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ABSTRACT. The effect of diet with high yeast, calcium
and phosphorus concentration on the :veinpment of
nephrocaicinosis in rats was evaluated. The followings
diets per group were provided: Commerci- | feed {CF)
100 %; Candida utifis yeast-{CU) 80 % + CF 20%; CU
80 % + phosphorus (P} 1,25 % + CF 18,75 %; CU 80 %
+calcium (Ca) 1,98 %+ CF 18,02%;CU80%+P1,25%
+ Ca 1,98 % + CF 18,77 %; Kluyveromyces fragilis
yeast B0 % + CF 20 9%. The experimental period was
21 d . Animals of groups 4;5 and 6 developed calcium
deposits in the renal tissue, with hypercalciuria, hyper-
phosphaturia, urine pH increase and estructurat altara-
tions of the kidney. This experimental model is useful for
evaluating, studying or making prognosis of the possible
nephrocalcinogenic effect on yeast toxicological trial for
human ¢consumption.

RESUMEN. Se evaluo el efecta de dietas con altas con-
centraciones de levadura, calcio y f6sforo, sobre el desa-
rrollo de nefrocalcinosis en ratas. Se suministraron las
dietas siguientes por grupo: pienso  comercial (PC)
100 %; levadura Candida utilis (CUY80 % + PC 20 %; CU
80 % + Fosforo (P} 1,25 % + PC 18,75 %; CU B0 % +

calcio (Ca) 1,98% +PC18,02%; CUB0%+P1,26% +

Ca 1,98 %+ PC 16,77 %. Levadura Kiuyveromyces fragi-
fis 80 % + PC 20 %. El periodo experimental fue de 21 d.
Los animales de los grupos 4; 5 y 6 desarrollaron depo-
sitos de calcio en el tejido renal, con hipercalciuria,
hiperfosfaturia, incrementc de! pH de la orina vy altera-
ciones estructurales de los rificnes. Este modelo experi-
mental es util para la evaluacion, estudio y prandstico de
posibles efectos nefrocalcinogénicos en los ensayos
toxicologicos de las levaduras para consumo humano.

INTRODUCCION

En estudios previos de toxicologia nutricional, se
encontrd presencia de deposiciones calcareas en los
rifiones de ratones y ratas alimentadas con dietas con-
feccionadas con levadura Candida utilis y alimentados
durante 60 y 90 d respectivamente "% Resultados simi-
lares han sido informados por otros auteres que trabaja-
ron con diferentes cepas de levadura en periodos de ali-
mentacion mas o menos largos 4,

En este estudio se presenta el desarrollo de un
modelo experimental de nefrocalcinosis a corto plazo,
mediante el empleo de alta concentracion de levadura,
calcio y fosforo en la dieta de ratas. Los resuitados
obtenidos hacen suponer la obtencion de dicho modelo.

MATERIALES Y METODOS

Sedistribuyeron 40 ratas Wistar hembras, de 140 a
200 g de peso en 6 grupos experimentales, colocadas
en jaulas plasticas con acceso ad fbitum al agua v afi-
mento. A cada grupo se le suministro una dieta diferente
confeccionada de la manera siguiente: dieta 1, pienso
comercial (PC) 100 %; dieta 2, levadura industrial Can-
dida utilis (CU) BO % y PC 20 %; dieta 3, CU 80 %, fos-
foro (P) 1,25 %y PC 18,75 %; dieta 4, ClJ 80 %, calcio
{Ca} 1,88 %y PC 18,02 %; dieta 5, CL) 80 %, P 1,25 %,
Ca 1,98% v PC 16,77 %; dieta 6, levadura Kluyvero-
myces fragilis tratada para disminuir nucleicos (Kf) y
PC 20 %.

La composicitn del PC por cada 100 g de dieta, es la
siguiente: trigo 36,95 g; cebada 28,92 g; torula seca
7,30 g; harina de girasol 15,00 g; harina de pescado
4,20 q; carbonato de calcio 0,70 g; sal comtn 0,93 g;
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miel 3,00 g; premezcla minerc—vitaminica 3,00 g . La
pramezcla minero—vitaminica por cada 100 g, tiene la
compaosicion siguiente: vitamina A 170 000 W1; vita-
mina D3 45 400 UI; tocoferol 0,264 g; tiamina 0,169;
menadina 0,381 g; riboflavina 0,761; colina 67,678;
piridoxina’ 0,127; cianocobaiamina 0,170; niagina
2,542; antioxidante 1,059; D-L metionina 8,475; L-lisi
na 16,951; cobalto 0,004; cobre 0,634; hierro 0,508;
iodo 0,010; manganeso 0,5608; zinc 0,424.

El tiempo de tratamiento con las diferentes dietas
fue de 3 semanas. Al final de este periodo los animales
fueron celocados en jaulas metabdlicas durante 24 h
para la recoleccion de orina y posteriormente, extrac-
cion de sangre de los rifiones bajo anestesia con éter, Se
registré el peso corporal final de cada rata y el peso, con-
tenido de calcio y andlisis histolégico de los rifiones. En
la orina y el suero se determind urea {U}, creatinina (Cre),
calcio (Ca) y fésforo (P); ademas de la medicion del pHy
el volumen de orina en 24 h .

Todos los datos fueron sometidos a técnicas de ana-
lisis de varianza® y de rango multiple de Duncan® para
determinaciéon de diferencias estadisticas entre las
medias.

RESULTADOS

La ganancia en peso fue aproximadamente igual en
los diferentes grupos de ratas. La Tabla | muestra el
efecto de los distintos tipos de dietas sobre los rifiones
de las ratas. El peso de los rifiones aparece incremen-
tado en las dietas experimentales de la 2 a la 6 con res-
pecto a la dieta control 1; observandose ¢l mayor incre-
mento con la dieta 5.



TABLA |
Efecto de la dieta sobre los rifiones de la rata

Peso Calcic Incidencia Severidad Probabilidad Alteraciones
Dietas {A) (8; (C} (D} (%) estructurales
1 2,56* 0,10 211** 050 0/6 0,0 0.0 No
2 3,34°% 009 480"t 1,60 2/10 0.3 20,0 No
3 338« 025 1283t 162 5/6 1,3 83.3 Dilatacion tubular
4 341% g18  9,75°% 320 5/5 1,2 100,0 Dilatacién tubular
riion esponjoso
5 376° * o1 8,29°% 1,99 6/6 2.1 100,0 Dilatacién tubular
rnon esponjoso
8 3,08° + 0,06 384 1,10 1/6 0,3 16,6 No

(A} g/kg de peso corporal
{B} umol/g de peso
{C} ratas con nefrocalcinosis/ratas totales

{D} escala desde O para ningun dafio hasta 4 para el daffio mas severo

M * ES, p < 0.01 para letras diferentes

El cuntenido dei calcio aumentod significativamente
en los grupos alimentados con las dietas 3; 4 y 5.

La incidencia de la aparicion de depositos de calcio
en el rifidn puede ser expresada en forma de probabili-
dad, y en la tabla se observa que las dietas con cambios
en la composicion de los minerales (3; 4 y 5} arrojaron
valores altos que llegaron hasta et 100 % con las dietas
4 y 5. La severidad de la lesion nefrocalcinosa se midio
contando el nimero de piedras de 4 campos visuales en
cada animal con nefrocalcinosis y dividiendo entre 4, lo
cual aporta una escala que va desde O para ninguna
lesion hasta 4 para la lesion mas severa. Las severidades
relevantes a considerar aparecieron con las dietas 3; 4 y
5 (1,3; 1.2 y 2,1 respectivamente); pudiéndose asumir
que para las dietas 3 y 4 es de discreta y para la dista 5
moderada. De las alteraciones estructurales encontra-
das, sobresale la dilatacidn tubular que se manifesto con

las dietas 3, 4 vy 5. En la literatura esta descrito que esta
condicion aparece estrechamente asociada a las depo-
siciones de calcio en los rifiones de las ratas.’

El efecto de la dieta sobre la.excresion urinaria de
_?Igt:;m:s indicadores bioquimicos esta reflejado en la
abla Il. :

Ef pH de ia orina en los grupos con {as dietas 4 y 5 se
elevd hacia la zona alcalina. El volumen de la orina de
24 h y la concentracién de urea y de acido mostraron
variaciones no significativas. La creatinina disminuyo
significativamente con las dietas 3; 4 y 5. El calcio
aumento estadisticamente con las dietas 4 y 5, y el fés-
foro con las dietas 3; 4 y 5. Estos _res‘ultados son total-
mente esperados como respuesta fisiologica a la natu-
raleza, composicion y cambios de contenido de minera-
fes en la dieta.

TABLA |
Efecto de la dieta sobre 1a excrecidn urinaria en ratas
DIETAS
] 2 3 4 5 6
pH 658°% 016 661°F 020 668 * 018 7,80° * 028 778 * 0,30 671" 1 0,08
Volumen
(mL} 338 * 034 3862 % 022 432 ¥ 125335 t 042 427 * 0,48 3,48 ¥ 062
U
{mmaol/L) 549 * 19 624 * 5g 741 % 122 1027 * 208 782 t @s 682 * 104
Cre
(mmoi/L) 13.8°F 18 1212 32 77° t07 94" t 14 88 * 06 1Myt g0
Ca
(;rmol/Cre) 365° * 33 447° * 59 448" * 29 1876°} 394 2093"% 240 7yg3 + 123
{umol/Cre} 589°Y 065 600°F 091 4531°F 277 949 *+ 1798 19,35 240 689 t 08g
AU
{umol/Cre) 110 £ 14 110 ¥ 10 138 * 5 134 * 46 159 * 15 1oy * 7
M + ES i

Letras iferentes significacién estadistica para p < 0,01
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TABLA 1l
Efecto de la dieta sobre algunos pardmetros séricos

DIETAS

1 2 & 6
AU
{mmal/L) 791 1 110 %02 * g2 95t a9z 71.0 t &8 851 * 35 650 £ 55
u
{mmol/L) 322 % 035 330 T 026 342 % 034 354 * 044 305t 023 322 F 027
Cre
{umol/L) 616 ¥ 34 657 X 44 535 % 20 53,6 ¥ 2.7 547 £ 30 576 + 32
Ca
{umal/L) 214*F o018 1,90™F o022 1,70°% o011 147 o012z 142°% pos 1700 E 009
p
{umol/L) 270°% 005 213 % g8 160t Qo9 1,79%% cos 1,75°% 008 1851 004
Ca/P 102 012 089 * 005 106 * 015 082 X 007 081 % o008 0982 ¥ 006
M + ES

Letras diferentes significacion estadistica para p < 0,01

La Tabla Il expone los indices quimicos en el suero
de ias ratas alimentadas con las diferentes dietas. Los
parametros acido urico, urea, creatinina y la relacién cal-
cio/fosforo no experimentaron variaciones significati-
vas, ademas de mostrar valores dentro de los rangos
normales para esta especie. Sin embargo, con los para-
matros calcio y fosforo se observd una disminugion bio-
lbgica y estadisticamente significativa con las dietas
confeccionadas con Candida utilis con altos porcentajes
de calcioy fdsforo (dietas 3; 4 y 5) y con la dieta que
contenia Kluyveromyces fragilis (dieta 6).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Hoy dia se sabe, que la formacién de piedras renales
esta caracterizada por varios factores urinarios y epide-
mioldgicos bien establecidos ®'. En el disefio del
rmodelo experimental presentado se tuvieron en cuenta
algunos de estos factores epidemiolégicos como son:
sexo, edad e ingestién de proteinas.

Ademas, el incremento urinario de pH, calcio y fos-
foro son factores que también favorecen el desarrollo de
la lesion nefrocalcinosa.

La nefrocalcinosis es mas frecuente en las ratas
hembras entre 4y 6 semanas de nacidas ''2En este tra-
bajo se utilizaren animales de 8 a 10 semanas de naci-
dos en los cuales se produjo 1a lesion nefrocalcinosa en
gl 100 % de las ratas alimentadas con las dietas de alta
concentracion de levadura, calcio y  fosforo. La leva-
dura Candida utifis por si sola no provoco igual inciden-
cia de desarrollo de la lesion en estas condiciones expe-
rimentales.

La elevacion del pH en la orina de las ratas congran
por ciento de calcio en sus digtas, posiblemente se debié
a que ol exceso de calcio como activador de la anhidrasa
carbonica, enzima que interviene en la formacion de
bicarbonato en el sistema amortiguador que regula el
aquilibrio dcido--baswcoa nivel renal, produjo una ele-
vada elirminacidon de bicarbonato, o que consecuente-
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mente, elevd el pH de la orina. De igual forma, 1a dismi-
nucion sérica observada de calcio y fosforo con las die-
tas nefrocalcinogénicas (3; 4y 5) v la dieta con Kluyvero-
myces fragilis (6) se debe al control de regulacion
homeostatica ejercido principalmente por la hormona
paratiroidea y la calcitonina, como se evidencia de los
valores normales (0,80 a 1,04} encontrados para larela-
cion calcio/fasforo.

La extension de la nefrocalcinosis alcanzada con las
dietas 3; 4 y 5 no altero la funcién renal.

Para muchos investigadores las diferencias en el
contenido dietético de minerales y proteinas, son los
principales factores en la aparicion de la nefrocalcinosis
en ratas !5

Los resultados obtenidos estan en total acuerdo con
esta suposicion y demuestran que el disefio experimen-
tal utilizado es eficiente para producir nefrocalcinosis en
s6lo 21 d en ratas hembras menores de 10 semanas de
nacidas.
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