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RESUMEN

La lesion renal isquémica es una condicion médica resultante de la interrupcion
transitoria del flujo sanguineo renal, para la cual no existen tratamientos efectivos mas
alla del cuidado de soporte y la terapia de remplazo renal. Su fisiopatologia es compleja
e involucra varios procesos tales como el estrés oxidante, la disfuncidbn mitocondrial y la
activacion de la respuesta inflamatoria, que juntos, al amplificarse mutuamente,
contribuyen al dafo tubular y la progresion de la lesion hacia fibrosis y la degeneracion
progresiva del tejido renal funcional. En la biusqueda de nuevas estrategias para
prevenir la lesidn renal isquémica, en este trabajo se investigdb el efecto de tres
intervenciones nutricionales (el ayuno prolongado, la restriccion temporal del alimento y
la dieta cetogénica) en la lesidn renal aguda inducida por isquemia y reperfusion y el

desarrollo de fibrosis intersticial.

En primera instancia, comprobamos que el ayuno preoperatorio de tres dias previene la
lesién renal por isquemia y reperfusién en ratas, tal como ya previamente se habia
reportado en ratones. Sin embargo, demostramos que el ayuno es capaz de reducir el
estrés oxidante y la disfunciébn mitocondrial en la fase aguda de la lesidén, y que esto
probablemente resulta en la proteccion contra el desarrollo de fibrosis renal en etapas
tardias. Con la idea de remplazar al ayuno con una intervencién nutricional menos
severa, se estudid la restriccion temporal del alimento. Con este protocolo, en el cual
las ratas se alimentaron por dos horas al dia durante una semana, también se previno
la lesion renal isquémica y hubo proteccion contra el estrés oxidante y el dafo
mitocondrial. Por otro lado, la dieta cetogénica, proporcionada ad libitum durante 3 dias
antes de la cirugia, resulté también en la proteccién contra la lesion renal isquémica.
Hubo ademas proteccidn contra el estrés oxidante y se redujo la inflamacién en el tejido
lesionado. Con esta tesis, se concluye que el resultado de la lesion renal isquémica se
puede mejorar a través de la implementacion de modificaciones en la dieta. Estas
intervenciones nutricionales, ya sea con o sin privacion del alimento, repercuten
importantemente en la homeostasis redox, la estructura y la funcion mitocondrial y la

respuesta inflamatoria en la lesion renal isquémica.



ABSTRACT

Ischemic kidney injury is a medical condition resulting from transient interruption of the
normal renal blood flow, for which there are no effective treatment beyond supportive
care and renal replacement therapy. The physiopathology of ischemic kidney injury is
complex and involves several processes such as oxidative stress, mitochondrial
dysfunction, and activation of the inflammatory response, which together, by amplifying
each other, contribute to tubular damage, renal fibrosis development, and progressive
kidney disease. In searching for new strategies to prevent ischemic kidney injury, in this
work, we investigated the effect of three nutritional interventions (prolonged fasting,
time-restricted feeding, and the ketogenic diet) on ischemia/reperfusion-induced acute

kidney injury and interstitial fibrosis development.

In the first place, we corroborated that 3-day fasting prevents ischemic kidney injury in
rats, as previously reported in mice. Yet, we demonstrated that fasting reduces oxidative
stress and mitochondrial dysfunction in early acute tissue injury and that this likely
causes protection against renal fibrosis development at later times. With the idea of
replacing prolonged fasting with a less severe nutritional intervention, we focused on
time-restricted feeding. With this protocol, wherein rats were fed for 2 hours a day over
a week, we also observed protection against ischemic kidney injury, oxidative stress,
and mitochondrial damage. On the other hand, the ketogenic diet, provided ad libitum
for 3 days before surgery, also protected against ischemic kidney injury. The ketogenic
diet caused protection against oxidative stress and inflammation in renal tissue. We
conclude that dietary modifications can improve the outcome of ischemic kidney injury.
These nutritional interventions, involving food deprivation or not, modulate redox
homeostasis, mitochondrial structure and function, and inflammatory response in

ischemic kidney injury.



1 INTRODUCION
1.1 El rindn y la lesién renal por isquemia y reperfusion

1.1.1 El rindn: Estructura y funcion.

Los rifiones son dos estructuras similares posicionadas en la cavidad abdominal y
detras del peritoneo que cumplen varias funciones tales como el mantenimiento del
equilibrio hidrico y salino, la eliminacién de sustancias de desecho, la regulacion de la
presion arterial y la sintesis de hormonas vy distintos intermediarios metabdlicos [1]. En
una persona adulta, cada rindn se compone de alrededor de un millon de minusculas
estructuras individuales llamadas nefronas que trabajan conjuntamente para filtrar la
sangre, eliminar distintos productos de desecho, recuperar los componentes esenciales
y finalmente formar la orina. Cada nefrona consta de cuatro estructuras definidas
conectadas entre si: el corpusculo renal, el tibulo proximal, el asa de Henle y el tubulo
contorneado distal (Figura 1). A su vez, varias nefronas drenan en un tubulo colector

compartido [1,2].
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Figura 1. La estructura y la funcién del rifnén.

El rindn esta formado por miles de diminutas estructuras en forma de “U” llamadas
nefronas, quienes filtran la sangre y forman la orina. Cada nefrona consta de un
corpusculo renal, un tubulo proximal, el asa de Henle y el tubulo distal. A través de
estas estructuras viaja el ultrafiltrado glomerular hacia un tubulo colector compartido
por varias nefronas. En las células epiteliales del tubulo proximal se reabsorbe la mayor
cantidad del sodio filtrado para regresar nuevamente a la sangre, y es por esta razon
principalmente que el transporte de sodio demanda un consumo alto de energia, que
deriva esencialmente de la fosforilacién oxidativa mitocondrial.



En el corpusculo renal, formado por el glomérulo y la capsula de Bowman, ocurre la
filtracidbn de los distintos componentes no celulares de la sangre pero se retienen
macromoléculas como la mayoria de las proteinas plasmaticas. En los distintos
segmentos que conforman el tubulo, principalmente la porcién proximal, se reabsorben
muchos de los metabolitos que cruzan la barrera glomerular tales como la glucosa, los
aminodacidos y otros solutos como el sodio. Sin embargo, las células epiteliales que
conforman los tabulos también secretan hacia el lumen de estos una gran cantidad de
moléculas provenientes de los capilares peritubulares, tales como la urea y la
creatinina, que son productos de desecho derivados del catabolismo de los
aminodacidos en el higado y de la creatina en el musculo, respectivamente. En el tubulo
distal, en cambio, se reabsorbe la mayor cantidad del agua para concentrar el

ultrafiltrado glomerular y formar de 1 a 2 litros de orina al dia [1,2].

El riAdn, tal como cualquier 6rgano del cuerpo, depende del suministro constante de
nutrientes y del oxigeno para satisfacer sus requerimientos energéticos y llevar a cabo
sus funciones [1]. Particularmente demanda mucha energia para mantener el
transporte tubular y asi reabsorber la mayoria de los solutos filtrados. El rifidbn es un
organo flexible que puede usar acidos grasos, lactato, glutamina y, en menor medida,
glucosa en condiciones de abundante comida, sin embargo durante el ayuno también
puede usar glicerol y cuerpos cetdnicos [3]. Las células epiteliales del tubulo proximal
requieren de una cantidad elevada de energia para recuperar, casi en su totalidad, el
sodio del lumen tubular mediante transporte activo y enviarlo devuelta a la circulacion
general [4]. Esta energia deriva esencialmente de la fosforilacion oxidativa mitocondrial,
por lo que las células epiteliales del tubulo proximal presentan un numero elevado de
mitocondrias, las cuales son bastante alargadas y se distribuyen por todo el citoplasma
de las células epiteliales, pero particularmente se concentran cerca de la membrana
basolateral [4]. Probablemente esta sea la razén por la cual el rinbn es uno de los
organos metabdlicamente mas activos y es quien recibe mayor flujo sanguineo por

unidad de peso (mas del 20% del gasto cardiaco).

1.1.2 La lesidn renal aguda y la enfermedad renal cronica

La lesion renal aguda (AKI: acute kidney injury) es una condicibn médica que afecta

aproximadamente a 13 millones de personas en el mundo cada afo; se estima que al
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menos el 10% de los pacientes hospitalizados y mas del 50% de los pacientes
remitidos a cuidados intensivos presentan esta patologia. Se define como la rapida
disminucién de la funcién renal en algunas cuantas horas o dias y puede llegar a
comprometer la salud y la vida de los individuos [5,6]. Existen multiples factores que
pueden perturbar la fisiologia renal y provocar AKI, tales como el infarto al miocardio, la
sepsis, las hemorragias, la deshidratacion severa, el uso de altas dosis de algunos
farmacos, la exposicion a distintas toxinas ambientales y metales pesados y la

obstruccion de las vias urinarias (Figura 2) [7,8].
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Figura 2. La lesién renal aguda.

La lesidén renal aguda es un sindrome que se induce por diversas causas y resulta en
alteraciones sistémicas tales como la pérdida del control del volumen y el liquido
extracelular, el desequilibrio electrolitico y salino y también la acumulacion de
sustancias de desecho como la urea y la creatinina.

Dada la funcion renal, un episodio de AKI resulta en la retencion de agua, el
desequilibrio acido-base y salino y la acumulaciéon de desechos nitrogenados como la
urea y la creatinina (Figura 2). En determinadas circunstancias la AKI puede pasar
desapercibida debido a que el insulto a los rifiones es leve y que rapidamente se logra
la reparacion completa del dafio. En cambio, dada una agresion severa el riidén puede
no recuperarse completamente y propiciar el desarrollo de enfermedad renal cronica
(CKD: chronic kidney disease) [9]. En el extremo, la lesion puede ser lo suficientemente

agresiva y subita provocando la pérdida total de la funcion renal dando origen a la
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enfermedad renal terminal (ESRD: end-stage renal disease). Existen multiples factores
que pueden acentuar la AKI, siendo la edad avanzada y la presencia de comorbilidades
como la hipertensién, la diabetes mellitus y distintos problemas cardiovasculares los

principales (Figura 3) [5-9].

La CKD, en cambio, se define como la pérdida gradual de la funcion renal en el
transcurso de varios meses o anos y afecta entre el 8 y el 16% de la poblacién adulta.
Se caracteriza por la pérdida progresiva e irreversible de nefronas y el desarrollo de
fibrosis intersticial y glomeruloresclerosis, acompanada frecuentemente de distintas
complicaciones sistémicas tales como hipertension, osteodistrofia, anemia, uremia,
sarcopenia, acidosis metabdlica, entre otras. Aunque la CKD puede resultar como
consecuencia de uno o varios episodios de AKI, a nivel mundial las tres principales
causas de CKD son la diabetes mellitus, la hipertension y la glomerulonefritis [10-12].
No obstante, un episodio de AKI en pacientes con una funcién renal comprometida

puede precipitar la transicion de CKD a ESRD [13].

Actualmente, las estrategias terapéuticas para la prevencion y el tratamiento de la AKI y
la CKD son limitadas. En la practica clinica, dado que no existen terapias
farmacologicas establecidas, los pacientes con AKI o CKD reciben primordialmente
cuidado de soporte para corregir las complicaciones sistémicas. Este consiste en el
control de la presion arterial, la prevencion de acidosis metabdlica e hipercalemia, el
mantenimiento del volumen, asi como la omisién de toda intervencién que acentue o
empeore el dafio renal, como la administracion de nefrotdxicos [14]. En casos donde la
funcidn renal queda severamente comprometida, se recurre a la terapia de remplazo
renal mediante hemodidlisis, dialisis peritoneal o trasplante renal. Sin embargo, la
terapia de remplazo renal no deja de suponer un problema de alto riesgo para los
pacientes con enfermedad renal [14-16]. Por ejemplo, la hemodialisis se acompana
frecuentemente de complicaciones serias como hipotension, sangrado, trombosis,
arritmias, infecciones, alteraciones electroliticas, entre otras. Asi mismo, el trasplante
renal acarrea el riesgo de coagulos sanguineos y sangrado, obstruccién urinaria,

infecciones, ataque cardiaco y rechazo del rifidn trasplantado [15].



1.1.3 La lesién renal isquémica

La lesion renal isquémica es un tipo de lesion renal que se induce especificamente por
la disminucion del flujo sanguineo hacia los rifilones (isquemia) y ocurre principalmente
en escenarios como el infarto al miocardio, la obstruccion vascular renal, la hipotension,
el trauma renal y la hemorragia, pero también es el resultado de eventos quirurgicos
tales como la nefrectomia parcial y el trasplante renal en pacientes hospitalizados,
donde se interrumpe transitoriamente el flujo sanguineo renal [17,18]. Este evento de
isquemia (hipoxia) y reperfusion (re-oxigenacion) (IR) puede lesionar severamente a los
rinones y suponer un problema grave, ya que desencadena un episodio de AKI en

etapas tempranas que puede progresar a CKD en etapas tardias [19].
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Figura 3. Desenlaces de un episodio de lesién renal aguda.

Dependiendo de la magnitud del dafio renal por la lesion renal aguda pueden ocurrir al
menos tres escenarios distintos. Cuando la lesién es leve, la funcidn renal se recupera
después del dafio dado que las células epiteliales renales proliferan y se repara la
region afectada. En el segundo escenario, la lesidon es severa y progresa a enfermedad
renal cronica, favoreciendo el deterioro progresivo de la funcién renal. En otros casos,
la lesion es lo suficientemente grave que se pierde completamente la funcion renal,
pudiendo ser letal cuando no se atiende a tiempo. Factores como la edad avanzada y
la presencia de comorbilidades tales como la hipertension, la diabetes y problemas
cardiovasculares pueden acentuar la lesion.



Aunque la fisiopatologia de la lesion renal isquémica es compleja, se sabe que
participan distintos mecanismos [17,19]. Por ejemplo, la reduccidbn en las
concentraciones del oxigeno en la fase de isquemia provoca la muerte de la células
debido principalmente a la disminucion de la sintesis mitocondrial del ATP. La falta del
ATP inhibe la actividad de la ATPasa de sodio y potasio, lo que favorece la pérdida del
gradiente electroquimico de la membrana celular, la acumulacién del sodio en el
citoplasma y del calcio en la mitocondria, conduciendo al aumento del volumen celular

y a la muerte por necrosis y apoptosis [17,19].
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Figura 4. Fisiopatologia de la lesion renal isquémica

Los mecanismos involucrados en la fisiopatologia de la lesién renal isquémica son
varios, se inducen durante la isquemia e inmediatamente después de la reperfusion y
se amplifican mutuamente. Tres de los mas importante son: el estrés oxidante, la
inflamacion y la disfuncion mitocondrial. La isquemia renal puede suceder debido a un
infarto al miocardio, hemorragias, hipotensién o durante intervenciones quirurgicas
como el trasplante renal y la nefrectomia parcial.



En la fase de reperfusion, por otro lado, el aumento abrupto en las concentraciones del
oxigeno favorece la sobreproduccion de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno
(RONS) tanto por la mitocondria como por otros sistemas enzimaticos que se activan
en la fase de reperfusion tales como la xantina oxidasa, la NAPDH oxidasa y la sintasa
del 6xido nitrico (NOS) desacoplada [20]. Paralelamente ocurre la disfuncion y la
fragmentacion mitocondrial y la deficiencia en la produccion del ATP derivado de la
fosforilacion oxidativa [4,21]. La sobreproduccion de RONS provoca dano oxidante a
distintas macromoléculas como los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos, lo que
precipita la muerte de las células epiteliales, que se desprenden y obstruyen los tubulos
renales [17]. La muerte de las células renales promueve a su vez la sintesis y liberacion
de mediadores inflamatorios y el reclutamiento de las células del sistema inmunolégico,
lo que conduce en muchos casos a acentuar el dafio renal ya establecido (Figura 4)
[17,22,23].
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Figura 5. Fases de la lesion renal isquémica

Un episodio de isquemia y reperfusion puede resultar en lesion renal aguda y este
progresar a enfermedad renal crénica, la cual histolégicamente se manifiesta en forma
de fibrosis, degeneracion tubular y rarefaccion vascular.
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Cuando el dafo renal es leve, el tejido renal lesionado logra repararse en algunos
cuantos dias, a través de la proliferacion y la regeneracion del epitelio tubular [24,25].
Sin embargo, cuando la isquemia se prolonga y el dafo renal es severo, en el
transcurso de varias semanas 0 meses, la matriz extracelular se expande y termina por
llenar los espacios alguna vez ocupados por nefronas funcionales, dando origen a la
fibrosis tubulointesticial [17,26]. También, dado que junto al epitelio el endotelio
vascular también se pierde, el nUmero de vasos sanguineos en el rindn disminuye
(rarefaccion vascular) y la hipoxia intra-renal prevalece, provocando la degeneracion
progresiva de la masa renal (Figura 5) [27]. Al deterioro gradual de la funcién renal
remanente en esta fase crénica de la lesion también contribuyen el estrés oxidante y la
disfuncién mitocondrial persistentes y una respuesta inflamatoria exacerbada que no

termina por resolverse [28-30].

1.2 El ayuno e intervenciones nutricionales

1.2.1 La adaptaciéon metabdlica al ayuno

La privacion del alimento supone un importante desafio metabdlico a virtualmente todos
los seres vivos [31,32]. Para hacer frente a este estrés nutricional y lograr sobrevivir, los
organismos reducen el gasto energético, destinando los escasos recursos disponibles
al manteniendo de las funciones primordiales, tales como la regulacion de la
temperatura, el mantenimiento de la frecuencia cardiaca y la funcién cognitiva, mientras
que temporalmente se dejan de lado procesos como el crecimiento y la reproduccion
[33].

El mantenimiento de la homeostasis energética global durante los periodos de ayuno
requiere de la activacion o supresion de multiples rutas bioquimicas y procesos
metabdlicos, la participacion de varios 6rganos y sistemas y la coordinacion mediada
por ejes de regulacion neuroendocrina [34,35]. Durante el ayuno se inhibe la sintesis de
macromoléculas y la proliferacién celular, mientras que la autofagia aumenta en la
mayoria de las células y tejidos para desmantelar y degradar ciertos componentes
citoplasmaticos que puedan proveer inmediatamente de nutrientes (acidos grasos,
aminoacidos y glucosa) para el reciclaje o la produccion de energia [36].
Paralelamente, cuando los niveles de la glucosa en la sangre disminuyen, los niveles

plasmaticos de la insulina caen y el higado comienza a generar glucosa a partir de la
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degradacion de los granulos de glucégeno en los hepatocitos y también mediante la
gluconeogénesis, usando sustratos como el glicerol resultante de la lipdlisis en los
adipocitos y los aminoacidos como la alanina que derivan de la degradacion de las
proteinas en el musculo. La glucosa generada, principalmente por el higado, se destina
casi exclusivamente para el cerebro, quien demanda un consumo alto de energia.
Cuando el ayuno se prolonga, las hormonas metabdlicas como el glucagon, asi como
la induccion de multiples factores de transcripcion tejido-especificos, promueven la
movilizacion vy utilizacion de los triglicéridos en el tejido adiposo, la oxidacion de los
acidos grasos libres resultantes en el higado y la elevada sintesis hepatica de los
cuerpos cetonicos B-hidroxibutirato y acetoacetato, que luego se enviaran a la
circulacion general para ser oxidados por las mitocondrias en la gran mayoria de los
tejidos extrahepaticos y asi cubrir los requerimientos energéticos sistémicos [37-42].
Como consecuencia, en respuesta a la falta del alimento y de la glucosa, a nivel
sistémico se activa un programa molecular que provoca un cambio metabdlico global

hacia la utilizacidén de los acidos grasos y los cuerpos ceténicos.

1.2.2 La restriccion del alimento y sus beneficios

La restriccibn moderada del alimento, sin causar desnutricion, resulta en beneficios
multi-sistémicos [33,43]. En distintos modelos experimentales se ha demostrado que la
restriccion dietaria y energética, en forma de restriccibn calérica, ayuno y ayuno
intermitente, protege contra distintas enfermedades crdnico-degenerativas como el
cancer y trastornos metabdlicos, neurodegenerativos y cardiovasculares [33,43,44].
Comparados con los animales en condiciones de abundante comida, la esperanza de
vida de los animales aumenta cuando se someten a regimenes de restriccidn calbrica o
privacion del alimento [33,44]. Por ejemplo, la restriccion diaria del alimento en un 50%
desde una edad temprana aumenta al doble la esperanza de vida de las ratas de
laboratorio, mientras que en monos (Macaca mulatta) la restriccidn calérica del 30%
reduce la tasa de mortalidad y la incidencia de trastornos cardiovasculares [45,46].
Adicionalmente, distintas intervenciones nutricionales incrementan la resistencia al
estrés. Por ejemplo, en roedores la privacion del alimento previene los efectos
adversos de altas dosis de farmacos como el etopdsido y la doxorrubicina, que se usan
en la quimioterapia contra el cancer, y también incrementa la resistencia a eventos
traumaticos como la isquemia cerebral, hepética, cardiaca y renal [47]. Aunque los
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estudios en humanos son limitados, se sabe que la restriccion calérica y el ayuno
intermitente inducen muchos de los cambios moleculares, metabdlicos vy fisioldégicos
observados en roedores y ayudan a prevenir o retrasar la aparicion de distintas
enfermedades metabdlicas como la diabetes, el sindrome metabdlico y enfermedades
cardiovasculares, que muchas veces ocurren como consecuencia de llevar una dieta

hipercalorica y realizar poca o nula actividad fisica [46,48,49].

La restriccion dietaria engloba a toda aquella intervencion nutricional (Tabla 1) en
donde se reduce la ingesta de calorias diarias (como es el caso de la restriccion
caldrica o el ayuno) o se sustituye o modifica algun componente de la dieta, esto es
que se disminuyen, por ejemplo, la cantidad de proteinas (restriccion de proteinas) o se
remplaza especificamente algun aminoacido [44]. También comprende aquellas
intervenciones donde se restringe el tiempo de la ingesta del alimento. Por ejemplo, en
el ayuno intermitente se alternan periodos de ingesta del alimento ad libitum con
periodos donde hay nula o poca ingesta de calorias [46]. En la restriccidbn temporal del
alimento (TRF: Time-Restricted feeding) se restringe la ingesta de los alimentos a un
intervalo de 4-12 horas o menos durante el dia [49]. Aunque el tiempo de alimentacion
y la composicion de la dieta en las distintas intervenciones nutricionales pueden ser
diferentes, en general todas imparten efectos positivos en la salud y la supervivencia y

operan de formas muy similares a nivel molecular.

Tabla 1: Tipos de intervenciones nutricionales

Intervencion Descripcion

Restriccion caldrica Restriccién de la ingesta calérica diaria en un 20-40%
Restriccién de proteinas Restriccién de la ingesta diaria de proteinas

Ayuno Abstinencia en la ingesta de comida durante mas de 16 horas

Alternancia de periodos de ayunos prolongados y periodos de

Ayuno intermitente . iy
realimentacion

Restriccion temporal del

. Alimentacion ad libitum durante menos de 12 horas al dia
alimento

Dieta que elimina o reduce drasticamente el consumo de

Dieta cetogénica : . P , -
9 carbohidratos e induce la sintesis endégena de cuerpos ceténicos
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1.2.3 Mecanismos moleculares involucrados en la restriccion del alimento

Aunque no se conocen completamente los mecanismos moleculares que median los
efectos benéficos de la restriccion del alimento, se sabe que participan vias o proteinas
de sefializacion relacionadas con el manejo y el metabolismo de los nutrientes, e
incluyen la via de la insulina, el blanco mecanicista de rapamicina (mTOR), sensores
metabdlicos como la cinasa de proteinas activada por AMP (AMPK) y las sirtuinas.
También participan proteinas reguladoras de la transcripcion que son sensibles a
cambios en el estado nutricional y el ambiente redox, tales como el factor con dominios
“Forkhead- Box” 3 (FOXO3), el coactivador 1 alfa del receptor activado por proliferares
del peroxisoma (PGC1a) y el factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2
(NRF2) [33,43]. Estas proteinas trabajan en conjunto detectando los cambios en la
disponibilidad de nutrientes/energia, ajustando el metabolismo basal y activando
distintos mecanismos de citoproteccién y de reparaciéon como la autofagia, que hacen
frente, en primera instancia, a la deficiencia energética y, en segundo lugar, a distintas

formas de estrés.

Autofagia
o
3 <
L Insulina/IGF1 2,
NS X Optimizacién del
L S  pge-1a mTOR o metabolismo
Restriccion L * -~ energético
calérica
Inflamacion
-~ @ N
Defensas
AMPK ‘ NRF2 intracelulares
Ayuno > EIPN g
2% N Mecanismos
2% S de reparacién
2.0 o
%2 FOX0 Sirtuinas oy
S S

Homeostasis redox

Figura 6. Mecanismo de accion de la restriccion dietaria

Intervenciones nutricionales como la restriccion caldrica y el ayuno resultan en la
activacién o supresion de vias metabdlicas y de sefalizacion en las células que en
ultima instancia culminan en la optimizacion del metabolismo energético, la supresion
de la inflamacion y la activacion de mecanismos celulares de defensa y de reparacion.
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Particularmente podemos distinguir bien cuatro mecanismos o respuestas adaptativas
que se inducen ante la falta del alimento y que protegen a las células y a los
organismos del estrés, las enfermedades y el envejecimiento: 1) la optimizacién del
metabolismo energético, 2) la supresion de la inflamacion, 3) el incremento de los
mecanismos de defensa, y 4) el aumento de los mecanismos de reparacion y de

eliminacion de componentes celulares (Figura 6) [33,50].

Durante la restriccion calorica se prefiere la optimizacion de los recursos energéticos al
gasto de energia en actividades que demandan una elevada actividad fisica [31-33].
Adicionalmente, el metabolismo basal se reduce, lo que coincide con una leve
reduccion de la temperatura corporal [51]. Por otro lado, se renueva la poblacion de
mitocondrias en las células, haciendo que el metabolismo energético sea mas eficiente;
evitando la fuga de electrones en los complejos mitocondriales y, al mismo tiempo,

reduciendo la produccién de radicales libres [52,53].

La activacion de la respuesta inflamatoria demanda una gran cantidad de recursos
energéticos, particularmente glucosa, para la proliferacién y expansién de las células
del sistema inmunolégico, asi como para la sintesis de interleucinas. Es por esto, que
la supresién de la inflamaciébn es una respuesta general durante el ayuno y la
restriccidn calbrica [54]. Esto explica facilmente porqué muchas enfermedades que

tienen un componente inflamatorio mejoran con la restriccion dietaria [55].

La restriccion dietaria activa sistemas de defensa antioxidantes [53,56]. Cuando la
sefalizacion de la insulina disminuye en las células, se inducen factores de
transcripcion como el FOXO3 que promueven la sintesis de proteinas antioxidantes
como la catalasa y la superoxido dismutasa (SOD), que neutralizan especies reactivas
del oxigeno [53]. Otro factor que se induce es el NRF2, quien media ciertos efectos de
la restriccibn cal6rica en roedores [53]. Este factor promueve la transcripcion de
proteinas de fase Il que participan en la eliminacion de xenobioticos, electréfilos y
moléculas reactivas [57]. Esto provoca que los animales que se someten a restriccion

cal6rica sean resistentes a distintas formas de estrés.

Las células cuentan con distintos mecanismos para remover moléculas y organelos,
tales como el sistema de degradacion por ubiquitinas y la autofagia. El ayuno

rapidamente promueve la activacion de la autofagia, con lo que se consigue eliminar
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mitocondrias danadas o despolarizadas, dejando solamente aquellas mitocondrias que
estan acopladas y son eficientes en la produccion de energia [58]. Por otro lado, la tasa
de degradacion de proteinas dafiadas y la actividad del sistema de ubiquitinas/
proteasoma también aumentan en los tejidos de animales sometidos a restriccion
caldrica [59]. De esta forma, la privacion de nutrientes o energia mantiene a las células

libres de moléculas y organelos dafnados.

1.2.4 La dieta cetogénica y los cuerpos cetdnicos

La dieta cetogénica es un tipo de dieta especialmente formulada que contiene altas
cantidades de grasas, una concentracion adecuada de proteinas y muy bajas
cantidades de carbohidratos, por lo que modifica profundamente el metabolismo
energético y particularmente promueve la produccion endégena de cuerpos cetdnicos,
que se usan como fuente de energia alterna en lugar de la glucosa. Esta dieta se
introdujo inicialmente como un tratamiento efectivo y bastante bien tolerado para la
epilepsia farmaco-resistente en nifios, pero ahora se erige como un programa de
control de peso bastante popular en pacientes obesos [60,61]. Adicionalmente, se
recomienda cada vez mas para el tratamiento de distintos desordenes neuroldgicos, la
diabetes y el cancer [62,63]. Varios mecanismos parecen mediar los efectos benéficos
de esta dieta, tales como la reduccion del estrés oxidante y la supresién de la
inflamacién [64,65]. En muchos casos, los cuerpos cetonicos también reproducen los
efectos benéficos de la dieta cetogénica y de la restriccidon dietaria en general [66]. Esto
en parte se explica porque el B-hidroxibutirato, ademas de funcionar como un sustrato
energético durante los periodos prolongados de ayuno, también tiene funciones de
sefalizacion, al activar receptores de membrana y distintas vias de transduccion de
sefiales dentro de las células, induciendo la acetilacion de proteinas, suprimiendo la
respuesta inflamatoria y activando la defensa antioxidante a través de los factores
FOXO3 y NRF2 [66,67].
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2 ANTECEDENTES

En varios trabajos experimentales se ha reportado que el ayuno prolongado y la
restriccién calérica previenen el dafio por isquemia y reperfusidbn en 6rganos como el
cerebro, el higado, el corazon y el rindn [68-71]. Particularmente en el riidn esta
proteccion se ha asociado con la reduccidén de la via de insulina y el bloqueo de la
respuesta inflamatoria [71]. Dado que la restriccion del alimento incrementa la
transcripcidbn de ciertas enzimas antioxidantes e induce alteraciones en las
mitocondrias tanto en el rinbn como en otros 6rganos [71,72], se ha sugerido que la
reduccion del estrés oxidante y la preservacién de la funcidbn mitocondrial podrian ser

claves y mediar dicho efecto protector.

En la mayoria de los trabajos experimentales, para observar el fendbmeno de proteccion
contra el estrés, intervenciones nutricionales como la restriccién cal6rica, la restriccion
de proteinas o el ayuno intermitente se han implementado por varias semanas 0 meses
antes del evento estresante, mientras que los protocolos cortos de privacion del
alimento han sido poco estudiados y se desconoce si estos confieren proteccién renal.
Particularmente, no se sabe si la adherencia a protocolos de TRF afecten el

establecimiento y la progresion de la lesion renal isquémica.

Por otro lado, aunque la KD, al igual que la restriccidbn calbrica, ofrecen mdultiples
beneficios, en el campo de la nefrologia su estudio se ha limitado principalmente
porque puede inducir calculos renales, sobre todo cuando se implementa por periodos
prolongados de varias semanas o meses [73]. Sin embargo, la evidencia experimental
emergente sugiere que esta dieta confiere proteccion renal en escenarios como la
nefropatia diabética y la enfermedad renal poliquistica [74,75]. Dado que la KD posee
potentes efectos antioxidantes y antiinflamatorios en distintos escenarios
experimentales podria ser posible que proteja contra la lesion renal isquémica [64,65].
El potencial uso de la dieta cetogénica en la lesion renal isquémica esta respaldado por
experimentos en ratas que demuestran que esta dieta protege al corazdn y al cerebro
del dano por IR [76,77].
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3JUSTIFICACION

A pesar de los avances en el entendimiento de su fisiopatologia, la lesion renal
isquémica sigue siendo problema de salud en todo el mundo, ya que mas alla del
cuidado de soporte y la terapia de remplazo renal no existen estrategias eficaces para
prevenir, tratar o revertir esta patologia, denotando la necesidad de implementar
nuevos y mejores enfoques y esquemas terapéuticos. Distintas intervenciones
nutricionales, tales como el ayuno, la restriccibn temporal del alimento y la dieta
cetogénica, podrian representar una buena alternativa para esta afeccion dado que

mejoran la funcion mitocondrial y tienen efectos antioxidantes y antiinflamatorios.

4 HIPOTESIS

El ayuno e intervenciones nutricionales relacionadas previenen el establecimiento y la
progresion de la lesion renal isquémica hacia el desarrollo de fibrosis a través de la

reduccién del estrés oxidante, la disfuncion mitocondrial y la inflamacion.

50BJETIVOS

I. Identificar intervenciones nutricionales que eviten el establecimiento y la progresion

de la lesion renal isquémica.

Il. Analizar los mecanismos subyacentes que median el efecto benéfico de las

intervenciones nutricionales en la lesion renal isquémica.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Reactivos

La mayoria de los reactivos usados fueron de grado analitico y se obtuvieron de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). El pentobarbital s6dico se obtuvo de PiSA Agropecuaria
(Hidalgo, México). Los reactivos para la determinacion de la urea y la creatinina se
obtuvieron de SpinReact (Girona, Espana) y aquellos para la determinacién del -

hidroxibutirato fueron de Cayman Chemicals (#700190).

6.2 Animales de experimentacion

Se usaron ratas macho de la cepa Wistar de aproximadamente 8—9 semanas de edad
con un peso de 200-250 g, las cuales se obtuvieron de Circulo ADN (México) y se
alimentaron con alimento estandar para roedores (5001, PMI Feeds Inc., Richmond, IN,
EUA) hasta el inicio de los experimentos. Los animales se manipularon de acuerdo a
las recomendaciones del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL) del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez (Aprobacion
#INC/CICUAL/005/2018 y #INC/CICUAL/003/2021).

6.3 Intervenciones nutricionales

Se evaluaron los efectos metabdlicos y nefroprotector de tres intervenciones
nutricionales: el ayuno, la TRF y la KD. Para el protocolo de ayuno, las ratas se
privaron del alimento durante 3 dias, mientras que el agua se mantuvo ad libitum. Para
el protocolo de TRF las ratas solamente tuvieron 2 horas de acceso libre al alimento
(10:00 a.m.—12:00 a.m.) cada dia durante una semana mientras que el agua se
mantuvo también ad libitum. Un grupo de ratas tuvo acceso al alimento en todo
momento y sirvi6 como control. Por otro lado, para la KD las ratas se alimentaron con
una dieta control y una KD durante 3 dias. La composicion nutrimental de la KD se
muestra en la Tabla 2. La composicion de la dieta se basé en estudios que demuestran
que la KD incrementa la esperanza de vida en ratones cuando se provee por varios

meses [78].
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Tabla 2: Composicion nutrimental de la dieta control y la dieta cetogénica

Ingredientes (g/Kg de dieta) Dieta control Dieta cetogénica
Caseina 200 181
Cisteina 3 0
Metionina 0 2.7
Almidon 398 0
Maltodextrina 132 0
Sacarosa 100 0
Aceite de soya 70 70
Manteca de cerdo 0 561
Colina 2.5 2.5
Celulosa 50 85
Tert-butilhidroquinona 0.014 0.126
Mix de minerales 35 60
Mix de vitaminas 10 13

6.4 Modelos de isquemia y reperfusion

Se usaron dos modelos de isquemia y reperfusion (IR) renal (Figura 7). En el primer
modelo, que se uso para el analisis de la fase aguda (24 horas) de la lesion, el rindn
izquierdo se sometié a isquemia durante 30 minutos mediante la oclusién de la arteria
renal usando un clip vascular (Fine Science Tools), y el riidn derecho se removio
quirargicamente (nefrectomia). En el segundo modelo, que se uso para el andlisis de la
fase cronica (2 semanas) de la lesion, el rifidn izquierdo se sometidé a isquemia de 30
minutos pero el riidén derecho se dejo intacto. En el caso de las ratas con cirugia falsa
o sham, solamente se realiz6 la laparatomia longitudinal media pero ambos rifiones se
dejaron intactos. Transcurrido el tiempo de isquemia, se cerrd la cavidad abdominal con
una sutura absorbible 3-0 estéril (Biosyn™, Mansfield, MA, EUA) y las ratas se pusieron

en cajas con agua y comida durante 24 horas o 2 semanas segun el protocolo.
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Modelo 1: Fase aguda

Nefrectomia Isquemia Reperfusion
30 min 24 h
Modelo 2: Fase crénica
Isquemia Reperfusion
30 min 2 sem

Figura 7. Modelos de isquemia y reperfusion.

6.5 Protocolos experimentales

6.5.1 Intervenciones nutricionales y sus efectos metabdlicos

Se midieron el peso corporal y los niveles de la glucosa en la sangre y del B-
hidroxibutirato en el plasma después de someter 0 no a las ratas a las intervenciones

nutricionales siguiendo el esquema experimental de la Figura 8.

6.5.2 Intervenciones nutricionales y su efecto nefroprotector

Para evaluar el efecto nefroprotector de las intervencion nutricionales se sigui6 el

esquema experimental de la Figura 8 y se emplearon los siguientes grupos:

* Protocolo A2. Efecto del ayuno en la IR renal.
- Grupo 1: Sham
- Grupo 2: IR
- Grupo 3: IR+Ayuno

* Protocolo B2. Efecto de la TRF en la IR renal
- Grupo 1: Sham
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- Grupo 2: IR
- Grupo 3: IR+TRF

* Protocolo C2. Efecto de la KD en la IR renal.
- Grupo 1: Sham
- Grupo 2: IR
- Grupo 3: IR+KD

Efectos metabdlicos Efecto nefroprotector
Ayuno
Isquemia
o S— v
A1l ‘\‘ Dias: 0 3 A2 ,\‘ : | | }
A Dias: -3 0 1 14
Obtencion de A A
muestras Ayuno Obtencion de
muestras
TRF
Isquemia
o S—
B1 ,\‘ Dias: 0 7 B2 : i : {
A Dias: -7 0 1 14
Obtencion de A A
muestras TRF Obtencién de
muestras
KD
Isquemia
+—t J l ] ] ]
Dias: 0 3 1 1 1 1
C1 ‘\‘ A Cc2 Dias: -3 0 1 14
Obtencién de A A
muestras KD Obtencién de
muestras

Figura 8. Protocolos experimentales

Esquema experimental usado para evaluar los efectos metabdlicos (A1-C1) vy
nefroprotector (A2-C2) del ayuno, la restriccion temporal del alimento (TRF) y la dieta
cetogénica (KD) en la fase aguda (1 dia) y crénica (14 dias) de la lesién renal
isquémica.

6.6 Sacrificio y obtencion de muestras

Al concluir el tiempo de evolucion de la lesidon renal (24 horas o0 2 semanas), las ratas
se anestesiaron con pentobarbital sédico (60 mg/kg, i.p.) y la sangre se extrajo de la
aorta abdominal usando una jeringa con heparina. Se removi6 el rifidn izquierdo, se
lavé con PBS frio y se cort6 longitudinalmente en dos porciones iguales. Una porcidén
se fijo para histologia y microscopio electronica, mientras que de la otra parte se
removié la médula y la corteza se cortd en trozos pequenos de aproximadamente 200

mg que se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido para los ensayos bioquimicos
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y Western blot. La sangre se centrifugé a 3,000 g por 10 minutos a 4°C y el plasma se
guardd a -80°C.

6.7 Parametros bioquimicos en sangre y plasma

Los niveles de la glucosa en la sangre se midieron con un glucometro (Accu-Chek,
Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suiza). Los niveles plasmaticos de la urea, la creatinina y
el B-hidroxibutirato se determinaron con técnicas comerciales siguiendo las

instrucciones del fabricante.

6.8 Consumo del oxigeno y potencial de membrana mitocondrial

Para evaluar el consumo del oxigeno mitocondrial, los tejidos se homogeneizaron en
solucién de aislamiento mitocondrial (D-manitol 225 mM, sucrosa 75 mM, EDTA 1 mM,
HEPES 5 mM, BSA 0.1%, pH 7.4) usando un homogeneizador de vidrio tipo Potter-
Elvehjem (Wheaton). EI homogeneizado se centrifugdb a 800 g por 10 minutos para
eliminar los nucleos y las células intactas; el sobrenadante posteriormente se centrifugd
a 10,000 g por 10 minutos para obtener la fraccion mitocondrial. La fraccion
mitocondrial final se re-suspendié en 200 ul de solucion de aislamiento sin BSA y las
proteinas mitocondriales se cuantificaron usando el método de Lowry. La tasa de
consumo del oxigeno mitocondrial se evalué con ~200 pg de mitocondrias frescas y un
oximetro de alta resoluciéon (Oroboros Oxygraph-2k®) usando glutamato 10 mM y
malato 2 mM como sustratos en presencia de ADP 2.5 mM. Se evalu6 el cambio en el

potencial de membrana mitocondrial usando la safranina O (2.5 uM).

6.9 Carbonilacion de proteinas

Para la determinacion de los carbonilos proteinicos, los tejidos se homogeneizaron en
solucion de lisis (Fosfatos 50 mM, pH 7.4, triton X-100 0.1%) y se centrifugaron a
15,000 g por 10 minutos a 4°C. Después de remover los acidos nucleicos con
estreptomicina al 10%, el sobrenadante (~1 mg de proteina en 150 ul) se incubd con
600 pl de 2,4-dinitrofenilhidrazina 10 mM en acido clorhidrico 2.5 N durante 1 hora a
temperatura ambiente y las proteinas se precipitaron con 150 pl de acido tricloroacético
al 20%. Después de 3 lavados con una mezcla de etanol-acetato de etilo (1:1 v/v), las
proteinas se solubilizaron con cloruro de guanidina 6 M y la absorbancia se evalu6 a
370 nm [80].
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6.10 Actividad de enzimas antioxidantes

Los tejidos se homogeneizaron en solucion de lisis (Fosfatos 50 mM, pH 7.4, tritbn
X-100 0.1%), se centrifugaron a 15,000 g por 10 minutos a 4°C y se recupero el
sobrenadante para medir la actividad de las enzimas antioxidantes. Los ensayos se
realizaron a 25°C y la densidad 6ptica se midié con el lector multiplaca Synergy Biotek
(Winooski, EUA).

La actividad de la SOD total se medi6 siguiendo la reduccién del azul de nitrotetrazolio
en un sistema generador de anion superéxido por la xantina y la xantina oxidasa. Las
muestras (3 g en 20 pl) se incubaron con 300 ul de la mezcla de reaccion (Xantina 0.3
mM, azul de nitrotetrazoleo 150 uM, EDTA 0.6 mM, Na>COs 400 mM) mas 30 ul de
xantina oxidasa (5 mg/ml) y la absorbancia se leyd a los 560 nm después de 10

minutos de iniciar la reaccion [81].

La actividad de la glutation peroxidasa (GPx) se medié siguiendo la desaparicién del
NADPH a 340 nm acoplada a las reacciones de reduccion y oxidacion del glutation
(GSH) por la glutatién reductasa y la presencia de GPx en la muestra, respectivamente.
Las muestras (3.5 pg en 35 pl) se incubaron con 300 pl de la mezcla de reaccion
(EDTA 1 mM, NaN3 1 mM, NADPH 0.2 mM, GSH 1 mM y glutation reductasa 1 U/ml) y

25 ul de H202 1.25 mM [81].

La actividad de glutation S-transferasa (GST) se evalud siguiendo la conjugacion del 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno con el GSH a 340 nm. Las muestras (15 pg en 20 ul) se
incubaron con 180 pl de la mezcla de reaccion (GSH 1 mM, 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
1 mMyEDTA 1 mM) [81].

6.11 Histologia

Los tejidos se fijaron por inmersibn en una mezcla de paraformaldehido (4%) vy
glutaraldehido (1.5%), se embebieron en parafina, se seccionaron a 10 pm con un
microtomo y se procesaron para la tincion de hematoxilina y eosina, tricrbmica de
Masson o Rojo sirio usando procedimientos estandares. El area de lesion se cuantificd
contabilizando los tubulos lesionados (necrosis tubular, depositos hialinos, tubulos
dilatados) por area, usando las micrografias obtenidas con la tincién de hematoxilina y

eosina a un aumento de 10X.
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6.12 Microscopia eletrénica

Para evaluar la morfologia mitocondrial, la corteza renal del rifion fijado en
paraformaldehido/glutaraldehido se cortd en trozos pequefios de ~3 mm3 que se
incubaron con tetradxido de osmio al 2%, se embebieron en resina epodxica, se
seccionaron a 70-90 nm con un altramicrotomo y se contrastaron con acetato de
uranilo y citrato de plomo. Las imagenes se adquirieron con el microscopio electrénico
Tecnai Spirit BioTWIN (Hillsboro, Orlando, EUA) revisando especificamente células
epiteliales del tubulo proximal, que se caracterizan por la presencia de abundantes

microvellosidades y mitocondrias.

6.13 Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia

Para evaluar el dafio a los acidos nucleicos, se cortaron secciones de tejido de 10 um
de grosor a partir de los bloques de parafina, se les removidé la parafina, se
rehidratraron y se incubaron por 2 horas con el anticuerpo anti-8-OHdG (1:200,
Abcam), mientras que para medir la nitracion de las proteinas los cortes se incubaron
con anticuerpo anti-3-nitrotirosina (1:200, Santa Cruz Biotechnology). Después de 3
lavados, las laminillas se incubaron con anticuerpos secundarios HRP, se revelaron con
3,3'-diaminobenzidina, se contrastaron con hematoxilina y se observaron bajo el
microscopio luz. Para la inmunofluorescencia, las laminillas se incubaron durante 2
horas con anticuerpo anti-KIM-1 (1:200) y 1 hora con el anticuerpo secundario Alexa
Fluor 488 (1:500). Los nucleos se tifieron con 4’,6-diamidino-2-fenilindol a una
concentracion de 1 ug/ml durante 5 minutos y las imagenes se obtuvieron usando un

microscopio de epifluorescencia.

6.14 Western blot

La corteza renal se homogeneiz6 en solucion de lisis (Tris 50 mM, pH 8.0, NaCl 150
mM, EDTA 5 mM, EGTA 1 mM, NaF 5 mM, NagVO4 5 mM, pirofosfato de sodio 2 mM,
B-glicerofosfato 5 mM, PMSF 1 mM, desoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1%, NP-40
1%) y se centrifug6 a 15,000 g por 10 minutos a 4°C. Las proteinas (20 ug) en el
sobrenadante se separaron mediante electroforesis en geles de acrilamida al 10-12%
durante 2—2.5 horas a 100 V en condiciones reductoras y se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa (Amersham, Piscataway, NJ, EUA) durante 1.5 horas a 100 V en
camara humeda. Las membranas se incubaron durante 2 horas con los anticuerpos
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primarios (Tabla 3) preparados en leche al 5% en PBS+Tween-20 al 0.1% seguido de
los anticuerpos secundarios apropiados por 1 hora a temperatura ambiente y en
agitacion constante. Las proteinas de interés se detectaron por quimioluminiscencia
usando los kits de deteccién SuperSignal West Pico o Femto Chemiluminescent
Substrate (Pierce), se cuantificaron usando ImagedJ (NIH, Bethesda, MD, EUA) y se

normalizaron con los niveles de expresion de la tubulina, GAPDH o ATP5A.

Tabla 3: Anticuerpos usados para Western Blot

Anticuerpo #Catalogo Casa comercial Dilucion
Anti-KIM-1 AF3689 R&D Systems 1:2,000
Anti-DRP-1 sc-32898 Santa Cruz Biotechnology 1:1,000
Anti-TGF sc-130348 Santa Cruz Biotechnology 1:1,000
Anti-ATP5A ab14748 Abcam 1;100,000
Anti-3-NT sc-32757 Santa Cruz Biotechnology 1:3,000
Anti-4-HNE AB5605 Merck Millipore 1:4,000
Anti-I1L6 sc-57315 Santa Cruz Biotechnology 1:1,000
Anti-CCL2 GTX60582 GeneTex 1:1,000
Anti-FN F3648 Sigma-Aldrich 1:2,000
Anti-Tubulina T9026 Sigma-Aldrich 1:5,000
Anti-aSMA GTX100034 GeneTex 1:4,000
Anti-GAPDH GTX100118 GeneTex 1:20,000
Anti-MFN2 9482 Cell Signaling Technology 1:2,000
Cabra anti-conejo IgG 7074 Cell Signaling Technology 1:5,000
Caballo anti-ratén IgG 7076 Cell Signaling Technology 1:5,000

6.15 Analisis estadistico
Los resultados se expresaron como el promedio + error estandar de la media y se

analizaron mediante el analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparaciones
multiples de Tukey usando el paquete GraphPad PRISM version 8.0. Las diferencias

con p < 0.05 se consideraron como significativas.
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7 RESULTADOS

7.1 Cambios metabdlicos inducidos por la dieta

El ayuno de 3 dias disminuyé del peso corporal inicial de las ratas en mas del 15%,
mientras que la TRF por una semana solo causé una pérdida del 5%. Los niveles de la
glucosa en sangre disminuyeron en un 30% durante el ayuno mientras que con la TRF
hubo una disminucién del 15%. La dieta cetogénica en cambio no modific6 el peso
corporal ni la glucosa en sangre con respecto a las ratas alimentadas con la dieta
control. Las tres intervenciones aumentaron los niveles plasmaticos del [3-

hidroxibutirato, pero el ayuno tuvo un mayor efecto (Figura 9).
7.2 El ayuno preoperatorio previene la lesion renal isquémica

Primero se evalud el efecto del ayuno preoperatorio en la fase aguda de la lesion renal
isquémica. El analisis histologico mostré6 que el ayuno disminuyd el dano tubular
causado por la IR, caracterizado por la obstruccién de los tubulos renales debido al
desprendimiento de las células epiteliales y la presencia de depdsitos hialinos (Figura
10A, B). También, los niveles plasmaticos de la urea y la creatinina disminuyeron
notablemente con el ayuno en comparacion con las ratas sometidas a IR (Figura 10C,
D), indicando que el ayuno preservd tanto la estructura como la funcion renal. El
analisis de la expresidon de la molécula de lesion renal 1 (KIM-1: kidney injury molecule
1) por Western blot mostré que esta proteina incrementa durante la IR y que el ayuno

reduce su expresion (Figura 10E).
7.3 El ayuno reduce el estrés oxidante y la disfuncién mitocondrial

Los niveles de los marcadores de estrés oxidante 3-nitrotirosina y los carbonilos
proteinicos aumentaron con la IR y disminuyeron con el ayuno preoperatorio (Figura
11A, B). La actividad total de las enzimas antioxidantes SOD y la GPx diminuyeron con
la IR mientras que el ayuno preservé la actividad de SOD y aumenté la actividad de

GPx incluso mas que en las ratas Sham (Figura 11C, D).
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Figura 9. Efecto de las intervenciones nutricionales en el metabolismo.

Se determiné el cambio en el peso corporal, la glucosa en sangre y los niveles
plasmaticos del B-hidroxibutirato en los grupos experimentales. Restriccion temporal del
alimento (TRF), Dieta cetogénica (KD). Los datos se expresan como el promedio +
error estandar de la media. n=5-6; *p < 0.05 versus control.
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Figura 10. Efecto del ayuno en la lesion renal isquémica (24 horas).

(A) Secciones de rifion tefidas con hematoxilina y eosina a las 24 horas después de la
isquemia y reperfusion (IR). Los asteriscos indican necrosis tubular y la punta de fecha
indica la presencia de depdsitos hialinos (B) Cuantificacion de la lesion tubular. (C)
Niveles plasmaticos de urea. (D) Niveles plasmaticos de creatinina. (E) Niveles de
expresion de la molécula de lesién renal 1 (KIM-1) en homogeneizados de corteza
renal. Los datos se expresan como el promedio * error estandar de la media. n=5-6, *p
< 0.05 versus sham, #p < 0.05 versus IR.
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Figura 11. Efecto del ayuno sobre el estrés oxidante (24 horas).

(A) Inmunodeteccion de 3-nitrotirosina en secciones de corteza renal a las 24 horas
después de la isquemia y reperfusién (IR). (B) Niveles de proteinas oxidadas en
homogeneizados de rifidn. (C) Actividad total de la superéxido dismutasa (SOD). (D)
Actividad total de la glutation peroxidasa (GPx). Los datos se expresan como el
promedio * error estandar de la media. n=5-6, *p < 0.05 versus sham, #p < 0.05 versus
IR.

La IR promovi6 la fragmentacion de las mitocondrias y la pérdida de las crestas
mitocondriales, mientras que el ayuno preservo la morfologia y la ultraestructura normal
de las mitocondrias en las células epiteliales del tubulo proximal (Figura 12A). El
consumo del oxigeno de mitocondrias aisladas de la corteza renal en estado 3 (ADP)
disminuyé con la IR mientras que el ayuno evitd este decremento (Figura 12B).
También, el ayuno mantuvo el potencial de membrana mitocondrial durante la IR
(Figura 12C).
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Figura 12. Efecto del ayuno sobre la estructura y funcién mitocondrial (24 horas).
(A) Micrografias representativas de las mitocondrias en las células epiteliales del tubulo
proximal a las 24 horas después de la isquemia y reperfusion (IR). (B) Tasa del
consumo del oxigeno en mitocondrias aisladas en estado 3 (presencia de ADP) usando
malato y glutamato como sustratos. (C) Potencial de membrana mitocondrial. Los datos
se expresan como el promedio + error estandar de la media. n=5-6, *p < 0.05 versus
sham, #p < 0.05 versus IR.

7.4 El ayuno reduce la fibrosis en la fase crénica

A las dos semanas después de la IR (fase crdnica), los rifiones desarrollaron fibrosis
intersticial evidenciada por la tincion de Masson (que indica la presencia de fibras de
coladgeno) y el aumento en los niveles de expresion del factor de crecimiento
transformante beta (TGFB) y de la alfa actina de musculo liso (aSMA), ambos

marcadores clasicos de fibrosis (Figura 13A, B). El ayuno previno la fibrosis intersticial,
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ya que disminuyd la presencia de colageno (coloracion azul) y los marcadores de

fibrosis.
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Figura 13. Efecto del ayuno en la lesién renal isquémica (2 semanas).

(A) Secciones de rifion tenidas con tricromica de Masson que muestra las fibras de
colageno (azul) a las 2 semanas después de la isquemia y reperfusion (IR). (B) Niveles
de expresion de la alfa actina de musculo liso (aSMA) y del factor de crecimiento
transformante beta (TGFB) en homogeneizados de corteza renal. Los datos se
expresan como el promedio = error estandar de la media. n=5-6, *p < 0.05 versus
sham, #p < 0.05 versus IR.

7.5 El ayuno reduce el estrés oxidante y el dano mitocondrial en la fase crénica
Se evalu6 el efecto del ayuno en la persistencia del estrés oxidante y del dano
mitocondrial en la fase crénica (2 semanas) de la lesion renal isquémica. Para esto se
evalu6 el dafo oxidante de los acidos nucleicos mediante la determinacion de 8-
hidroxi-2-desoxiguanina (8-OHdG) por inmunohistoquimica y la morfologia mitocondrial
por microscopia electronica (Figura 14). Asi como en la fase aguda, el ayuno previno
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tanto el estrés oxidante como la fragmentacién mitocondrial en la fase crénica de la

lesion.
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Figura 14. Efecto del ayuno sobre el estrés oxidante y la fragmentacion
mitocondrial (2 semanas).

(Panel superior) Deteccion por inmunohistoquimica de 8-hidroxi-2-desoxiguanina (8-
OHdG) en secciones de corteza renal a las 2 semanas después de la isquemia y
reperfusion (IR). (Panel inferior) Micrografias representativas de las mitocondrias en las
células epiteliales del tubulo proximal.

7.6 La TRF protege contra la lesién renal isquémica

Con la idea de encontrar una intervencion nutricional que pudiera proteger de la IR
renal pero que fuera menos severa que el ayuno, se evalué el efecto de la TRF por una
semana antes de la IR renal. Esta intervencion, también previno tanto el dafo tubular
(area de lesion tubular y presencia de KIM-1) (Figura 15A, B, E) asi como la disfuncién
renal (estimada indirectamente con la determinacién de la urea y la creatinina en

plasma) que ocurren a las 24 horas después de IR renal (Figura 15C, D).
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Figura 15. Efecto de la restriccion temporal del alimento (TRF) en la lesiéon renal
isquémica (24 horas).

(A) Secciones de rifidn tefiidas con hematoxilina y eosina a las 24 horas después de la
isquemia y reperfusion (IR). Las puntas de flecha indican necrosis tubular (B)
Cuantificacién de la lesion tubular. (C) Niveles plasmaticos de urea. (D) Niveles
plasmaticos de creatinina. (E) Deteccion por inmunofluorescencia de la molécula de
lesién renal 1 (KIM-1) en secciones de corteza renal. Los datos se expresan como el
promedio * error estandar de la media. n=5-6, *p < 0.05 versus sham, #p < 0.05 versus
IR.
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7.7 La TRF reduce el estrés oxidante y la fragmentaciéon mitocondrial

La TRF previno el incremento en los niveles de oxidacion de los acidos nucleicos (8-
OHdG) inducidos por la IR renal (Figura 16A). Aunque la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD, GPx y GST disminuyd a las 24 horas después de la IR renal, la
TRF solamente previno el decremento de la actividad de la GPx y la GST (Figura 16B-

D).
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Figura 16. Efecto de la restriccion temporal del alimento (TRF) sobre el estrés
oxidante (24 horas).

(A) Deteccidon por inmunihistoquimica de 8-hidroxi-2-desoxiguanina (8-OHdG) en
secciones de corteza renal a las 24 horas después de la isquemia y reperfusion (IR).
(B) Actividad total de la superdxido dismutasa (SOD). (C) Actividad total de la glutation
peroxidasa (GPx). (D) Actividad total de la glutation S-transferasa (GST). Los datos se
expresan como el promedio = error estandar de la media. n=5-6, *p < 0.05 versus
sham, #p < 0.05 versus IR.
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La TRF previno la fragmentacién mitocondrial y la pérdida de las crestas mitocondrias a
las 24 horas depures de la IR (Figura 17A). Este efecto se asocié con cambios en los
niveles mitocondriales de la proteina de fisibn mitocondrial DRP1: mientras que la IR
aumento los nivel de DRP1 en la mitocondria, la TRF caus6é una disminucion de esta
proteina. No se detectaron cambios en los niveles mitocondriales de la proteina de
fusion mitocondrial MFN2 en ninguno de los grupos a las 24 horas después de la IR
(Figura 17B).
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Figura 17. Efecto de la restriccion temporal del alimento (TRF) sobre la
fragmentacion mitocondrial (24 horas).

(A) Micrografias representativas de las mitocondrias en las células epiteliales del tubulo
proximal a las 24 horas después de la isquemia y reperfusion (IR). (B) Niveles de
expresion de la proteina relacionada a la dinamina 1 (DRP1) y de la mitofusina 2
(MFN2) en mitocondrias aisladas de la corteza renal. Los datos se expresan como el
promedio % error estandar de la media. n=5-6, *p < 0.05 versus sham, #p < 0.05 versus
IR.
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7.8 La TRF reduce la fibrosis en la fase cronica de la lesion

A las dos semanas después de la lesion (fase cronica), los rifiones mostraron presencia
de fibrosis intersticial evidenciada por la tincion de Rojo sirio y el aumento en los
niveles de expresion de fibronectina (FN) y la aSMA, ambos marcadores de fibrosis
(Figura 18A, B). La TRF disminuyd la fibrosis intersticial ya que disminuy0 la presencia

de colageno (coloracion roja) y de los marcadores de fibrosis.
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Figura 18. Efecto de la restriccion temporal del alimento (TRF) en la lesion renal
isquémica (2 semanas).

(A) Secciones de riiidn tefiidas con Rojo sirio que muestra las fibras de colageno (color
rojo) a las 2 semanas después de la isquemia y reperfusion (IR). (B) Niveles de
expresion de la alfa actina de musculo liso (aSMA) y de la fibronectina (FN) en
homogeneizados de corteza renal. Los datos se expresan como el promedio + error
estandar de la media. n=5-6, *p < 0.05 versus sham, #p < 0.05 versus IR.
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7.9 La KD previene la lesion renal isquémica

Se evalud el efecto de la KD en la fase aguda (24 horas) de la lesion renal isquémica.
Las ratas alimentadas con la KD durante 3 dias antes de la IR renal presentaron un
area de lesion reducida (Figura 19A, B) y una disminucion en los niveles de urea y
creatinina en comparacién con las ratas alimentadas con la dieta control a las 24 horas

después de la lesion (Figura 19C, D).
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Figura 19. Efecto de la dieta cetogénica (KD) en la lesiéon renal isquémica (24
horas).

(A) Secciones de rifidn tefiidas con hematoxilina y eosina a las 24 horas después de la
isquemia y reperfusion (IR). El asterisco indica la presencia de depdésitos hialinos y la
punta de fecha indica necrosis tubular (B) Cuantificacién de la lesion tubular. (C)
Niveles plasmaticos de urea. (D) Niveles plasmaticos de creatinina. Los datos se
expresan como el promedio + error estandar de la media. n=5-6, *p < 0.05 versus
sham, #p < 0.05 versus IR.
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7.10 La KD reduce el estrés oxidante y la inflamacion

Las ratas alimentadas con KD presentaron una reduccién en los niveles de 8-OHdG, 3-

NT y 4-HNE en comparacion con las ratas con dieta control a las 24 horas después de

la IR renal (Figura 20).
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Figura 20. Efecto de la dieta cetogénica (KD) sobre el estrés oxidante (24 horas).
(A) Deteccion por inmunohistoquimica de 8-hidroxi-2-desoxiguanina (8-OHdG) en
secciones de corteza renal a las 24 horas después de la isquemia y reperfusion (IR).
(B) Niveles de proteinas nitradas (3-NT) y (C) proteinas con aductos 4-hidroxinonenal
(4-HNE) en homogeneizados de corteza renal. Se cuantificaron todas las proteinas
inmunoreactivas para 3-NT o 4-HNE. Los datos se expresan como el promedio + error
estandar de la media. n=5-6, *p < 0.05 versus sham, #p < 0.05 versus IR.

En las ratas alimentadas con la dieta control, la IR renal increment6 los niveles de
TNFa, IL6 y CCL2 en el rindn (Figura 21). Sin embargo, el incremento de los

mediadores inflamatorios se redujo en las ratas alimentadas con KD.
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Figura 21. Efecto de la dieta cetogénica (KD) sobre la inflamacién (24 horas).

(A) Detecciéon por inmunihistoquimica del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) en
secciones de corteza renal a las 24 horas después de la isquemia y reperfusion (IR).
(B) Niveles de expresién de la interleucina 6 (IL6) y el ligando 2 de la quimiocina
(CCL2) en homogeneizados de corteza renal. Los datos se expresan como el promedio
* error estandar de la media. n=5-6, *p < 0.05 versus sham, #p < 0.05 versus IR.
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7.11 La KD previene la disfuncion renal y la fibrosis en la fase crénica

A las 2 semanas después de la IR renal, las ratas alimentadas con la dieta control

presentaron atrofia tubular, infiltracion celular, altos niveles de creatinina en plasma vy

desarrollaron fibrosis intersticial (Figura 22). No obstante, las ratas alimentadas con la
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Figura 22. Efecto de la dieta cetogénica (KD) en la lesion renal isquémica (2
semanas).

(A) Secciones de rifidn tenidas con hematoxilina y eosina y Rojo sirio (fibras de
colageno) a las 2 semanas después de la isquemia y reperfusion (IR). El asterisco
indica la presencia de tubulos dilatados y la punta de flecha indica infiltracidon celular.
(B) Niveles plasmaticos de creatinina. (C) Cuantificacion de la fibrosis intersticial. (D)
Niveles de expresion de la alfa actina de musculo liso (aSMA) y de la fibronectina (FN)
en homogeneizados de corteza renal. Los datos se expresan como el promedio + error
estandar de la media. n=5-6, #p < 0.05 versus IR.

7.12 Resumen de resultados

Para facilitar la interpretacién de los datos obtenidos, en la siguiente tabla se resume el

efecto de las intervenciones nutricionales en la lesion renal isquémica.

Tabla 4: Resumen de resultados

Ayuno TRF KD
Lesion tubular aguda 1 l l
Funcioén renal T T T
Estrés oxidante 1 l l
Dafio mitocondrial 1 1 ND
Inflamacion ND ND 1
Fibrosis l l l

ND, No determinado.
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8 DISCUSION

La lesién renal isquémica es un problema grave de salud publica para el que
actualmente no existen terapias efectivas en la clinica [22]. Se caracteriza por un dafio
tubular severo en la fase aguda y el desarrollo progresivo de fibrosis intersticial en
etapas avanzadas [17,19]. Tanto en la fase aguda como en la crdnica participan
multiples mecanismos que propician el dafo tubular y el deterioro de la funcidén renal.
De estos, el estrés oxidante, la inflamacion y la disfuncion mitocondrial persistentes
parecen ser los mas relevantes [21,23,82]. Por ejemplo, el TGFB, quien promueve la
sintesis y expansion de la matriz extracelular, favorece la activacion de sistemas pro-
oxidantes como la NADPH oxidasa y la supresidon de las defensas antioxidantes
[83-85]. El desequilibrio redox en cambio conduce a la disfuncion mitocondrial y al
mismo tiempo las mitocondrias dafadas sintetizan menos ATP y generan una mayor
cantidad de radicales libres [86]. Ademas, el estrés oxidante y la disfuncion mitocondrial
contribuyen independientemente a la inflamacion cronica y a la activacion de sefales
pro-fibrogénicas como el TGFB, creandose asi un circulo vicioso que termina por

eliminar la funcidén renal remanente y propiciar la muerte de los individuos [30,87].

La restriccidon dietaria se conoce ampliamente como una fuerte intervencion no
farmacolégica que incrementa la proteccion contra el estrés y reduce la incidencia de
patologias asociadas con la edad, principalmente por sus propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias [43,44,46]. La restriccidn dietaria también preserva la estructura y la
funcidbn mitocondrial en una gran variedad de escenarios patologicos [43]. Sin embargo,
se sabe muy poco de sus efectos en el rifidn [88]. En este trabajo estudiamos el efecto
de tres intervenciones nutricionales (el ayuno, la TRF y la KD) sobre los mecanismos

fisiopatoldgicos que se inducen en la lesion renal isquémica.

Primero, proporcionamos evidencia de que el ayuno prolongado previene el estrés
oxidante y la disfuncion mitocondrial tanto en la fase aguda como en la fase cronica de
la lesidbn y que también tiene un efecto protector a largo plazo contra la fibrosis,
enfatizando asi el uso del ayuno como una opcidén preventiva no farmacoldgica de

importancia médica para mejorar el resultado de la lesion renal isquémica [89,90].
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Adicionalmente encontramos que las ratas sometidas durante una semana a un
protocolo de TRF, el cual es menos severo que el ayuno dado que durante la
intervencién las ratas pierden solo el 5% del peso corporal, también se obtienen los
mismos efectos benéficos sobre el estrés oxidante y el dafio mitocondrial y se previene
el desarrollo de fibrosis intersticial, limitandose asi la transicion de la AKI a CKD [91].
Estos resultados podrian tener implicaciones importantes para la clinica dado que no
se requeririan protocolos largos de restriccion dietaria para proporcionar proteccion
renal. Actualmente, el ayuno prolongado y la TRF son intervenciones nutricionales cada
vez mas recomendadas para promover la salud metabdlica y contrarrestar distintas
enfermedades en humanos [46,49]. Sin embargo, aunque es benéfico a corto plazo, el
protocolo de TRF utilizado en el presente trabajo implica un periodo de ayuno extremo
(22 horas) en ratas y claramente podria no ser factible a largo plazo para los humanos.
Por lo tanto, para que un protocolo similar de TRF se utilice como estrategia profilactica
en la isquemia renal, se requiere mas investigacion, empezando con el disefio e
implementacién de regimenes nutricionales en humanos que incluyan por ejemplo una
sola comida al dia. Por el momento, protocolos de TRF que involucran un periodo de
ayuno de al menos 16 horas al dia se han implementado exitosamente en humanos; se
ha encontrado que imparten efectos positivos en la salud metabdlica y reducen el
estrés oxidante y la inflamacion cuando se implementan por varias semanas 0 meses
[92,93].

Impulsados por la idea de que la KD revierte la nefropatia diabética y la enfermedad
renal poliquistica [74,75] y confiere fuerte proteccibn en modelos experimentales de
isquemia cerebral y cardiaca [76,77], demostramos que esta proteccion se extiende a
los riiones cuando la KD se proporciona durante tres dias previos a la isquemia,
atenuando la AKI y el desarrollo de fibrosis. Asi como el ayuno y la TRF, la KD también
previene el dafo oxidante a los acidos nucleicos (80HdG), las proteinas (3-NT) y los
lipidos (4-HNE) y ademas reduce la expresion de mediadores inflamatorios como las
interlucinas IL6, CCL2 y TNFa. El dafo tubular, el estrés oxidante y la inflamacién
persistentes después de la isquemia se amplifican mutuamente e inducen la activacion
y la proliferacién de los fibroblastos residentes en el tejido, que luego se convierten en
miofibroblastos (expresan el marcador de miocitos aSMA) y sintetizan y secretan

subsecuentemente grandes cantidades de proteinas de matriz extracelular, incluyendo
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la FN y el colageno, causando fibrosis intersticial, la cual es una caracteristica distintiva
de la CKD [13,26].

Dado que el ayuno y la TRF previnieron la fragmentacion y el dafio mitocondrial, queda
por resolver cudl seria el efecto de la KD en la fisiologia mitocondrial durante la lesién
renal isquémica. También, aunque se encontré que las intervenciones nutricionales
previenen el estrés oxidante, el dafo mitocondrial y la inflamacién que ocurren casi
inmediatamente después de la IR renal, no se sabe mucho del efecto que éstas
podrian ejercer sobre la homeostasis redox, la fisiologia mitocondrial y la respuesta
inflamatoria en el rindbn sano, sin IR. Por ejemplo, ¢las intervenciones nutricionales
activan las defensas antioxidantes y/o reducen el dafio oxidante basal en el rinén antes
de la IR? ¢;Las intervenciones nutricionales promueven la fusidbn mitocondrial haciendo
que las mitocondrias sean mas resistentes a la fragmentacion con la IR? ;Las
intervenciones nutricionales bloquean la respuesta inflamatoria local y reducen la
expresion basal de mediadores inflamatorios antes de la IR? Todas estas preguntas

requieren de mayor investigacion.

Lo que si es claro es que las vias de sefializacion asociadas a los efectos benéficos de
las intervenciones nutricionales repercuten sobre la lesion renal isquémica. Por
ejemplo, se ha observado que la falta del alimento y la baja disponibilidad de nutrientes
conducen a la activacion de la AMPK y a la inhibicion de mTOR, mientras que la
modulacion de estas cinasas confiere proteccion contra la IR renal, al regular el
metabolismo energético, la funcidbn mitocondrial, la autofagia y la inflamacion [94-96].
Asi mismo, la restriccion dietaria activa la defensa antioxidante a través de NRF2 vy
FOXO3a, mientras que el tratamiento con antioxidantes naturales o sintéticos asi como
la induccion genética o la activacion farmacologica de NRF2 y FOXO3a en el rindn
aumentan la tolerancia contra la AKI después de la IR renal y evitan la progresion a
CKD [43,97-99]. Por otro lado, la restriccion dietaria reduce la expresiéon de mediadores
inflamatorios tales como NF-kB e interleucinas y disminuye el numero de mocitos
circulantes vy la infiltracion [55,100]. Las citocinas, inducidas transcripcionalmente por
NF-kB en las células renales lesionadas (especialmente las células epiteliales del
tubulo proximal), promueven el reclutamiento de monocitos y macréfagos, quienes

secretan factores pro-inflamatorios que exacerban la lesion renal [13,101,102]. Otros
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elementos importantes son las sirtuinas. Particularmente las sirtuinas 1 y 3, quienes
incrementan su expresion durante la falta del alimento, detectan cambios en la
disponibilidad de energia a través del aumento en los niveles del NAD+ y contrarrestan
muchos de los mecanismos fisiopatoldgicos implicados en la lesion renal isquémica,
como el estrés oxidante, la inflamacién y la disfuncion mitocondrial [43,103,104]. Todo
esto sugiere la posibilidad de que las intervenciones nutricionales ejerzan proteccion
contra la lesion renal isquémica a través de la regulacion de AMPK, mTOR, las

sirtuinas, y los factores de transcripcion NF-kB, FOXO3 y NRF2.

Dado que las tres intervenciones nutricionales estudiadas incrementan (mas del doble)
la produccion endbgena de cuerpos cetbnicos, también especulamos que el B-
hidroxibutirato podria contribuir a los efectos benéficos observados en la lesion renal
isquémica, dado que ademas de proporcionar energia a través de las mitocondrias,
funciona como una molécula de senalizacidbn [105] que orquesta un programa
antioxidante y antiinflamatorio ante distintas formas de estrés [67] y especificamente
incrementa la tolerancia a la isquemia renal cuando se administra de manera exdgena,
previniendo el dano renal mediante la activacion de FOXOSa e inhibiendo la muerte
celular por piroptosis [106]. De igual manera, aunque en este estudio no se
determinaron sus niveles, es importante considerar también al acetoacetato (pareja
redox y precursor del B-hidroxibutirato), quien, ademas de proveer de energia a las
células y a los tejidos tal como el B-hidroxibutirato, también hace frente a distintas
formas de estrés [105]. Por otro lado, la relacion [B-hidroxibutirato]/[acetoacetato]
puede ser determinante en el mantenimiento del estado redox celular a nivel sistémico
mediante la regulacion del [NADH]/[NAD] en el higado, donde los cuerpos cetonicos se
producen, y en los tejidos extrahepaticos, donde los cuerpos cetdnicos se utilizan.
Dado que el ayuno, la TRF y la KD se asocian con cambios importantes en los niveles
plasmaticos del B-hidroxibutirato (mas que del acetoacetato) [107, 108], favoreciéndose
asi un ambiente mas reducido, el aumento de la relacion [B-hidroxibutirato]/
[acetoacetato] podria explicar en parte la proteccion antioxidante observada con las

intervenciones nutricionales en la lesion renal isquémica.

Otro aspecto que merece mayor estudio es la interaccion reciproca entre la restriccion

dietaria y la fisiologia circadiana. Por ejemplo, mientras que la restriccidon dietaria

46



aumenta la amplitud y corrige el desfase de los ritmos circadianos, se requiere de
relojes moleculares intactos para observar los efectos de la restriccion dietaria sobre el
metabolismo y la longevidad [19-111]. Esta interaccion podria ser relevante en la
proteccion renal mediada por el ayuno, la TRF y la KD. En el caso de la TRF, seria
importante también determinar si el efecto es similar cuando se implementa durante las

horas activas de la rata, es decir durante la noche.

Finalmente, si las intervenciones nutricionales estudiadas tienen potencial traslacional
merece un analisis experimental adicional. Por ejemplo, una limitacién en este estudio
es que solamente se emplearon ratas jovenes, sanas y con funcion renal normal. Por lo
tanto, nuestros hallazgos no podrian extrapolarse directamente a los ancianos, a las
personas de mayor riesgo 0 a los enfermos, en quienes los efectos de las
intervenciones podrian anularse e incluso resultar en una lesion exacerbada. Ademas,
el tiempo del estudio fue demasiado corto y, por lo tanto, se deben disefiar protocolos
futuros para descartar posibles efectos adversos, tal como la cetoacidosis y la
nefrolitiasis que ocurren con frecuencia cuando la KD se implementa por varias
semanas o meses [73,112]. Otra limitante es que solamente se usaron ratas macho.
Dado que los estudios sugieren que sexo biologico influye en ciertos efectos impartidos
por restriccion dietaria (longevidad, resistencia a la insulina, etc) y que los hombres son
mas susceptibles a las enfermedades renales en general y muestran un mayor riesgo
de desarrollar AKI en particular [113,114], podria ser posible que los resultados

obtenidos tampoco apliquen para las mujeres.

9 CONCLUSION

El ayuno prolongado, la TRF y la KD son potentes intervenciones nutricionales que
previenen la lesidn renal isquémica experimental, particularmente porque reducen el
estrés oxidante, la disfunciébn mitocondrial, la inflamacion y el desarrollo de fibrosis.
Nuestros resultados amplian nuestra comprension de los efectos de estas
intervenciones en el rindn y sugieren nuevas aproximaciones no farmacoldgicas de

gran valor clinico para promover la resistencia contra la lesion renal isquémica.
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10 PERSPECTIVAS

+ En este trabajo solamente se investigo el efecto de las intervenciones nutricionales
antes de la isquemia renal, por lo que seria importante investigar cuél es el

resultado cuando se implementan después del establecimiento de la lesion.

« Dado que se reportd que el B-hidroxibutirato reduce la lesion renal isquémica
cuando se administra antes de la IR, también seria interesante probar si la
suplementacion dietaria con sales del B-hidroxibutirato o precursores biosintéticos
de este (ésteres o alcoholes) después de la isquemia también reduce el estrés

oxidante, la disfuncién mitocondrial, la inflamacion y la fibrosis.

+ Es necesario investigar si la KD per se provoca dano renal cuando se implementa

por varias semanas 0 meses.

+ ¢ Cual seria el efecto de un protocolo de TRF en donde se combinen el ayuno y la

realimentacion con KD antes de la isquemia renal?
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