A.l.12 Resultados expresion génica por medio de la técnica comparativa del

“ct” para TNF-a

Promedio
Ct Ct Expresion Expresion
No. | Muestra | ciclofilina TNF-alfa Génica Génica
31 C45-8 20.7 30.97 2.3
3.5
32 S45-1 20.15 31.08 1.4
33 S45-2 20.14 29.84 3.4
34 S45-3 20.25 30.9 1.8
35 S45-4 20.28 30.24 2.8
36 S45-5 20.21 31.08 1.5
37 S45-6 20.32 30.12 3.2
38 S45-7 20.32 29.96 3.5
39 S45-8 20.77 31.19 2.1
2.5
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Tabla A.l.13 Resultados expresién génica por medio de la técnica
comparativa del “ct” para IL 6
Ct Ct Promedio
No. Muestra | Ciclofilina| IL 6 Expresion Génica|Expresion Génica
1 C20-2 17.49 31.89 0.9
2 C20-3 18.38 30.42 4.5
3 C20-4 18.25 32.83 0.8
4 C20-5 18.41 33.21 0.7
5 C20-7 17.48 32.25 0.7
6 C20-8 17.48 32.13 0.7
1.4
7 S20-1 18.52 33.35 0.6
8 S20-2 18.15 33.5 0.5
9 S20-3 17.52 32.83 0.5
10 S20-4 17.13 33.14 0.3
11 S20-5 18.22 33.79 0.4
12 S20-6 18.75 33.21 0.8
13 S20-8 18.53 33.11 0.8
0.6
14 C30-1 17.45 30.84 1.8
15 C30-2 17.82 30.98 2.1
16 C30-3 18.13 31.97 1.3
17 C30-4 18.36 31.94 1.5
18 C30-5 18.53 32.43 1.2
19 C30-7 18.09 32.23 1.0
20 C30-8 18.08 31.56 1.7
1.5
21 S30-1 18.27 32.77 0.8
22 S30-2 17.61 32.03 0.9
23 S30-3 17.59 31.1 1.6
24 S30-4 19.12 33.29 1.0
25 S30-5 18.74 33.52 0.7
26 S30-6 18.93 32.45 1.6
27 S30-7 17.67 31.71 1.1
28 S30-8 17.33 30.88 1.6
1.2
29 C45-1 18.6 32.1 1.6
30 C45-2 17.97 32.67 0.7
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Tabla A.1.13 Resultados expresion génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para IL 6

Ct Ct Promedio
No. Muestra | Ciclofilina | IL6 |Expresion Génica|Expresion Génica
31 C45-3 17.69 32.09 0.9
32 C45-4 17.31 30.3 2.3
33 C45-6 18.66 31.82 2.1
34 C45-8 17.94 31.54 15
1.5
35 S45-1 17.83 31.11 1.9
36 S45-2 18.92 33.08 1.0
37 S45-3 18.36 31.74 1.8
38 S45-4 18.08 32.06 1.2
39 S45-5 17.14 31.62 0.8
40 S45-6 18.65 33 0.9
41 S45-7 17.75 31.3 1.6
42 S45-8 19.1 32.5 1.7
14
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Tabla A.l.14 Resultados expresiéon génica por medio de la técnica
comparativa del “ct” para TGF-B
Ct Ct Promedio
No. Muestra | Ciclofilina| TGF-B |Expresion Génica|Expresién Génica
1 C20-2 22.06 25.22 0.8
2 C20-3 21.58 23.52 1.9
3 C20-4 21.31 24.55 0.8
4 C20-5 21.48 24.3 1.0
5 C20-7 21.82 25.12 0.7
6 C20-8 21.93 24.54 1.2
1.1
7 S20-1 21.61 24.08 1.3
8 S20-2 21.54 24.44 1.0
9 S20-3 215 25.08 0.6
10 S20-4 22.25 24.8 1.2
11 S20-5 21.69 25.06 0.7
12 S20-6 22.24 24.46 1.5
13 S20-8 21.72 24.72 0.9
1.0
14 C30-1 21.43 24.5 0.9
15 C30-2 22.14 23.92 2.1
16 C30-3 22.25 24.62 1.4
17 C30-4 21.22 24.28 0.9
18 C30-5 21.52 24.94 0.7
19 C30-7 21.84 24.69 1.0
20 C30-8 22.23 24.58 1.4
1.2
21 S30-1 21.46 24.86 0.7
22 S30-2 21.45 24.14 1.1
23 S30-3 22.2 24.72 1.3
24 S30-4 21.26 24.57 0.7
25 S30-5 21.35 24.15 1.0
26 S30-6 21.76 24.71 0.9
27 S30-7 22.09 24.58 1.3
28 S30-8 20.98 23.57 1.2
1.0
29 C45-1 22.21 24.83 1.2
30 C45-2 22.05 24.41 1.4
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Tabla A.l.14 Resultados expresion génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para TGF-B

Ct Ct Promedio
No. Muestra |Ciclofilina| TGF-B | Expresion Génica|Expresién Génica
31 C45-3 21.7 24.29 1.2
32 C45-4 21.43 23.98 1.2
33 C45-5 21.29 23.6 1.4
34 C45-6 21.5 23.72 1.5
35 C45-8 21.92 24.08 1.6
1.4
36 S45-1 21.31 24.77 0.7
37 S45-2 21.35 23.91 1.2
38 S45-3 21.57 24.12 1.2
39 S45-4 21.23 24.13 1.0
40 S45-5 21.85 25.05 0.8
41 S45-6 21.13 24.11 0.9
42 S45-7 21.34 24.08 11
43 S45-8 21.71 24.42 1.1
1.0
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Tabla A.l.15 Resultados expresion génica por
comparativa del “ct” para Colagena Tipo IV

medio

de la técnica

Promedio
Ct Ct Expresion Expresion
No. | Muestra ciclofilina COL IV Génica Génica
1 C20-2 20.21 24.78 1.0
2 C20-3 19.83 26.04 0.3
3 C20-4 19.7 23.66 1.6
4 C20-7 19.85 24.05 1.3
5 C20-8 20.03 24.17 1.4
6 1.1
S20-1 19.52 23.97 1.1
7 S20-2 19.73 24.35 1.0
8 S20-3 20.31 26.14 0.4
9 S20-4 20.13 24.8 1.0
10 S20-5 19.73 24.09 1.2
11 S20-6 19.62 23.95 1.2
12 S20-8 19.58 24.36 0.9
13 1.0
C30-1 21.19 24.58 2.3
14 C30-2 20.68 23.89 2.7
15 C30-3 21.16 25.11 1.6
16 C30-4 20.66 25.02 1.2
17 C30-5 20.34 25.77 0.6
18 C30-7 21.04 24 3.2
19 C30-8 20.86 24.35 2.2
20 2.0
S30-1 20.69 23.99 2.5
21 S30-2 20.7 24.99 1.3
22 S30-3 20.6 23.7 2.9
23 S30-4 20.44 24.31 1.7
24 S30-5 20.34 24.34 1.5
25 S30-6 20.78 24.21 2.3
26 S30-7 20.63 25.05 1.1
27 S30-8 19.47 24.38 0.8
28 1.8
C45-1 20.68 25.15 1.1
29 C45-2 20.66 24.4 1.8
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Tabla A.1.15 Resultados expresion génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para Colagena Tipo IV

Promedio
Ct Ct Expresion Expresion
No. | Muestra ciclofilina COL IV Génica Génica
30 C45-3 21.09 24.27 2.7
31 C45-4 20.6 24.14 2.1
33 C45-5 20.08 24.5 1.1
34 C45-6 20.62 24.72 1.4
35 C45-8 20.7 24.81 1.4
1.7
36 S45-1 20.15 25.04 0.8
37 S45-2 20.14 24.19 15
38 S45-3 20.25 24.09 1.7
39 S45-4 20.28 24.14 1.7
40 S45-5 20.21 24.19 1.6
41 S45-6 20.32 24.67 1.2
42 S45-7 20.32 25.19 0.8
43 S45-8 20.77 24.14 2.4

1.5
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Tabla A.l.16 Resultados expresiéon génica por medio de la técnica
comparativa del “ct” para Podocina
Ct Ct Promedio
No. Muestra | Ciclofilina|Podocina | Expresion Génica|Expresion Génica
1 C20-2 20.09 24.63 1.1
2 C20-3 19.1 24.9 0.5
3 C20-4 19.66 24.34 1.0
4 C20-5 19.8 24.25 1.2
5 C20-7 20.14 24.32 1.5
6 C20-8 18.58 23.37 1.0
1.1
7 S20-1 18.63 23.8 0.7
8 S20-2 20.06 24.17 1.5
9 S20-3 19.84 24.57 1.0
10 S20-4 19.45 23.91 1.2
11 S20-5 194 23.6 1.5
12 S20-6 20.32 24.33 1.7
13 S20-8 20.01 24.04 1.6
1.3
14 C30-1 20.17 23.96 1.9
15 C30-2 19.88 23.88 1.7
16 C30-3 20.62 25.67 0.8
17 C30-4 19.58 24.41 0.9
18 C30-5 20.25 23.45 2.9
19 C30-7 20.22 23.95 2.0
20 C30-8 20.41 24.55 1.5
1.7
21 S30-1 19.5 23.61 1.5
22 S30-2 19.88 25.07 0.7
23 S30-3 19.97 24.54 1.1
24 S30-4 19.76 23.6 1.9
25 S30-5 20.03 23.78 2.0
26 S30-6 18.79 22.95 1.5
27 S30-7 19.63 24.34 1.0
28 S30-8 19.04 23.16 1.5
14
29 C45-1 20.28 24.39 1.5
30 C45-2 20.4 24.84 1.2
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Tabla A.1.16 Resultados expresion génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para Podocina

Ct Ct Promedio
No. Muestra | Ciclofilina|Podocina | Expresion Génica|Expresion Génica
31 C45-3 19.97 24.06 1.6
32 C45-4 20.34 24.74 1.3
33 C45-6 20.33 24.58 1.4
34 C45-8 19.66 23.88 1.4
14
35 S45-1 20.17 23.85 2.1
36 S45-2 20.18 23.35 3.0
37 S45-3 19.49 23.33 1.9
38 S45-4 20 23.77 2.0
39 S45-5 19.16 23.2 1.6
40 S45-6 20.21 24.17 1.7
41 S45-7 19.89 24.03 1.5
42 S45-8 19.84 23.15 2.7
2.1
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Tabla A.l.17 Resultados expresiéon génica por medio de la técnica
comparativa del “ct” para Nefrina
Ct Ct Promedio
No. Muestra | Ciclofilina| Nefrina |Expresion Génica|Expresién Génica
1 C20-2 20.09 27.81 2.2
2 C20-3 19.1 29.27 0.4
3 C20-4 19.66 28.25 1.2
4 C20-5 19.8 28.76 0.9
5 C20-7 20.14 28.83 1.1
6 C20-8 18.58 27.42 1.0
1.1
7 S20-1 18.63 27.99 0.7
8 S20-2 20.06 28.61 1.2
9 S20-3 19.84 29.22 0.7
10 S20-4 19.45 28.2 1.1
11 S20-5 19.4 27.79 1.4
12 S20-6 20.32 28.11 2.1
13 S20-8 20.01 28.82 1.0
1.2
14 C30-1 20.17 28.31 1.6
15 C30-2 19.88 27.59 2.2
16 C30-3 20.62 29.19 1.2
17 C30-4 19.58 29.08 0.6
18 C30-5 20.25 28.38 1.6
19 C30-7 20.22 27.94 2.2
20 C30-8 20.41 28.82 1.3
1.5
21 S30-1 19.5 27.34 2.0
22 S30-2 19.88 28.74 1.0
23 S30-3 19.97 28.41 1.3
24 S30-4 19.76 27.69 1.9
25 S30-5 20.03 27.61 2.4
26 S30-6 18.79 26.29 2.5
27 S30-7 19.63 27.65 1.8
28 S30-8 19.04 28.35 0.7
1.7
29 C45-1 20.28 28.43 1.6
30 C45-2 20.4 28.21 2.0
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Tabla A.1.17 Resultados expresion génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para Nefrina

Ct Ct Promedio
No. Muestra |Ciclofilina| Nefrina | Expresion Génica|Expresién Génica
31 C45-3 19.97 27.64 2.2
32 C45-4 20.34 27.37 3.5
33 C45-6 20.33 27.81 2.5
34 C45-8 19.66 28.37 1.1
2.2
35 S45-1 20.17 27.57 2.7
36 S45-2 20.18 27.16 3.6
37 S45-3 19.49 27.76 1.5
38 S45-4 20 27.29 2.9
39 S45-5 19.16 26.53 2.7
40 S45-6 20.21 27.76 2.4
41 S45-7 19.89 28.11 15
42 S45-8 19.84 26.52 4.4
2.7
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Tabla A.1.18 Resultados colesterol total en tejido renal

Abs prom. | Colesterol Peso colesterol/ | colesterol
(nm) (mg/dL) rindn g rifdn mg/riidn

C20-2 0.4449 259.1 0.133 1.95 2.53
C20-3 0.5477 319.0 0.118 2.70 4.00
C20-4 0.0124 7.2 0.1 *0.07 0.10
C20-5 0.7107 413.9 0.135 *3.07

C20-7 0.37495 218.4 0.154 1.42 2.03
C20-8 0.38535 224.4 0.158 1.42 1.97
TOTAL 1.87

S20-2 0.16715 97.4 0.07 1.39 1.77
S20-3 0.46435 270.4 0.167 1.62 2.43
S20-4 0.46525 271.0 0.167 1.62 2.32
S20-5 0.38225 222.6 0.136 1.64

S20-6 0.1303 75.9 0.05 1.52

S20-8 0.3584 208.7 0.097 *2.15 2.69
TOTAL 1.56

C30-1 0.2081 121.2 0.144 *0.84 1.47
C30-2 0.1823 106.2 0.04 2.65

C30-3 0.43755 254.8 0.1928 1.32 2.01
C30-4 0.7023 409.0 0.1343 3.05 4.72
C30-5 0.1946 113.3 0.1363 *0.83 1.22
C30-7 0.7747 451.2 0.218 2.07 3.29
C30-8 0.3772 219.7 0.1348 1.63 3.21
TOTAL 2.14

S30-2 -0.0154 -9.0 0.1065 *-0.08 -0.13
S30-4 0.1731 100.8 0.1248 *0.81 1.45
S30-5 0.3925 228.6 0.1424 1.61 2.25
S30-6 0.4645 270.5 0.1476 1.83 2.13
S30-7 0.7085 412.6 0.147 2.81 3.34
S30-8 0.83565 486.7 0.187 2.60 3.10
TOTAL 2.21

C45-1 0.5946 346.3 0.193 1.79

C45-2 0.52385 305.1 0.153 1.99 0.76
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Tabla A.1.18 Resultados colesterol total en tejido renal

Abs prom. | Colesterol Peso colesterol/ | colesterol
(nm) (mg/dL) rinén g rinén mg/rindn
C45-3 0.4775 278.1 0.165 1.69 2.12
C45-4 0.3728 217.1 0.153 *1.42 2.34
C45-5 0.594 346.0 0.153 2.26 4.09
C45-6 0.31915 185.9 0.154 *1.21 2.96
C45-7 0.4603 268.1 0.174 *1.54 2.68
C45-8 0.74265 432.5 0.131 3.30 5.08
TOTAL 2.31
S45-1 0.5422 315.8 0.146 2.16 2.86
S45-2 0.55105 320.9 0.144 2.23 3.08
S45-3 0.58595 341.3 0.16 2.13 3.20
S45-4 0.7156 416.8 0.173 2.41 3.40
S45-5 0.53095 309.2 0.156 *1.98 3.01
S45-6 0.38575 224.7 0.122 *1.84 3.20
S45-7 0.5213 303.6 0.159 *1.91
S45-8 0.74415 433.4 0.182 2.38 3.26
TOTAL 2.26
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Tabla A.1.19 Resultados triglicéridos totales en tejido renal

Triglicéridos

Lectura Triglicéridos | Peso del (mg/dL / |Triglicéridos

PROMEDIO (mg/dL) rindn g rifién) (mg/rifidn)
C20-2 0.82355 510.1 0.133 3.84 4.99
C20-3 0.8469 524.6 0.118 4.45 6.58
C20-4 0.1648 102.1 0.1 1.02 1.38
C20-5 0.79135 490.2 0.135 3.63
C20-7 0.8233 509.9 0.154 3.31 4.74
C20-8 1.01875 631.0 0.158 3.99 5.55
TOTAL 0 543.9 3.84
S20-2 0.4195 259.8 0.07 3.71 4.71
S20-3 0.71875 445.2 0.167 2.67 4.00
S20-4 2.672 1655.0 0.167 9.91 14.17
S20-5 0.9042 560.0 0.136 412
S20-6 0.39785 246.4 0.05 4.93
S20-8 0.56645 350.9 0.097 3.62 4.52
TOTAL 372.5 3.53
C30-1 0.98975 662.0 0.144 4.60 8.05
C30-2 1.33595 893.6 0.04 22.34
C30-3 1.6074 1075.2 0.1928 5.58 8.48
C30-4 1.7412 1164.7 0.1343 8.67 13.44
C30-5 0.9033 604.2 0.1363 4.43 6.52
C30-7 0.44935 300.6 0.218 1.38 2.19
C30-8 0.465 311.0 0.1348 2.31 4.55
TOTAL 686.3 4.49
S30-2 0.01305 44.6 0.1065 0.42 0.65
S30-4 0.03735 127.6 0.1248 1.02 1.83
S30-5 0.11365 388.1 0.1424 2.73 3.82
S30-6 0.08675 296.3 0.1476 2.01 2.33
S30-7 0.7907 2700.5 0.147 18.37 21.86
S30-8 0.43655 1490.9 0.187 7.97 9.49
TOTAL 3.43
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Tabla A.1.19 Resultados triglicéridos totales en tejido renal

Triglicéridos

Lectura |Triglicéridos| Peso del (mg/dL / |Triglicéridos

PROMEDIO (mg/dL) rinén g rifidn) (mg/rifién)
C45-1 0.09305 317.8 0.193 1.65
C45-2 0.0851 290.6 0.153 1.90 0.76
C45-3 0.1502 513.0 0.165 3.11 3.92
C45-4 0.15075 514.9 0.153 3.37 5.55
C45-5
C45-6 0.34585 1181.2 0.154 7.67 18.79
C45-7 0.3662 1250.7 0.174 7.19 12.51
C45-8 0.41525 1418.2 0.131 10.83 16.67
TOTAL 5.10
S45-1 0.47565 1624.5 0.146 11.13 14.69
S45-2 0.6958 2376.4 0.144 16.50 22.77
S45-3 0.0542 185.1 0.16 1.16 1.74
S45-4 0.33465 1142.9 0.173 6.61 9.32
S45-5 0.16065 548.7 0.156 3.52 5.35
S45-6 0.1212 413.9 0.122 3.39 5.90
S45-7
S45-8 0.10175 347.5 0.182 1.91 2.62
TOTAL 3.32
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Tabla A.1.20 Resultados mg/dL de creatinina en suero

RATA

Creatinina en suero

Creatinina en suero

(mg/dL) (mmol/L)
C20-4 0.82 72.5
C20-5 0.71 62.8
C20-7 0.76 67.2
C20-8 0.82 72.5
PROMEDIO 0.78 68.7
S20-1 0.94 83.1
S20-2 0.61 53.9
S20-4 0.47 41.5
S20-6 0.69 61.0
PROMEDIO 0.68 59.9
C30-1 0.88 77.8
C30-2 0.95 84.0
C30-3 1.04 91.9
C30-5 0.64 56.6
C30-6 1.08 95.5
C30-7 0.69 61.0
C30-8 0.60 53.0
PROMEDIO 0.84 74.3
S30-1 0.55 48.6
S30-2 0.78 69.0
S30-3 0.45 39.8
S30-4 0.47 41.5
S30-5 0.59 52.2
S30-6 0.73 64.5
S30-7 0.69 61.0
S30-8 0.42 37.1
PROMEDIO 0.70 61.7
C45-1 0.89 78.7
C45-2 0.75 66.3
C45-3 0.89 78.7
C45-4 0.72 63.6
C45-5 0.83 734
C45-6 0.87 76.9
C45-7 0.69 61.0
C45-8
PROMEDIO 0.83 72.9
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Tabla A.1.20 Resultados mg/dL de creatinina en suero

RATA

Creatinina en suero

Creatinina en suero

(mg/dL) (mmol/L)
S45-1 0.49 43.3
S45-2 0.78 69.0
S45-3 0.75 66.3
S45-4 0.78 69.0
S45-5 1.02 90.2
S45-6 0.73 64.5
S45-7 0.60 53.0
PROMEDIO 0.81 71.8
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Tabla A.1.21 Resultados mg/dL de depuracién de creatinina

Vol. | Vol. F.IUJO. o
RATA Orina | Orina | Urinario Crgat. Creat. | Depuracio6 Prom.
12h | 24h (mL)/mln orina | suero | n (mg/dL)
C20-2 6.70 | 13.40 0.01 27.10
C20-3 2.70 | 5.40 0.00 32.60
C20-4 5.40 | 10.80 0.01 53.10
C20-5 3.40 | 6.80 0.00 52.80 | 0.82 0.30
C20-7 2.70 | 5.40 0.00 75.30 | 0.71 0.40 0.43
C20-8 3.70 | 7.40 0.01 56.70 | 0.76 0.38 0.45
PROMEDIO | 4.10 | 8.20 0.01 49.60 | 0.76 0.36 0.44 | 0.44
S20-1 10.40 | 20.80 0.01 10.60
S20-2 10.60 | 21.20 0.01 11.40 | 0.94 0.18 0.36
S20-4 4.00 | 8.00 0.01 0.61
S20-5 3.20 | 6.40 0.00 48.10 | 0.47 1.09 0.84
S20-6 7.70 | 15.40 0.01 34.80
S20-8 3.80 | 7.60 0.01 68.00 | 0.69
PROMEDIO | 6.62 | 13.23 0.01 34.58 | 0.68 0.48 0.57 | 0.60
C30-1 11.60 | 23.20 0.02 22.90 | 0.88 0.42 0.58
C30-2 7.70 | 15.40 0.01 36.30 | 0.95 0.41
C30-3 5.40 | 10.80 0.01 32.60 | 1.04 0.24 0.38
C30-5 7.90 | 15.80 0.01 32.90 | 0.64 0.56 0.62
C30-6 4.80 | 9.60 0.01 39.20 | 1.08 0.24 0.29
C30-7 9.40 | 18.80 0.01 35.20 | 0.69 0.67 0.61
C30-8 8.60 | 17.20 0.01 28.90 | 0.60 0.58
PROMEDIO | 7.91 | 15.83 0.01 32.57 | 0.84 0.43 0.49 | 0.49
S30-1 6.90 | 13.80 0.01 33.40 | 0.55 0.58 0.69
S30-2 13.00 | 26.00 0.02 25.08 | 0.78 0.58 0.70
S30-3 13.00 | 26.00 0.02 16.84 | 0.45 0.68 0.85
S30-4 10.00 | 20.00 0.01 24.40 | 0.47 0.72
S30-5 3.70 | 7.40 0.01 0.59
S30-6 7.60 | 15.20 0.01 29.20 | 0.73 0.42
S30-7 7.00 | 14.00 0.01 19.10 | 0.69 0.27 0.35
S30-8 6.40 | 12.80 0.01 24.40 | 0.42 0.52
PROMEDIO | 8.45 | 16.90 0.01 0.59 0.54 0.61 | 0.65
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Tabla A.1.21 Resultados mg/dL de depuracion de creatinina

Vol. Vol. u::ilnuajl?io Creat. | Creat. | Depuraci6
RATA Orina | Orina . o i P Prom.
12h | 241 (mL;mln orina | suero | n (mg/dL)
C45-1 19.00 | 38.00 0.03 25.00 | 0.60 1.10
C45-1 19.00 | 38.00 0.03 25.00 | 0.60 1.10
C45-2 16.00 | 32.00 0.02 26.50 | 0.75 0.79
C45-3 9.40 | 18.80 0.01 20.35 | 0.89 0.30
C45-4 25.00 | 50.00 0.03 9.38 | 0.72 0.45
C45-5 7.60 | 15.20 0.01 22.16 | 0.63 0.37
C45-6 13.00 | 26.00 0.02 13.40 | 0.87 0.28
C45-7 9.30 | 18.60 0.01 20.90 | 0.69 0.39
C45-8 21.00 | 42.00 0.03 12.20
PROMEDIO | 15.04 | 30.08 0.02 18.74 | 0.76 0.42 0.45 | 0.45
S45-1 15.00 | 30.00 0.02 10.60 | 0.49 0.45
S45-2 14.20 | 28.40 0.02 16.00 | 0.78 0.40
S45-3 10.50 | 21.00 0.01 20.16 | 0.75 1.51
S45-4 17.00 | 34.00 0.02 14.80 | 0.78 0.45
S45-5 10.70 | 21.40 0.01 26.12 | 1.02 0.38
S45-6 14.20 | 28.40 0.02 16.10 | 0.73 0.43
S45-7 12.30 | 24.60 0.02 23.10 | 0.60
S45-8 18.00 | 36.00 0.03
PROMEDIO | 13.99 | 27.98 0.02 18.13 | 0.74 0.42 0.43 | 0.43
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Tabla A.1.22 Resultados porcentaje expansion mesangial

Numero Rata % Expansion Mesangial Promedio
1 C20-2 45.45
2 C20-4 41.63
3 C20-5 46.16
4 C20-7 41.27
5 C20-8 39.56
42.82
6 S20-1 30.77
7 S20-2 32.14
8 S20-4 32.72
9 S20-6 35.11
10 S20-8 32.28
32.61
11 C30-1 42.15
12 C30-3 42.30
13 C30-4 38.31
14 C30-5 41.32
15 C30-7 39.90
40.80
16 S30-2 38.89
17 S30-3 36.25
18 S30-5 37.22
19 S30-6 30.37
20 S30-7 28.92
34.33
21 C45-1 53.46
22 C45-2 55.01
23 C45-3 53.39
24 C45-5 53.18
25 C45-6 52.66
53.54
26 C45-1 41.5
27 C45-2 40.8
28 C45-4 41.0
29 C45-6 40.3
30 C45-8 40.2

40.7
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APENDICE Il ESTADISTICAS

Estadistica A.Il.1 Expresién génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para SREBP-1

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare 0.610111
Adj Rsquare 0.554413
Root Mean Square Error 0.444799
Mean of Response 1.726829
Observations (or Sum Wgts) |41

Analysis of Variance

Source DF Sum of Squares [Mean F Ratio [Prob>F
Square

Column 5 10.835869 2.16717 10.9538 .0001

1

Error 35 6.924619 0.19785

C. Total 40 17.760488
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Estadistica A.ll.1 Expresién génica por medio de la técnica comparativa del “ct”
para SREBP-1

Means for Oneway Anova

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

1 5 1.04000 0.19892 0.6362 1.4438

2 7 0.90000 0.16812 0.5587 1.2413

3 6 2.21667 0.18159 1.8480 2.5853

4 8 1.92500 0.15726 1.6057 2.2443

5 7 2.22857 0.16812 1.8873 2.5699

6 8 1.87500 0.15726 1.5557 2.1943

Std Error uses a pooled estimate of error variance

Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.03011 0.05

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

LSD

5 -0.48267 |-0.49047 -0.16377 -0.11377 |0.65983 |0.84590
3 -0.49047 |-0.52134 -0.19600 -0.14600 |0.62988 |0.81429
4 -0.16377 |-0.19600 -0.45150 -0.40150 |0.37022 |0.55766
6 -0.11377 |-0.14600 -0.40150 -0.45150 |0.32022 |0.50766
1 0.65983 |0.62988 0.37022 0.32022 |-0.57110 (-0.38874
2 0.84590 |0.81429 0.55766 0.50766 |-0.38874 |-0.48267

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level

Mean

2.2285714

2.2166667

1.9250000

> > > >

1.8750000

B

1.0400000

NP AW O

B

0.9000000

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.ll.2 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del

“ct” para FAS

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

s . _ 3
£ I : }: 3
. H { § T
L] . .
._ —_—
I | I
2 3 4 5 6
Column 1
Means and Std Deviations
Level [Numb |[Mean Std Dev |Std Err Mean |Lower Upper 95%
er 95%
1 5 0.98000 [0.59749 |0.26721 0.2381 1.7219
2 6 1.35000 |0.35637 |0.14549 0.9760 1.7240
3 7 1.42857 |0.40297 |0.15231 1.0559 1.8013
4 5 0.92000 |0.58481 |0.26153 0.1939 1.6461
5 8 1.30000 {1.06234 |0.37559 0.4119 2.1881
6 8 1.40000 |0.23905 |0.08452 1.2002 1.5998
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Estadistica A.Il.2 Expresién génica por medio de la técnica comparativa del “ct”
para FAS

Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.03452 0.05

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

3 -0.67478]-0.62478 |-0.62376 |-0.52478 |-0.29061 |-0.23061
6 -0.62478]-0.63120 |-0.63177 |-0.53120 |-0.29968 |-0.23968
2 -0.62376|-0.63177 |-0.72885 |[-0.63177 |-0.39442 |-0.33442
5 -0.524781-0.53120 |-0.63177 |-0.63120 |-0.39968 |-0.33968
1 -0.29061[-0.29968 |-0.39442 |-0.39968 |-0.79841 |-0.73841
4 -0.23061[-0.23968 |-0.33442 |-0.33968 |-0.73841 |-0.79841

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level Mean

1.4285714

1.4000000

1.3500000

1.3000000

0.9800000

NN EGITNIE S
> > > > > >

0.9200000

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.lIl.3 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para SREBP-2

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

.l mol.

[y 8]

Means and Std Deviations

E

Level [Numbe|Mean Std Dev  |Std Err Mean |Lower 95% |Upper 95%
r
1 5 1.02000 |0.268328 |0.12000 0.6868 1.3532
2 7 0.94286 |0.190238 |0.07190 0.7669 1.1188
3 7 1.55714 |0.390969 |0.14777 1.1956 1.9187
4 8 1.73750 |0.625500 |0.22115 1.2146 2.2604
5 7 1.60000 |0.680686 |0.25728 0.9705 2.2295
6 8 1.45000 |0.396412 |0.14015 1.1186 1.7814
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Estadistica A.1l.3 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del “ct”
para SREBP-2

Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.02809 0.05

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

LSD

4 -0.47925 |-0.35857 |-0.31571 |-0.19175 |0.17107 |0.29857
5 -0.35857 |-0.51234 |-0.46948 |-0.34607 |0.01876 |0.14480
3 -0.31571 |-0.46948 |-0.51234 |-0.38893 |-0.02410 |0.10195
6 -0.19175 |-0.34607 -0.38893 |-0.47925 |-0.11643 |0.01107
1 0.17107 |0.01876 |-0.02410 |-0.11643 |-0.60621 |-0.48410
2 0.29857 |0.14480 |0.10195 |0.01107 |-0.48410 |-0.51234

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level Mean

4 A 1.7375000
5 A 1.6000000
3 A |B 1.5571429
6 A |B 1.4500000
1 B |C [1.0200000
2 C 10.9428571

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.ll.4 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para HMG-CoA reductasa

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare 0.603145
Adj Rsquare 0.548027
Root Mean Square Error 0.372466
Mean of Response 1.552381

Observations (or Sum Wgts) |42

Analysis of Variance

Source |DF Sum of Squares |Mean Square |F Ratio Prob > F
Column 1|5 7.590440 1.51809 10.9427 |<.0001
Error 36 4.994321 0.13873

C. Total |41 12.584762
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Estadistica A.ll.4 Expresién génica por medio de la técnica comparativa del “ct”
para HMG-CoA reductasa

Means for Oneway Anova

Level |Number |Mean Std Error  |Lower 95% |Upper 95%
1 5 1.04000 0.16657 0.7022 1.3778
2 7 0.90000 0.14078 0.6145 1.1855
3 7 1.87143 0.14078 1.5859 2.1569
4 8 1.82500 0.13169 1.5579 2.0921
5 7 2.07143 0.14078 1.7859 2.3569
6 8 1.43750 0.13169 1.1704 1.7046

Std Error uses a pooled estimate of error variance

Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.02809 0.05

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

LSD

5 -0.40378 |-0.20378 |-0.14453 |0.24297 |0.58911 |0.76765
3 -0.20378 |-0.40378 |-0.34453 |0.04297 |0.38911 |0.56765
4 -0.14453 |-0.34453 |-0.37770 |0.00980 |0.35436 |0.53405
6 0.24297 |0.04297 |0.00980 |-0.37770 |-0.03314 |0.14655
1 0.58911 |0.38911 |0.35436 |-0.03314 |-0.47775 |-0.30232
2 0.76765 |0.56765 |0.53405 |0.14655 |-0.30232 |[-0.40378

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level Mean

2.0714286

> >

1.8714286

1.8250000

B 1.4375000

B |C |1.0400000

N[ R[]~ w[u
>

C 10.9000000

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.lIl.5 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para CPT-1

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare 0.278561
Adj Rsquare 0.121726
Root Mean Square Error 0.49812
Mean of Response 1.458621
Observations (or Sum Wgts) |29

Analysis of Variance

Source |DF Sum of Squares |Mean Square |F Ratio Prob > F
Column 11 |5 2.2035115 0.440702 1.7761 0.1576
Error 23 5.7068333 0.248123

C. Total |28 7.9103448

Means for Oneway Anova

Level |Number Mean Std Error  |Lower 95%  |Upper 95%
1 4 1.05000 0.24906 0.5348 1.5652

2 5 1.32000 0.22277 0.8592 1.7808

3 5 1.42000 0.22277 0.9592 1.8808

4 4 1.32500 0.24906 0.8098 1.8402

5 6 1.93333 0.20336 1.5127 2.3540

6 5 1.50000 0.22277 1.0392 1.9608

Std Error uses a pooled estimate of error variance
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Estadistica A.Il.5 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del “ct”
para CPT-1

Means and Std Deviations

Level [Number |Mean Std Dev  |Std Err Mean |Lower 95% |Upper 95%
1 4 1.05000 ]0.341565 |0.17078 0.5065 1.5935

2 5 1.32000 |0.432435 |0.19339 0.7831 1.8569

3 5 1.42000 ]0.704982 |0.31528 0.5446 2.2954

4 4 1.32500 ]0.442531 |0.22127 0.6208 2.0292

5 6 1.93333 |0.531664 |0.21705 1.3754 2.4913

6 5 1.50000 ]0.393700 |0.17607 1.0112 1.9888
Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.06866 0.05

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

5 -0.59492 |-0.19063 |-0.11063 |-0.05681 |-0.01063 |0.21819
6 -0.19063 |[-0.65171 |-0.57171 |-0.51624 |-0.47171 |-0.24124
3 -0.11063 |-0.57171 |-0.65171 |-0.59624 |-0.55171 |-0.32124
4 -0.05681 |-0.51624 |-0.59624 |-0.72863 |-0.68624 |-0.45363
2 -0.01063 [-0.47171 |-0.55171 |-0.68624 |-0.65171 |-0.42124
1 0.21819 |-0.24124 |-0.32124 |-0.45363 |-0.42124 |-0.72863

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level

Mean

1.9333333

1.5000000

1.4200000

1.3250000

> > > > >

1.3200000

00| o

1.0500000

5
6
3
4
2
1
L

evels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.Il.6 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para TNF-a

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare 0.367377
Adj Rsquare 0.274344
Root Mean Square Error 1.517695
Mean of Response 2.675
Observations (or Sum Wgts) |40

Analysis of Variance

Source |DF Sum of Squares |Mean Square |F Ratio Prob > F
Column 1|5 45.47946 9.09589 3.9489 0.0063
Error 34 78.31554 2.30340

C. Total |39 123.79500

Means for Oneway Anova

Level |Number Mean Std Error  |Lower 95%  [Upper 95%
1 4 1.07500 0.75885 -0.467 2.6172

2 6 0.95000 0.61960 -0.309 2.2092

3 7 3.84286 0.57363 2.677 5.0086

4 8 3.20000 0.53659 2.110 4.2905

5 7 3.54286 0.57363 2.377 4.7086

6 8 2.46250 0.53659 1.372 3.5530

212



Std Error uses a pooled estimate of error variance
Estadistica A.Il.6 Expresién génica por medio de la técnica comparativa del “ct”

para TNF-a

Means and Std Deviations

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

1 4 1.07500 |0.56789 ]0.2839 0.1714 1.9786

2 6 0.95000 |0.19748 |0.0806 0.7428 1.1572

3 7 3.84286 |3.05224 |1.1536 1.0200 6.6657

4 8 3.20000 |0.61179 |0.2163 2.6885 3.7115

5 7 3.54286 |1.49427 |0.5648 2.1609 4.9248

6 8 2.46250 |0.86510 |0.3059 1.7393 3.1857

Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.03224 0.05

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

LSD

3 -1.6486 -1.3486 -0.9534 -0.2159 |0.8347 |1.1769

5 -1.3486 -1.6486 -1.2534 -0.5159 |0.5347 |0.8769

4 -0.9534 -1.2534  |-1.5422 -0.8047 |0.2362 |0.5843

6 -0.2159 -0.5159 -0.8047 -1.5422 |-0.5013 |-0.1532

1 0.8347 0.5347 0.2362 -0.5013 |-2.1809 |-1.8659

2 1.1769 0.8769 0.5843 -0.1532 |-1.8659 |-1.7807

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level Mean

3 A 3.8428571
5 A 3.5428571
4 A 3.2000000
6 A |B |2.4625000
1 B |1.0750000
2 B |{0.9500000

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.Il.7 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para IL6

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare 0.511798
Adj Rsquare 0.442055
Root Mean Square Error 0.528604
Mean of Response 1.565854
Observations (or Sum Wgts) |41

Analysis of Variance

Source |DF Sum of Squares |Mean Square |F Ratio Prob > F
Column 1 |5 10.252433 2.05049 7.3383 <.0001
Error 35 9.779762 0.27942

C. Total |40 20.032195

Means for Oneway Anova

Level [Number Mean Std Error Lower 95% Upper 95%
1 5 1.00000 0.23640 0.5201 1.4799

2 7 0.72857 0.19979 0.3230 1.1342

3 7 2.04286 0.19979 1.6373 2.4485

4 8 1.57500 0.18689 1.1956 1.9544

5 6 2.06667 0.21580 1.6286 2.5048

6 8 1.85000 0.18689 1.4706 2.2294

Estadistica A.ll.7 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del “ct”

215




para IL6

Std Error uses a pooled estimate of error variance

Means and Std Deviations

Level [Number |Mean Std Dev  |Std Err Mean |Lower 95% |Upper 95%

1 5 1.00000 |0.122474 |0.05477 0.8479 1.1521

2 7 0.72857 |0.269037 |0.10169 0.4798 0.9774

3 7 2.04286 |0.479086 0.18108 1.5998 2.4859

4 8 1.57500 ]0.523041 |0.18492 1.1377 2.0123

5 6 2.06667 |0.838252 0.34222 1.1870 2.9464

6 8 1.85000 [0.595219 |0.21044 1.3524 2.3476

Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.03011 0.05

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

5 -0.61957|-0.57322 -0.36289 -0.08789 |0.41686 |0.74107

3 -0.57322]-0.57361 -0.36254 -0.08754 |0.41450 |0.74068

6 -0.36289|-0.36254 -0.53656 -0.26156 |0.23823  |0.56603

4 -0.08789|-0.08754 -0.26156 -0.53656 |-0.03677 |0.29103

1 0.41450 0.23823 -0.03677 |-0.67870 |-0.35693
0.41686

2 0.74107 |0.74068 0.56603 0.29103 |-0.35693 |-0.57361

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level Mean

5 A 2.0666667
3 A 2.0428571
6 A 1.8500000
4 A 1.5750000
1 C |1.0000000
2 C |0.7285714

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.Il.8 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del

“ct” para TGF-B

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

Oneway Anova

Summary of Fit

Rsquare 0.375081
Adj Rsquare 0.285807
Root Mean Square Error 0.399724
Mean of Response 1.331707

Observations (or Sum Wgts) (41

Analysis of Variance

Source |DF Sum of Squares |Mean Square |F Ratio Prob > F
Column 1|5 3.3565186 0.671304 4.2015 0.0043
Error 35 5.5922619 0.159779

C. Total 1[40 8.9487805

Means for Oneway Anova

Level |Number Mean Std Error Lower 95% Upper 95%
1 5 1.00000 0.17876 0.6371 1.3629

2 7 1.05714 0.15108 0.7504 1.3639

3 7 1.42857 0.15108 1.1219 1.7353

4 8 1.31250 0.14132 1.0256 1.5994

5 6 1.93333 0.16319 1.6020 2.2646

6 8 1.26250 0.14132 0.9756 1.5494
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Estadistica A.ll.8 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del “ct”
para TGF-

Std Error uses a pooled estimate of error variance

Means and Std Deviations

Level [Number |Mean Std Dev Std Err Mean |Lower 95% |Upper 95%
1 5 1.00000 [0.141421 |0.06325 0.8244 1.1756
2 7 1.05714 |0.207020 |0.07825 0.8657 1.2486
3 7 1.42857 |0.502375 |0.18988 0.9640 1.8932
4 8 1.31250 |0.479397 |0.16949 0.9117 1.7133
5 6 1.93333 |0.592171 |0.24175 1.3119 2.5548
6 8 1.26250 [0.232609 |0.08224 1.0680 1.4570
Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.03011 0.05

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

LSD

5 -0.46851 |0.05330 |0.18258 |0.23258 |0.42472 |0.44196
3 0.05330 |-0.43376 |-0.30391 |-0.25391 |-0.06233 |-0.04658
4 0.18258 |-0.30391 |-0.40574 |-0.35574 |-0.16462 |-0.15012
6 0.23258 |-0.25391 |-0.35574 |-0.40574 |-0.21462 |-0.20012
2 0.42472 |-0.06233 |-0.16462 |-0.21462 |-0.43376 |-0.41801
1 0.44196 |-0.04658 |-0.15012 |-0.20012 |-0.41801 |-0.51323

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level

Mean

A

1.9333333

1.4285714

1.3125000

1.2625000

1.0571429

RINO| AW O

W W W W@ @@

1.0000000

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.lIl.9 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para Colagena Tipo IV

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare 0.260359
Adj Rsquare 0.157631
Root Mean Square Error 0.625638
Mean of Response 1.514286
Observations (or Sum Wgts) |42

Analysis of Variance

Source |DF Sum of Squares [Mean Square |F Ratio Prob > F
Column |5 4.960214 0.992043 2.5345 0.0459
1

Error |36 14.091214 0.391423

C. Total |41 19.051429

Means for Oneway Anova

Level |Number Mean Std Error  |Lower 95%  [Upper 95%
1 5 1.12000 0.27979 0.5526 1.6874

2 7 0.97143 0.23647 0.4918 1.4510

3 7 1.97143 0.23647 1.4918 2.4510

4 8 1.76250 0.22120 1.3139 2.2111

5 7 1.65714 0.23647 1.1776 2.1367

6 8 1.46250 0.22120 1.0139 1.9111
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Estadistica A.Il.9 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del “ct”

para Colagena Tipo IV

Std Error uses a pooled estimate of error variance

Means and Std Deviations

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

1 5 1.12000 |0.506952 |0.22672 0.4905 1.7495

2 7 0.97143 |0.275162 |0.10400 0.7169 1.2259

3 7 1.97143 ]0.895757 |0.33856 1.1430 2.7999

4 8 1.76250 |0.734725 |0.25976 1.1483 2.3767

5 7 1.65714 ]0.585540 |0.22131 1.1156 2.1987

6 8 1.46250 |0.528982 |0.18702 1.0203 1.9047

Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.02809 0.05

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

LSD

3 -0.67823 |-0.44776 -0.36394 |-0.14776|0.10846 |0.32177

4 -0.44776 |-0.63443 -0.55134 |-0.33443 |-0.08086 |0.13438

5 -0.36394 |-0.55134 -0.67823 |-0.46205 [-0.20582 |0.00748

6 -0.14776 |-0.33443 -0.46205 |-0.63443|-0.38086 |-0.16562

1 0.10846 |-0.08086 -0.20582 |-0.38086 |-0.80249 |-0.59439

2 0.32177 ]0.13438 0.00748 |-0.16562 |-0.59439 |-0.67823

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level

Mean

1.9714286

1.7625000

1.6571429

> > > >

1.4625000

W W W W

(@)

1.1200000

NFRIOO|A~W

0.9714286

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.Il.10 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del
“ct” para Podocina

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare 0.286258
Adj Rsquare 0.167301
Root Mean Square Error 0.261598
Mean of Response 1.269444

Observations (or Sum Wgts) |36

Analysis of Variance

Source |DF Sum of Squares |Mean Square |F Ratio Prob > F
Column1 |5 0.8233889 0.164678 2.4064 0.0599
Error 30 2.0530000 0.068433

C. Total |35 2.8763889

Means for Oneway Anova

Level |Number Mean Std Error  |Lower 95%  [Upper 95%
1 5 1.02000 0.11699 0.7811 1.2589

2 6 1.21667 0.10680 0.9986 1.4348

3 6 1.26667 0.10680 1.0486 1.4848

4 7 1.30000 0.09887 1.0981 1.5019

5 6 1.21667 0.10680 0.9986 1.4348

6 6 1.55000 0.10680 1.3319 1.7681

Std Error uses a pooled estimate of error variance




Estadistica A.II.10 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del “ct”
para Podocina

Means and Std Deviations

Level [Number |Mean Std Dev  |Std Err Mean |Lower 95% |Upper 95%
1 5 1.02000 |0.192354 |0.08602 0.7812 1.2588
2 6 1.21667 |0.213698 |0.08724 0.9924 1.4409
3 6 1.26667 |0.432049 |0.17638 0.8133 1.7201
4 7 1.30000 |0.288675 |0.10911 1.0330 1.5670
5 6 1.21667 ]0.116905 |0.04773 1.0940 1.3394
6 6 1.55000 ]0.187083 |0.07638 1.3537 1.7463
Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.04227 0.05

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

6 -0.30845|-0.04723 |-0.02512 |0.02488 |0.02488 |0.20649
4 -0.04723|-0.28557 |-0.26390 |-0.21390 |-0.21390 |-0.03283
3 -0.02512|-0.26390 |-0.30845 |-0.25845 |-0.25845 |-0.07684
2 0.02488 |-0.21390 |-0.25845 |-0.30845 |-0.30845 |-0.12684
5 0.02488 |-0.21390 |-0.25845 |-0.30845 |-0.30845 |-0.12684
1 0.20649 |-0.03283 |-0.07684 |-0.12684 |-0.12684 |-0.33789

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level Mean

A 1.5500000

>

1.3000000

1.2666667

1.2166667

1.2166667

Rrladvwls]o
>

W W W W w

1.0200000

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.ll.11 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del

“ct” para Nefrina

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare 0.507772
Adj Rsquare 0.428381
Root Mean Square Error 0.609129
Mean of Response 1.691892
Observations (or Sum Wgts) |37

Analysis of Variance

Source |DF Sum of Squares |Mean Square |F Ratio Prob > F
Column1 |5 11.865401 2.37308 6.3958 0.0003
Error 31 11.502167 0.37104

C. Total |36 23.367568

Means for Oneway Anova

Level |Number Mean Std Error  |Lower 95%  [Upper 95%
1 4 1.02500 0.30456 0.4038 1.6462

2 6 0.98333 0.24868 0.4762 1.4905

3 6 1.61667 0.24868 1.1095 2.1238

4 8 1.62500 0.21536 1.1858 2.0642

5 5 1.78000 0.27241 1.2244 2.3356

6 8 2.62500 0.21536 2.1858 3.0642
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Estadistica A.ll.11 Expresion génica por medio de la técnica comparativa del “ct”
para Nefrina

Std Error uses a pooled estimate of error variance

Means and Std Deviations

Level [Number |Mean Std Dev  |Std Err Mean |Lower 95% |Upper 95%
1 4 1.02500 |0.095743 |0.04787 0.8727 1.1773
2 6 0.98333 |0.248328 0.10138 0.7227 1.2439
3 6 1.61667 |0.411906 |0.16816 1.1844 2.0489
4 8 1.62500 |0.615862 |0.21774 1.1101 2.1399
5 5 1.78000 |0.544977 |0.24372 1.1033 2.4567
6 8 2.62500 |0.961769 |0.34004 1.8209 3.4291
Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.03951 0.05

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

6 -0.62116|0.13677 |0.37884 |0.33740 |0.83923 |0.97073
5 0.13677 |-0.78572 |-0.55323 |-0.58893 |-0.07838 |0.04440
4 0.37884 |-0.55323 |-0.62116 |-0.66260 |-0.16077 |[-0.02927
3 0.33740 |-0.58893 |-0.66260 |-0.71726 |-0.21025 |-0.08392
1 0.83923 |-0.07838 |-0.16077 |-0.21025 |-0.87846 |-0.76025
2 0.97073 |0.04440 |-0.02927 |-0.08392 |-0.76025 |[-0.71726

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level Mean

A 2.6250000

1.7800000

1.6250000

1.6166667

W W W W

1.0250000

NP W A~OIHOD

O000

0.9833333

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.lIl.12 Colesterol total en tejido renal

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

Oneway Anova

Summary of Fit

Rsquare 0.235716
Adj Rsquare 0.062015
Root Mean Square Error 0.519473
Mean of Response 2.0425
Observations (or Sum Wgts) (28

Analysis of Variance

Source |DF Sum of Squares |Mean Square |F Ratio Prob > F
Column 1 |5 1.8309750 0.366195 1.3570 0.2783
Error 22 5.9367500 0.269852

C. Total |27 7.7677250

Means for Oneway Anova

Level |Number Mean Std Error  |Lower 95% Upper 95%
1 4 1.87250 0.25974 1.3338 2.4112

2 5 2.14400 0.23232 1.6622 2.6258

3 5 2.20600 0.23232 1.7242 2.6878

4 5 1.55800 0.23232 1.0762 2.0398

5 4 2.21250 0.25974 1.6738 2.7512

6 5 2.26200 0.23232 1.7802 2.7438
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Estadistica A.ll.12 Colesterol total en tejido renal

Std Error uses a pooled estimate of error variance

Means and Std Deviations

Level [Number |Mean Std Dev  |Std Err Mean |Lower 95% |Upper 95%
1 4 1.87250 |0.605606 |0.30280 0.9088 2.8362
2 5 2.14400 |0.711604 |0.31824 1.2604 3.0276
3 5 2.20600 |0.649176 |0.29032 1.3999 3.0121
4 5 1.55800 |0.104976 |0.04695 1.4277 1.6883
5 4 2.21250 |0.582087 |0.29104 1.2863 3.1387
6 5 2.26200 |0.127161 |0.05687 2.1041 2.4199
Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.07387 0.05

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

LSD

6 -0.68136 |-0.67319 |(-0.62536 |-0.56336 |-0.33319 |0.02264
5 -0.67319 |-0.76178 |[-0.71619 |-0.65419 |-0.42178 |-0.06819
3 -0.62536 |-0.71619 |(-0.68136 |-0.61936 |-0.38919 |-0.03336
2 -0.56336 |-0.65419 |[-0.61936 |-0.68136 |-0.45119 |-0.09536
1 -0.33319 |-0.42178 |[-0.38919 |-0.45119 |-0.76178 |-0.40819
4 0.02264 |-0.06819 |-0.03336 |-0.09536 |[-0.40819 |-0.68136

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level Mean

6 A 2.2620000
5 A |B |2.2125000
3 A |B |2.2060000
2 A |B |2.1440000
1 A |B |1.8725000
4 B |1.5580000

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.lIl.13 Triglicéridos totales en tejido renal

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

L I I I
2 4 5 ¢
nl
Means and Std Deviations
Level [Number |Mean Std Dev  |Std Err Mean |Lower 95% |Upper 95%
1 5 3.84400 |0.42412 |0.1897 3.317 4.3706
2 6 4.49500 |2.57296 1.0504 1.795 7.1952
3 7 5.10286  |3.48572 1.3175 1.879 8.3266
4 4 3.53000 |0.61324 |0.3066 2.554 4.5058
5 4 3.43250 |3.10516 1.5526 -1.509 8.3735
6 5 3.31800 |2.09301 |0.9360 0.719 5.9168
Means Comparisons
Comparisons for each pair using Student's t
t Alpha
2.05954 0.05
Abs(Dif)-LSD |3 2 1 4 5 6
3 -2.7349 |-2.2388 -1.7371 -1.6341 -1.5366 -1.2111
2 -2.2388 |-2.9541 -2.4472 -2.3377 -2.2402 -1.9212
1 -1.7371 |-2.4472 -3.2360 -3.1183 -3.0208 -2.7100
4 -1.6341 |-2.3377 -3.1183 -3.6180 -3.5205 -3.2203
5 -1.5366 |-2.2402 -3.0208 -3.5205 -3.6180 -3.3178
6 -1.2111 |-1.9212 -2.7100 -3.2203 -3.3178 -3.2360
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Estadistica A.11.13 Triglicéridos totales en tejido renal

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level

Mean

5.1028571

4.4950000

3.8440000

3.5300000

3.4325000

OO~ RPN W

> > > > > >

3.3180000

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.ll.14 mg/dL de creatinina en suero

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare 0.195226
Adj Rsquare 0.027565
Root Mean Square Error 12.23478
Mean of Response 69.25333
Observations (or Sum Wgts) |30

Analysis of Variance

Source |DF Sum of Squares |Mean Square |F Ratio Prob > F
Column 1 |5 871.4992 174.300 1.1644 0.3552
Error 24 3592.5555 149.690

C.Total |29 4464.0547

Means for Oneway Anova

Level |Number Mean Std Error  |Lower 95%  [Upper 95%
1 4 68.7500 6.1174 56.124 81.376

2 4 59.8750 6.1174 47.249 72.501

3 7 74.2571 4.6243 64.713 83.801

4 4 61.6750 6.1174 49.049 74.301

5 6 72.9333 4.9948 62.625 83.242

6 5 71.8000 5.4716 60.507 83.093
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Estadistica A.ll.14 mg/dL de creatinina en suero

Std Error uses a pooled estimate of error variance

Means and Std Deviations

Level [Number |Mean Std Dev  |Std Err Mean |Lower 95% |Upper 95%

1 4 68.7500 |4.6879 2.3440 61.290 76.210

2 4 59.8750 17.4548 8.7274 32.101 87.649

3 7 74.2571 17.3657 |6.5636 58.197 90.318

4 4 61.6750 |7.1149 3.5575 50.354 72.996

5 6 72.9333 |6.5356 2.6682 66.075 79.792

6 5 71.8000 10.4616 |4.6786 58.810 84.790

Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.06390 0.05

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

3 - -12.725 -12.329 -10.320 -3.245 -1.445
13.497

5 - -14.579 -14.157 -12.116 -5.041 -3.241
12.725

6 - -14.157 -15.970 -13.889 -6.814 -5.014
12.329

1 - -12.116 -13.889 -17.855 -10.780 -8.980
10.320

4 -3.245 |-5.041 -6.814 -10.780 -17.855 -16.055

2 -1.445 |-3.241 -5.014 -8.980 -16.055 -17.855

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level

Mean

74.257143

72.933333

71.800000

68.750000

61.675000

N|h~|PIO|OT|W

> > > > > >

59.875000

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.ll.15 mg/dL de depuracion de creatinina

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare 0.046908
Adj Rsquare -0.08547
Root Mean Square Error 0.654157
Mean of Response 1.118077
Observations (or Sum Wgts) |42

Analysis of Variance

Source |DF Sum of Squares |Mean Square |F Ratio Prob > F
Column 1 |5 0.758191 0.151638 0.3544 0.8760
Error 36 15.405149 0.427921

C.Total |41 16.163339

Means for Oneway Anova

Level |Number Mean Std Error  |Lower 95%  [Upper 95%
1 5 1.13812 0.29255 0.54480 1.7314

2 6 1.19359 0.26706 0.65197 1.7352

3 7 0.87582 0.24725 0.37438 1.3773

4 8 1.21539 0.23128 0.74634 1.6845

5 8 1.25997 0.23128 0.79091 1.7290

6 8 1.02169 0.23128 0.55263 1.4907
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Estadistica A.l1l.15 mg/dL de depuracién de creatinina

Std Error uses a pooled estimate of error variance

Means and Std Deviations

Level [Number |Mean Std Dev  |Std Err Mean |Lower 95% |Upper 95%
1 5 1.13812 |0.504551 |0.22564 0.51163 1.7646
2 6 1.19359 |0.722468 |0.29495 0.43541 1.9518
3 7 0.87582 |0.457741 |0.17301 0.45248 1.2992
4 8 1.21539 |0.553014 |0.19552 0.75306 1.6777
5 8 1.25997 |0.719649 |0.25443 0.65832 1.8616
6 8 1.02169 |0.824090 |0.29136 0.33273 1.7106
Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.02809 0.05

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

5 -0.66335|-0.61877 |-0.65012 |-0.63448 |[-0.42507 |-0.30248
4 -0.61877|-0.66335 |-0.69469 |-0.67905 |[-0.46964 |-0.34705
2 -0.65012|-0.69469 |-0.76597 |-0.74788 |-0.54459 |-0.42033
1 -0.63448|-0.67905 |-0.74788 |-0.83907 |-0.63990 |-0.51453
6 -0.42507|-0.46964 |-0.54459 |-0.63990 |-0.66335 |[-0.54076
3 -0.30248|-0.34705 |-0.42033 |-0.51453 |[-0.54076 |-0.70915

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level Mean

1.2599652

1.2153945

1.1935912

1.1381163

1.0216879

WL IN|A~OT

> > > > > >

0.8758204

Levels not connected by same letter are significantly different.
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Estadistica A.ll.16 Expansion mesangial

Oneway Analysis of Column 2 By Column 1

Oneway Anova
Summary of Fit

Rsquare 0.897988
Adj Rsquare 0.875811
Root Mean Square Error 2.539083
Mean of Response 40.99517
Observations (or Sum Wgts) (29

Analysis of Variance

Source |DF Sum of Squares |Mean Square |F Ratio Prob > F
Column 1 |5 1305.2715 261.054 40.4927 <.0001
Error 23 148.2797 6.447

C.Total |28 1453.5511

Means for Oneway Anova

Level |Number Mean Std Error  |Lower 95% Upper 95%
1 5 42.8140 1.1355 40.465 45.163

2 4 32.6850 1.2695 30.059 35.311

3 5 40.1960 1.1355 37.847 42.545

4 5 34.3300 1.1355 31.981 36.679

5 5 53.5400 1.1355 51.191 55.889

6 5 40.7440 1.1355 38.395 43.093
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Estadistica A.ll.16 Expansion mesangial

Std Error uses a pooled estimate of error variance

Means and Std Deviations

Level [Number |Mean Std Dev  |Std Err Mean |Lower 95% |Upper 95%
1 5 42.8140 |2.85125 1.2751 39.274 46.354
2 4 32.6850 1.81164 |0.9058 29.802 35.568
3 5 40.1960 |2.44586 1.0938 37.159 43.233
4 5 34.3300 |4.40970 1.9721 28.855 39.805
5 5 53.5400 |0.87946  |0.3933 52.448 54.632
6 5 40.7440 |0.52691 |0.2356 40.090 41.398
Means Comparisons

Comparisons for each pair using Student's t

t Alpha

2.06866 0.05

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

5 -3.322  |7.404 9.474 10.022 15.888 17.332
1 7.404 |-3.322 -1.252 -0.704 5.162 6.606
6 9.474  |-1.252 -3.322 -2.774 3.092 4.536
3 10.022 |[-0.704 -2.774 -3.322 2.544 3.988
4 15.888 |5.162 3.092 2.544 -3.322 -1.878
2 17.332 (6.606 4.536 3.988 -1.878 -3.714

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Level

Mean

A

53.540000

w

42.814000

v9)

40.744000

40.196000

C |34.330000

NP W OOl
9]

C |32.685000

Levels not connected by same letter are significantly different.
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APENDICE IlI

Formulacion de dietas

Ingredientes Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta5 | Dieta 6
20% 20% 30% 30% 45% 45%
Caseina | Soya Caseina | Soya Caseina | Soya
g/ kg 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 385.6 373.8 275.3 257.5 109.7 83.1
Aceite de soya 50 50 50 50 50 50
Minerales 50 50 50 50 50 50
Vitaminas 10 10 10 10 10 10
Citrato de colina | 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7
Total 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Tabla A.lll.1 Formulacién de las dietas administradas

Las dietas administradas fueron isocaléricas. Las calorias proporcionadas por

cada uno de los tratamientos dietarios fué de 3.8 kcal/g de dieta.
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