UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

EXAMENES YRCFEGINL LTS

FAL, LE QUIMICA

EFECTO DE LA DIETA SOBRE LA EXPRESION DE
GENES INVOLUCRADOS EN EL METABOLISMO DE
AMINCACIDOS E HIDRATOS DE CARBONO.

T E S i S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICA  FARMACEUTICA  BIOLOGA

P R E S E N T A
GUADALUPE BEATRIZ RODRIGUEZ FUENTES

TESIS CON
FALLA [E ORGEN

MEXICO, D. F,, 1994



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO SEGUN EL TEMA:

, Presidente. Prof: Guadalupe Vélez Pratt.
Vocal. Prof: Armande Roberto Tovar Palacio.
Secrsetario. Prof: Raul Genaro Aguilar Caballero.
ler., suplente Prof: Maria Estela Cevallos Ferriz.
2do. suplente Prof: Jesds Fernando Montiel Aguirre.

Sitio donde se desarrolld el tema:
Departamento de Nutriologia Molecular . Instituto Nacional de 1la
Nutricién “Salvador Zubirdn"
Nombre completo y firma del asesor del tema:
Dr. Armando Roberto Tovar Palacio. |

ov?

=

Nombre completo y firma del supervisor técnico:

M. en C. Nimbe Torres y Torres. 77 .
e

[

Nombre completo y firma del sustentante:

Guadalupe Beatriz Rodriguez Fuentes,
?ﬂ%



! NO DESISTAS !

Cuando vayan mal las cosas
como a veces suelen ir:
Cuando ofrezca tu camino
gélo cuestas que subir;
Cuando ya el dolor te agobie
y no puedas ya sufrir,
descansar acaso debes;
PERO NUNCA DESISTIR
Tras las sombrae de la duda
ya plateadas ya sombrias
puede bien surgir el triunfo,
no el fracaso que temias
y no es dable a tu ignorancia
figurarse cuan cercano
puede estar el bien que
anhelas y que juzgas tan lejano.
Lucha, puedes por mis que en
la brega tengas que sufrir,
! CUANDO TODO ESTE FEOR,

MAS DEBEMOS INSISTIR !
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RESUMEN .

El objetivo del presente estudio es el de cuantificaf el
efecto agudo de dietas con diferente contenido - proteico en‘forma
de caseina y la alteracién de las concentraciones de . los ARNm
especificos para la fenilalanina hidroxilasa y la tirosina
aminotransferasa en higado de rata. También se evaluaron las
concentraciones de ARNm de la enzima fosfoenolpiruvato

carboxicinasa y de albumina.

Los resultados mostraron que en aquellas ratas adaptadas a
consumir diétns con 18% de caseina, si el dia del experimento se
les administraba una dieta con baja concentracién de protefna 6%
o se le continuaba dando una dieta con un contenido adecuado de
protefna, en este  caso 18% de casefna., los cambios observados
para los ARNm de las enzimas tirosina aminotransferasa y
fenilalanina hidroxilasa fueron relativamente pequefios indicando
que el organismo de estas ratas estd preparado para hacer frente
a la carga de aminodcidos aportados por estas dietas, sin embargo
gi durahte el dia del experimento se les sumistraba una dieta con
un contenido mﬁy alto de protefna {50%), se observé un aumento de
hasta alrededor de 10 veces sus niveles basales, lo que indica
que el organismo de estas ratas no estd preparado para degradar
el exceso de amiAodcidos aportados por esta dieta, por lo que
requiere gintetizar m&s enzima para poder asf. oxidar el
excedente de aminodcidos y-asi poder regresar las concentraciones

- xii -



plasmiticas de aminodcidos a valores ‘“normales". Las ratas
adaptadas a consumir dietas que contenian 50% de proteina, cuando
fueron expuestas a dietas con 50% o menor cantidad de protefna no

requirieron mayor cantidad de ARNm de ambas enzimas.

Las concentraciones de la enzima clave en la gluconeogénesis
fosfoenolpiruvato carboxicinasa, mostraron un aumento conforme se
prolongé el periodo de ayuno, sin embargo en animales adaptados a
una dieta con 50% de caseina y alimentados con la misma dieta el
dia del experimento no mostraron el aumento en las
concentraciones de su ARNm especifico durante el ayuno, quiz4
porque el exceso de aminodcidos fue oxidado y asi evits la
formacién de glucosa endégena. Las concentraciones de ARNm de
albumina tuvieron algunas fluctuaciones, sin embargoe en las

ultimas 12 horas del dia experimental no mostraron cambio.

- xiii -
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INTRODUCCION
GENERALIDADES.

El metabolismo es el proceso fisiolégico principal de los
seres vivos. La degradacién o formacion de compuestes orgénicos
en el interior de las células tiene lugar siguiendo una serie de
reacciones catalizadas enzimdticamente. En estas reacciones, un
compueste dado es convertido por medio de varios pasos
intermediarios en un producto final. El conocimiento de los
mecanismos por medio de los cuales la célula controla todas las
funciones enziméticas e3 un reto muy grande en el estudio del

metabolismo.

la regulacién metabsélica es un término wutilizado para
describir el control del uso de vias energéticas o del
motabolismo intermedio. Esta regulacién es afectada por agentes
del medio extracelular que regulan el flujo de intermediarios a
través de vias bespecificas. Estos agentes influyen en la
cinética de’ enzimas claves en el metabolismo., asf como en los
mecanismos que controlan las concentraciones de dichas enzimas

(sintesis y degradacién),

Para la identificacién de enzimas reguladoras vy la

determinacién de su papel en una via metabélica se utilizan



métodos tradicionales como por ejemplo, las mediciones de
sustratos e intermediarios marcados isotépicamente (3),

mediciones de las Eoncentraciones de sustratos y productos, Y
mediante el uso de efectores alostéricos de la enzima regglatpriqi
e inhibidores enzimdticos especificos, asi como el 'andlisis Qe7
las propiedades cinéticas de la enzima purificada. Todos eéﬁos
estudios  han conducido a un adelanto sighificativo en él

entendimiento de muchos fendmenos regulatorios.

Durante el desarrollo de un organismo, unpa gran variedad de
diferentes tipos de células se forma a partir del huevo
fertilizado. Cada una de ellas posee un grupo de caracteristicas
enzimdticas que determinan sus particularidades estructurales y
fisiolégicas. La formacién de las enzimas que son

tejido-especifico se llama "diferenciacién enzimdtica" (4 .5 ),

Cada célula somatica de un organismo posee el mismo grupo de
genes. Sin embargo, no toda la informacién codificable -es
aécesible a la transcripcién. Aparentemente, en la diferenciacién
enzimdtica, el control de ‘la transcripcién requiere un preciso
orden espacial vy temporal para la formacién de los ARNm's

especificos para cada tipo celular y estado fisiolégico (2),

La dieta, las hormonas Yy los metabolitos pueden cambiar el

metabolismo, alterando directamente la actividad de la enzima,



su degradacién ¢ su sintesis, o bien modificando la expresién de

su gen codificador (1).

Toda enzima es codificada por un gen, el cual se transcribe
a ARN, sufre un proceso de maduracién para convertirse a ARNm y
finalmente se traduce a protefna. L a sintesis de protefna puede
elevarse si se incrementa la concentracién de ARNm en el
citoplasma, ya sea porque el nivel de transcripcidn estd

aumentado y/o0 la degradacién estd disminuida.

FIGURA No.1 INTERACCION ENTRE LA DIETA, LAS HORMONAS, LA
EXPRESION GENETICA Y LA ACTIVIDAD ENZIMATICA,

o
HORMONAS

ADN ---i----r ARNm —-—-—-~ ARNt —=—m-m #ENZIMA EN
INFORMACION transcripcién traduccién UNA VIA
GENETICA METABOLICA

El uso de técnicas de ADN recombinante permite estudiar los

mecanismos de induccién enzimitica e identificar el o los niveles



en los cuales se lleva a cabo su regulacién, como por ejemplo,
los mecanismos por los cuales algunas hormonas o nutrimentos

acttan alterando los niveles de ARNm de las enzimas reguladoras.

Los puntos de control de la regulacién de la expresién de un
gen gon muy diversos, y pueden incluir, entre otros. el proceso
de la transcrpcién, la maduracién del ARNm, el transporte del
mensaje del ntcleo hacia el citoplasma, la estabilidad del ARNm,

la traduccién de los ARNm's, etc.

La regulacién de los niveles de los ARNm's especificos en
respuesta a alteraciones del medio extracelular tales como las de
origen dietético y hormonal, parecen ser un punto muy importante

en la homeostasis del metabolismo.
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ANTECEDENTES
A) FISIOLOGIA DEL HIGADO.

De manera general, una vez que los nutrimentos son
absorbidos del tracto gastrointestinal, la mayor parte de ellos
llegan directamente al higado. que es el principal centro de
distribucién de éstos en el metabolismo de los mamfferos.

Tal vez el higado sea el 6rgano que muestra una mayor
flexibilidad metabélica, puesto que es el primero en recibir los
nutrimentos del intestino y tiene que ajustar sus actividades
metabélicas a la composicién variable de la mezcla de nutrimentos
y a la entrada discontinua o intermitente de ellos. El higado

funciona enA el tratamiento y distribucién de los nutriementos
recibidos., asf como en el mantenimiento de su concentracion

constante en la sangre sistémica (7).

B) METABOLISMO DE AMINOACIDOS.

Las funciones md&s importantes del higado en cuanto al
metabolismo de amino&cidos son lu/ sintesis de algunos
aminoscidos. la desaminacién de éstos, y la interconversidn de
los diferentes aminodcidos, ademds de participar en la formacién

de urea para suprimir la de amonia de log lfquidos corporales,



colaborando asf en la regulacién del pH al mantener .el balance

&cido-base.

Los aminodcidos son la base de la formacién de las
proteinas tisulares y también son precursores de muchas moléculas
nitrogenadas de importancia fisiolégica, como los dcidos
nucleicos, neurotransmisores como serotonina y norepinefrina; y

hormenas como tiroxina y epinefrina,

No todos los aminodcidos de las proteinas de la dieta
pueden ser sintetizados por los mamiferos. por 1o que un
abastecimiento continuo de estos aminodcidos se requiere para el
crecimiento en organismos jovenes, o para el embarazo, la
lactancia, y para el mantenimiento en los organismos adultos (9).
La carencia de alguno de ellos por 8délo algunas horas da como
resultado fallas en el crecimiento en infantes y pérdida de las

protefnas tisulares en el adulto.
Utils n d inod ]
Los factores biolégicos que influyen en la utilizacidn de

aminodcidos, pueden ser de dos tipos: los relacionados con los

agpectos nutricionales y los asociados a factores metabdlicos.



Aspectos nutricionales,

En cuanto al punto de vista nutricional. el mayor interés es
el que concierne a factores dietarios que influyen en la

eficiencia de la utilizacién de aminodcidos para la sintesis

proteica.

Se ha prestado mucha atencién a todos los estudios
realizados en log ultimoz aflos sobre nutricién proteica,
particularmente sobre la eficiencia de utilizacién de una
protefna: que es la proporcion del N, ingerido o absorbido que
es retenido en el cuerpo. La eficiencia de utilizacién se ha
aceptado como una medida de la proporcién de los aminoédcidos
dietarios due son utilizados para sintesis de proteinas tisulares

y sintesis de otros compuestos nitrogenados importantes,

Los principales factores biolégicos que influyen en la
utilizacion de aminodcidos son las cantidades relativas de

-
aminodcidos en la dieta y la cantidad total de aminodcido

consumido.

La influencia de estos dos factores es determinada por los
requerimientés de aminodcidos {cantidad minima de aminoacidos que
pueden ser ingeridos para mantener la maxima velocidad de

crecimiento en el organismo joven o para prevenir la pérdida de



N, en el organismo adulto).

Los requerimientos alimenticios pueden ser una medida de la
cantidad minima de aminodcidos requerida para la mixima velocidad
de sintesis de proteinas &isulares, junto con la m3xima cantidad
de aminodcidos que es permisiblemente oxidados baio estas
condiciones (10). La eficiencia de retencidén de nitrdégeno puede
bajar si la cantidad o el patrén de amino&cidos consumida no es

el adecuado para satisfacer los requerimientos.

Las figuras No. 2y No.3 ilustran los efectos tanto del
patrén de aminodcidos como la eficiencia de utilizacién de
proteinas para el crecimiento en ratas alimentadas con diferentes
cantidades de una variedad de proteinas o mezclas de proteinas

que difieren considerablemente en su patrén de aminodcidos.



FIGURA No, 2 GANANCIA DE PESO DE RATAS ALIMENTADAS CON NIVELES

GANANCIA, ' prARtA®RY

GRADUALES DE PROTEINA.

ENTRADA. DI Ny (mg)

Ganancia de peso de ratas alimentadas con niveles graduales de proteima
apartir de una variedad de alimentos. (Tomada de Uribe-Peralto,. Ph.D Thesis,

Universgidad de Wisconsin).



FIGURA No.3 GANANCIA DE PESO CONTRA INGESTA DE N .
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Ganancia de peso de ratas a partir de la grdfica anterior como una funcién de
la ingesta balanceada de proteina; estimada usando un patrén de aminodcidos.
(Tomada de Uribe-Peralto, Ph. D. Thesis, Universidad de Wisconsin.)
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En la figura No.2 8e nuestra el requerimiente de una
cantidad especifica de protefnas para mantener un intervalo

particular de crecimiento.

En cambio, cuando se traza la grdfica que muestra el
intervalo de crecimiento anicamente alrededor de la porcién
balanceada de aminodcidos en la dieta, el dispersamiento es menor
indicando que los aminodcidos presentes en exceso del
requerimiento en las dietas son utilizados uGnicamente como

fuentes de energia.(Figura No.3}

Se han hecho mediciones de eficiencia de wutilizacién de
a.a, empleando dietas que contienen incrementos graduales en la
proteina. El balance de nitrégeno retenido por aumento de la
ingestién de proteina, disminuye a medida que esta Se aproxima al

nivel normal (11,12).

Log dos principales factores bioldégicos que influyen en la
utilizacién de aminodcidos son, la cantidad de aminodcidos
consumidos, y la proporcién de los diferentes aminodcidos. Estos
factores determinan que cantidad de los aminocdcidos consumidos
puede ser utilizada para la sintesis de protefna y cudnta para

oxidacidén como fuente de energia.
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Resultados de una serie de estudios en humanos, indican que
cuando la entrada de energfa en adultos se encuentra en un
intervalo Ae +15% del requerimiento, la retencién de N, disminuye
entre 1-2 mg por cada Kcal que se restringe cuando la ingesta.de
energfa estd severamente disminufda (hasta el 40%), la retencién

de N, baja cerca de 6 mg por cada Kcal restringida.

Cuande " el déficit calérico es md&s severo se aumenta la
utilizacién de aminodcidos para el abastecimiento energético.
Como 1los sujetos de estos estudios probablemente no fueron
depletados en grasa, una proporcién sustancial de su energfa se
tomé dé las reservas corporales, por lo que la utilizacién de
proteinas otorga una menor porcién del! requerimiento total de
energia. Es bien conocido que durante inanicién, la proteina se
conserva mientras 1os niveles o reservas de grasas Se ven
disminutfdos. Estudios en animales muestran que algunos
amino&cidos son canalizados hacia la sintesis de proteina de la
misma forma que cuando existe una severa restricciéon de entrada

de energia (13).
of igo
Respecto al punto de vista metabdlico, el mayor interés se

centra en aquellos factores que regulan el  metabolismo de

aminodcidos, particularmente su catabolismo, y-la sintesis de
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protefnas, asi como-las interacciones entre ambos procesos. (14)

La - importanciﬁ - relétiya: de los diferentes sistemas
regulatorios depeﬁde en hltiﬁa instancia del estado nutricional
del organismo, el cﬁai detérmina la cantidad de aminodcidos
utilizados como fuente de energfa y 1la probabilidad de efectos
adversos a partir de: la’acumulacién de aminodcidos en liquidos

corporales (15,16).

La sobrevivencia de un organismo bajo diferentes condiciones
nutricionales y fisiolégicas depende entre otros factores, de la
regulaéién» dé,la concentracién y utilizacién de aminodcidos
an.

Cuando la ingestién de proteina no es excesiva y el
abastecimiento de energia es el adecuado (Kcal), la necesidad
primordial es asegurar que los aminodcidos van a ser utilizados
preferencialmente para sintesis de protefnas tisulares, antes que
comenzar a diversificarase en vias metabdlicas y a ser degradados
(18), Cuando las protefnas ¢ los aminodcidos son c¢onsumidos en
exceso se canalizan a vias degradativas, principalmente para
proveer energla Yy prevenir su acumulacién en- los fluidos

corporales.
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Durante perfodos de inanicidén, o si la entrada de fuentes de
energia es severamente inadecuada, la mayor necesidad del cuerpo
es para abastecimiento de glucosa vy energfa, para asi poder
mantener el funcionamiento normal del sistema nervioso central.
La sobrevivencia bajo dichas condiciones depende de la
canalizacién de aminodcidos que son liberados durante el
rompimiento de protefnas tisulares o de la dieta, en la via de
produccién de glucosa o en las oxidativas para la obtencién de

energia.

La alta eficiencia de utilizacién de aminodcidos para 1la
formacisn de tejidos cuando la ingesta es baja, la estabilidad de
las concentraciones de los aminodcidos ingeridos de la dieta
(protetna d;etaria), en plasma y la poco comun toxicidad del
amonio o de efectos adversos a partir de las acumulaciones de los
aminodcidos en individuos sanos que consumen elevadas cantidades
de protefna, indican que la regulacién de la utilizacién de
aminodcidos estd regulada rdpida y efectivamente por el estado

nutricional y fisiolégico del organismo {19,20,21).
C) NIVELES DE REGULACION DE LA UTILIZACION DE AMINOACIDOS.
El numero de mecanismos potenciales para el control de la

utilizacién de aminodcidos en el cuerpo es limitado. Dentro de

éstos se encuentran:
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Absorcién, reabsoreion y almacenajs,

El control de la absorcién de los nutrimentos representa uno
de log principales sistemas regulatorios del control de los
niveles de aminodcidos. La regulacién del vaciamiento géstrico
controla el flujo de aminodcidos para su absorcién en el
‘intestino y reduce la probabilidad de una sobrecarga de los
gsistemas metabdlicos del organismo. 8in embargo, los aminodcidos
liberadqs durante la digestién son casi totalmente absorbidos,
incluso cuando la ingesta de a.a en animales experimentales
alcanza un nivel téxico, lo que indica que la absorcidn
intestinal de a.a, no es un sitio de regulacién (22,23), Ia
excrecion renal como en el caso de la absorcién intestinal, es
bigicamente un proceso unidireccional en el cual précticamente
todos los aminodcidos son reabsorbidos a pesar de que existan
excedentes de éstos en el organismo, por lo que tampoco es
considerado como un sitio de regulacién de la concentracién de

aminodcidos (24).

Una ingesta alta en protefna no conduce a la acumulacioh qé
proteinas en el cuerpo, como en el caso de hidratos dé'caibond Yo
d4cidos grasos, que se almacenan en forma de glucdgeno _y:graéa,

respectivamente. Los aminodcidos que no son utilizados
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inmediatamente para sintesis de proteinas son removidos
répidamente de la circulacién y degradados para proveer energia.

125,26.27).

Las proteinas tisulares son, no obstante, degradadas cuando
el cuerpo es Bujeto a un perfodo de deprivacion (28). La proteina
muscular, en particular, experimenta degradacidén durante
inanicién prolongada: los aminodcidos son liberados y utilizados
para mantener en estado funcional érganos criticos y para la
sintesis de glucosa (29). Debido a que cada proteina lleva a cabo
una funcién, el degradamiento de éstas no es un procesc benédfico.
por lo que se puede decir que no existe un verdadero reservorio

de protefnas.

Sintesis vy degradacioén de aminodcidop.

La regulacion de la sintesis de proteinas y la degradacidn
de amino&cidos, son los mecanismos mé&s importantes para el
control de 1la utilizacién de aminodcidos. Si estos sistemas
presentan anormalidades o estdn sobrecargados , el control de la
ingesta de alimento es un mecanismo que permanece para prevenir
acumulaciones de amincacidos en los liquidos corporales gue sean

téxicas (30).
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Para la degradacién oxidativa de los 20 diferentes
aminodcides que se encuentran en las protefnas, exiséé casi una
via degradativa para cada aminodcido en los vertebrados, Tedas
estas secuencias convergen finalmente en unas pocas rutas
terminales gque conducen a la formacién de piruvato, acetil CoA o
intermediarios del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos.

Los esqueletos carbonados de 11 de los aminodcidos producen en
ultimo termino ya sea directamente o por la via del piruvato,
acetil CoA, otros 5 se convierten en a—oxoglutaratoe, 3 rinden

succinil CoA y 2 producen oxalacetato (31). (Figura No.4)
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FIGURA No.4

RUTAS DE ENTRADA DE LOS ESQUELETO3 CARBONADOS DE LOS
AMINOACIDOS EN EL CICLO DEL ACIDO TRICARBOXILICO.
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Cuéndo los am1n0ac1dos son degradados, uno de los productoa,

finales.de - su'catabollrmo es el ion amonio NH, . el cual

téxlco.' Altas concentrac;ones de muchos de los. am:noac1dos;{

conducen a fe [} édVéréos y a toxicidad

(32), pof ’l'o

truvés de lu or1na. los ‘a~-cetodcidos formados - por las

de transam:nacién pueden ser utilizados para sintes:s de glucosa

o acidos grasos, o pueden ser oxidados d:rectam n'

El catabolismo de los aminodcidos tiene idga r1nc1palmente

en el higado. aunque el rifién también part1c1pa act:vamente (33).

Esta degradacién es controlada por varios factores:' al aumentar
la cantidad de aminodcidos que entran al higado provenientes de
la sangre portal en el posprandio, opera un mecanismo a corto
plazo que produce un incremento en la oxidacién de éstos para
mantener su concentracién constante en los tejidos y en la sangre
(34):'por otro lado existe un mecanismo a largo plazo por medio
del cual se produce una induccién de las enzimas degradadoras de

aminodcidos si las concentraciones de éstos son muy elevadas.

Se ha observado que en rétus alimentadas con una dieta con
un desequilibrio en -su concentrac16n de histidina, la velocidgd,
de crecimiento de éstas se vié aumentada en . proporcién )
directa con el aumento en la concentracisn de histidinu»}hds;a o

alcanzar el requerimiento de este aminodcido (34), Cuando la-.
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ingestién de histidina es baja, la velocidad de crecimiento
también lo es, y menos del 10% de la histidina que es c;nsumida
es oxidada como ocurre cuando la dieta no es carente en ningun
a.a. indispensable. Por otro lado, cuando 1la ingestién de
histidina excede la cantidad necesaria requerida para sintesis
proteica, las concentraciones de ésta en sangre y tejidos
aumenta, asi como su velocidad de oxidacién.
Resultados similares se han obtenids con los aminodcidos
triptofano (35), lisina (36), treonina (37). Estas observaciones
indican que los aminodcidos son utilizados eficientemente y como
-fuente de energia cuando la ingesta de dstos esg alta y da
évidencia de que el exceso de a.a. no se conserva en el

organismo.

Se han identificado diversos sistemas regulatorios para el
control de enzimas del metabolismo de a.a. El control metabdlico
se considera que depende principalmente de la concentracién de
sustrato y de su relacién con las constantes de Michaelis-Menten
(Km) de las enzimas para los pasos limitantes de la sintesis de
protefnas y de la degradacién de a,a, (38); También Ila
concentracién intracelular de sustrato, en este caso, de
aminodcidos, depende de las caracteristicas cineticas de su

transporte a través de la membrana plasmética (39),
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Las enzimas o los transportaderss pueden regularse de manera
constitutiva o adaptativa. Cuando es constitutivamente, la
velocidad del proceso que catalizan depende entonces de las
concentraciones de los sustratos que entran en las reacciones.
Cuando la regulacién es adaptativa, la cantidad del catalizador
(enzima o acarreador) puede aumentar en respuesta a un cambio en
la demanda metabdlica. y por lo tanto, la capacidad del sistema

puede entonces alterarse (40).

Con respecto al control del metabolismo de a,a existe tanto
regulacién constitutiva como adaptativa, lo que da dos
caracteristicas imporEﬁntea de sus sistemas enzimdticos o de
trangsporte. Primero, la velocidad de una reaccién enzimdtica se
aumenta a medida que se eleva la concentracion de sustrato. En
segundoe lugar, la velocidad de una reaccién enzimdtica también
aumenta directamente en proporcién a la cantidad de la enzima. La
concentracién de sustrato requerido para la mitad de la velocidad

médxima (Km) es diferente para cada enzima.

La comparacién de los valores de Km para diferentes enzimas
del metabolismo de aminoicidos provee una gufa de las velocidades
relativas que podrfan ser esperadas con una concentracién dada de
a.a. Si la concentracién de sustrato es baja, por debajo del
valor de Km, la velocidad de reaccién serd también baja. Si la

concentracion de sustrato es alta, por arriba del valor de Km,
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entonces la velocidad dé la reaccién podré alcanzar el mdximo.

. Las reacciones catabélicas alcanzan sus velocidades miximas.
gi las concentraciones de a.a. en higado se elevan por arriba
de 'los valores normales, como por ejemplo, durante la absorcién

de los aminodcidos de una comida alta en protefnas.

La utilizuci(;n de amino&cidos preferencialmente se dirige
hacia la sintesis de proteinas. Las Km de las enzimas que regulan
la activacién de aminodcidos para la sintesis de protefnas, las
aminoacil ARNt sintetasas tienen valores de Km de 1/10 o menos de
la concentracién normal de a.a. libres en higado, mientras que
las enzimas degradadoras de aminodcidos tienen constantes de
Michaelis varias veces mayores de las concentraciones de los
aminodcidos libres en higado, lo que asegura que los a.a puedan
ser canalizados preferencialmente hacia la sintesis de proteinas

cuando la ingesta de édstos es baja (41).

De esta manera, los factores que alteran ya sea las
concentraciones de aminocdcidos en el organismo, las cantidades de
las enzimas degradadoras de los mismos en 1los tejidos o el
transporte de a.a. hacia el interior de la célula influirdn en la

utilizacién de aminodcidos,
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Regulacién a nivel génico.

Se sabe que algunos genes de las células eucaridticas
superiores pueden responder a condiciones nutricionales (42).
La expresién de una protefna se inicia con la transcripcioén a
partir de ADN y continta con la elongacién del transcrito
naciente, seguido de la terminacién hacia abajo del extremo 3‘.
La secuencia AAUAAAR, localizada hacia arriba del sitio de
terminacién en el ARN, dirige la ruptura y poliadenilacién. El
extremo §' del transcrito estd cubierto con un residuo 7-metil
guanilato en un enlace poco comin 5°'-5' trifosfato. El transcrito
primario de un gen tipico eucariote contiene secuencias de
intrones que no aparecen en el ARNm maduro debido a que ellos son
removidos en una o més reacciones de corte y empalme, El1 ARNm
maduro es transportado del! nlcleo hacia al citoplasma. La
velocidad de transporte del nucleo y la degradacién en sl
citoplasma también influyen en los'niveles de ARNm's especificos
presentes (43), a partir de los éuales s6 va a sintetizar una

proteina (Figura No.5).
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FIGURA No.5 VIA PARA LA EXPRESION GENETICA.
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Los niveles de enzima del metabolisme pueden aptar
modificados como consecuencia de un cambio de los niveles de ARNm
en el citoplasma debido a wun aumento en la velocidad de
transcripcién o a una disminucién en la velocidad de degradacién

del ARNm (44).

D)} FACTORES QUE INFLUYEN LA UTILIZACION DE AMINOACIDOS.

Algunas hormonas, pueden regular la expresién de genes de
alguhas enzimas metabélicas. La insulina, glucagon Yy
triyodotironipa (T3) estdn involucrados en la mediacién de los
efectos de la dieta sobre las vias metabdlicas, asf como los
factores ' que afectan la liberacién de estas hormonas tambien
influyen en la utilizacién de aminodcidos. La ingestidén de
ﬁlimentqs;-pnrﬁicularmente aquellos altos en hidratos de carbono,

estimulan’

la.”liberacién de insulina. La insulina a su vez,
,‘;eséihﬁlé?lu;eﬁﬁfada'de a.a., particularmente al misculo y también
»1a ”iﬁEbf§of§ciénnde éstos en protefnas (45). La secrecidn de
glqéégbhf.éé ‘estimula por inanicién Yy se inhibe por la
alimentacién (dieta alta 'en - hidratos de carbono). La
triyodotironina circulante se 'guméntﬁ por alimentacién y se

disminuye por inanicién .(46).

La dieta también inflﬁye en la sintesis de proteinas de otra

forma. La formacién de polirribosomas (que constan de una cadena
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de ribosomas unidas al ARNm) dependen de un. contikhubb

abastecimiento de amino&cidos. Durante inanicién.los :[iolisomus se
disgregan y la velocidad de sintesis proteica. disminuye. La
alimentacién con una mezcla completa de a.a. resulta en la
agregacisén de los ribogsomas vy restaura - la velocidad en la
sintesis proteica (47). Jefferson y Korner (48) y més

recientemente Flgim (49) examinarén este fenémeno en higados
perfundidos. Ellos concluyeron que bajas concentraciones de a.a
disminuyen la concentracién de ARNm necesario para la formacion
de polisomas, sin embargo vieron que la disminucién en la
sintesis proteica se debfa a un decremento de un componente
requerido para la iniciacién de la formacién de 1la cadenas
polipeptidicav y recientemente se ha descrito una disminucién del

factor de iniciacién 2.

Por otro lado, Colombo et al (50} mostréd que en ratas
alimentadas con dietas con diferentes concentraciones de
proteinas (8.7%, 17%, 32% y 52%) durante 15 difas, los 'pqtrones de
a.a. en plasma no se ven significativamente iﬁfvlu’xdo's‘ por . la
concentracién - y cantidad de a.a. en' el §l‘ix“rvx}earlm‘.'d.l.l También
observaron que lag actividades. de las ‘enzimas. alanina
aminotransferasa, aspartéto aminotransferasa, glutamato
deslﬁdrogenasa y wcolinesterasa, aumentaron de 2 a 5 veces en

animales alimentados con alto contenido proteico.
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Al analizar el cerebro'de animales que recibieron una‘Qieta
baja en protefna se encontré que la concentracién de valiné;
leucina, isoleucina, fenilalanina y tirosina fue mayor que en el
grupo testigo y ademds se observé un aumento de dichos a.a.
conforme aumenta también el contenido de proteina en la dieta.
Las concentraciones de tirosina y triptofano en cerebro fueron
inversamente proporcionales al contenido de proteina en la dieta.
De manera general, los resultados muestran que a pesar de una
ingestidén variable de proteina, el cuerpo tiende a almacenar a.a
en limites relativamente estrechos, favoreciendo de esta manera,

la homeostasis de a.a.

El trangsporte de a.a Jjuega un papel importante en la
regulacién de las concentraciones intracelulares de a.a. Se ha
observado en ratas adaptadas a diferentes concentraciones de
caseina (5%, 15% y 60%). que cuando éstas son elevadas inducen en
el higado algunos sistemas de transporte de a.a., incluyendo a
los sistemas Gly, A, T, y+, y N, mientras que los sistemas ASC y
L no observaron cambios. Los resultados indican que el transporte
puede modular la utilizacién de Ala, Ser, Thr, Gly, Glny Asp y
en algunas condiciones,e} transporte puede ser el punto més
importante del control délvmetabolismo de algunos a.a. como es el
caso de Arg y:‘Aéﬁ los euales estdn presentes en bajas
concentraciones eﬁ ’ﬁigad;. Para a.a. transportados por sistemas

no concentrativos como los aminodcidos aromdticos y los de cadena
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ramificada, su metabolismo celular puede tambien limitarse por el
proceso de transporte, En conclusién durante la adaptacidén a una
dietﬁ alta en protefna existe aparentemente una adaptacién
coordinada de transporte de a.a. y su metabolismo celular. Para
algunos aminodcidos la induccidén de enzimas catabélicas parece
ser tan grande que el transpérte puede jugar un papel importante

en el control de flujos metabslicos (21).

En general, las actividades de enzimas degradadoras de a.a.
son bajas cuando la ingestién de proteina es baja y elevadas
cuando la ingestién de proteina es alta durante un cierto periédo
de tiempo (41,42). Estudios en ratas alimentadas con dietas con
alto contenido proteico (50% o m&s), han mostrado que los
animales dejan de comer por un cierto perfodo, posiblemente
debido a alteraciones en la competencia entre a.a. por su
transporte a través de la barrera hematoencefdlica, dando como
consecuencia una alteracién en la produccidn de neurotransmisores
involucrados en la regulacién del apetito (41). Sin embargo,
despties de un cierto perfodo de adaptacién, los animales son
capacegs de ingerir dietas con alto contenido proteico (43)
debido & un aumento en la sintesis de enzimas degradadoras de
a.a., lo cual ha sido confirmado en estudios recientes, en donde
ge ha observado una elevacién de los ARNm's especificos de varias
de estas enzimas, indicando un aumento trangcripcional de los

genes que las codifican (38).
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Asi, el control de la ingestién de alimento sirve como un
mecanismo final para prevenir sobrecargas severas de los sistemas
degradadores de a.a. en el cuerpo. Mientras el organismo se
adapta a una ingesta alta en proteina, durante este perfodo de
adaptacién las enzimas degradadoras de a.a. son inducidas;
subsecuentemente, el organismo funciona bien y es capaz de
compensar una excesiva carga de a.a. de los fluidos corporales

sin llegar a niveles téxicos de NH', ni acumulaciones de a.a.

Las enzimas del catabolismo de aminodcidos poseen la
propiedad de disminuir la oxidacién cuando la entrada de éstos es
inadecuada, pero de estimularla rdpidamente cuando la entrada
excede a la requerida para la sintesis proteica. Las respuestas
adaptativas que aumentan las enzimas degradadoras de a.a. y
disminuyen la ingesta de alimento, ocurren si la ingestién de
a.a. es tan alta, que la capacidad para degradar aminodcidos se

excede.

Los cambios en las concentraciones de aminodcidos en los
liquidos corporales, como resultado de cambios, ya sea en la
cantidad o calida& de la mezcla de a.a. provistos por la dieta, o
por causa del deteribro o limitaciones de las enzimas
degradadoras de éstos, pueden alterar el abastecimiento de a.a.
al cerebro y de ahf su utilizacién para 1la formacién de

neurotransmisores. Todo en conjunto aumenta la posibilidad de que
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1a proteina'pfoyénigntp?'de la-dieta y las modificaciones en las
concentraciones de los - aminodcidos puedan conducir a cambios en
el funcionémignto del organismo, como en le caso de algunas

patologfas del metabolismo de los aminodcidos.

E)ENZIMAS.

ENZIMAS DEL CATABOLISMO DE AMINOACIDOS.
Tiropina aminotranaferass (TAT E.C.2.6.1.5).

La TAT (L-tirosina:2 oxoglutarato aminotransferasa), enzima
clave en el cQtaboliamo de la tirosina, cataliza la reaccién en
la que el grupo amino de la tirosina, es transferido al &tomo de
carbono de su g-oxo&cide, que es la primera reaccién en la via en
la cual 1la tirosina se degrada formando finalmente fumarato y
acetato, Esta enzima previene la acumulacién de niveles téxicos
de tirosina en las células y también provee sustratos

gluconeogénidos y cetogénicos (51).

30



FIGURA No.6. Reaccién que cataliza:

2-oxoglutarato glufamato
TAT
PLP

L-tirosina - : » p-hidroxifenilpiruvato.

Esta enzima cathlizd=uﬁa reaccién de transaminacion, permitiendo

la interseccién énf?e‘ @s  vias metabdlicas de aminodcidos y de

dcidos dicarboxilicos. =

La TAT: es un dimero de 53,000 daltones, se encuentra: -
principalmente en ‘hifgado. Sin embargo, estudios"realizédbs;pérf‘

- Kenney et al” {54) demostrarén-al purificar a la,éniima

cuatro picos separados en columna de hidfoxi'pat a

hepatico crudo, lo que indica la ékisﬁencia{de iro;fbrmas de

la enzima; la forma I se encuentra Qh rifién,.

otros tejidos, mientras que las formas ‘II;YII _iv parecen ser

unicas en higado (53). La TAT tiene’ un’ éoeficiente de
sedimentacién de 5.9S y un punto isoeléctticd»de 5.6. Aunque sus
diversas formas difieren en su cinétiba y- caracteristicas

fisicoquimicas,
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S¢e ha observado que 1la actividad de la . tirosina
aminotransferasa se regula Gnicamente a través de cambios en la
velocidad de su sintesis o degradactién; no existen evidencias que
congideren gque modificaciones covalentes o efectos alostéricos
contribuyen a la regulacién de esta enzima (52). La expresién de
la tirosina aminotransferasa estd regulada por varias hormonas.
se inhibe por. la hormona del crecimiento y s8e induce por
glucagon, AMPc y glucocorticoides (56).

Las hormonas glucocorticoides, como otras hormonas esteroides
llevan a cabo s8us principales acciones via unién y activacion a
un receptor especifico, sl que en su momento es capaz de alterar

la transcripcidn de ARNm's especificos.

Su induécidn por glucocorticoides, reportada inicialmente
por Liny Knox en 1957 (citado por Greenwald et al 1984) fue uno
de loe primeros ejemplos de control hormonal de enzimas en
mamiferos. La administracién de glucosa reduce la actividad basal
e inhibe la inducibilidad d'e TAT. ..’

Se ha observado que el consumo de glucosa’ disminuye:los ““@195:‘

basales de TAT. El m&ximo nivel

de induccién por hidrb‘cbiﬁt'.viré;c_:h.‘ » b :
disminuido por el consumé)'d“e:-l'}bglu‘cbsfa; Ademds,. se vzé ‘qrue vlu
hidrocortisona es- menos efectiva 60mo_ ‘inductér de esta enzima en
animales a los que se les dié glucosa unicamente que en aquellos

a los que se les dié alimento mis glucosa.
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El agente responsable del efecto de la glucosa es
desconocido. Existen diversas posibilidades potenciales
regulatorias y una de ellas podria estar mediada por la

liberacién de hormonas, come la hormona de crecimiento.

Un gran nimero de compuestos biolégicos ademds de los
esteroides se conoce que ejercen algun tipo de influencia sobre
la induccién de la tirosina aminotransferasa, entre los que se
encuentran la insulina, 1a concanavalina A, AMPc, interferdn,
glucagon, la hormona del crecimiento, piridoxina, norepinefrina,

nicotinamida y piridoxal 5 fosfato.

AMPc e induccién de TAT. El aumento en la tirosina
aminotransferasa  después de la aplicacion. de  AMPc puede
explicarse por un aumento en su velocidad de sintesis (60,61,62).
Aunque la TAT es fosforilada (59}, la enzima responsable de esto,
in vivo, no parece ser una cinasa dependiente de AMPc (63) vy la
fosforilacién aparentemente no altera la actividad catalitica de

TAT.

Snoeck et al (63) sugieren que el AMPc aumenta la velocidad
de iniciacién de la traduccién del ARNm de TAT. De esta forma, el
AMPc y los glucocorticoides aumentan 1la produccién dei! ARNm de
TAT, pero cada uno por medios diferentes ya que sus efectos son

sinérgicos (64.65).
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Efecto de la insulina en el ARNm de TAT. La insulina afecta la
actividad de TAT de dos maneras: en el higado y eﬁ c§1u1as'H411E
la insulina aumenta la sintesis de TAT (66.67), mientras que en
células HTC aumenta la actividad de TAT por estabilizacién de la
protefna y por lo tanto, disminuyendo su degradacién, Dichos
estudios han concluido que la insulina, de manera principal

conduce a un aumento en la velocidad de traduccién del ARNm

hepatico.

Induccién de TAT por Actinomicina D. De manera andloga a los
ejemplos citados, se ha obseryado que la actinomicina D dada en
pequefias dosis a ratas. bloquea la induccién de TAT inducida por
la hidrocortisona. Y administrada en grandes dosis, muestra un
aumento adicional en la actividad, que no se observa cuando se da
la hormona tnicamente.

La actinomicina D afecta la degradacién de TAT. Cabe mencionar
ademd&s que en presencia de otros antibiéticos se observa un
aumento del ARNm de TAT. La cicldhégirﬂi'gia y otros -inhibidores de
la sintesis proteica como la pufoﬁiciﬁ;‘y“emetinn aumentan la
actividad de TAT en higado de f§rm&ian§iog§(al‘efecto que causan

los glucocorticoides o los nucleétidos ciclicos,

As1 como estos factores desempefian un papel importante en la
regulacién de esta enzima, hay otro que quizd es uno de los mis

importantes y es del que menos se ha estudiado, la dieta.
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Pravms reportes 1nd1can la 1mpor‘tanc1a del n1ve1 de la proteina
dietaria en la regulac16n del n1vel de varlaa enzimas hepdticas

en la rata (68 69,70, 71 ,72)

Para estudiar la relacidén entre 1la dieta y 1las funciones
hormonales Pottér et al (69) desarrollarén el concepto de cambios
sistemdticos adaptativos en términos de un acceso limitado a la
comida bajo condiciones de 1luz controladas, y encontraron una
aparente oscilacién en la actividad de TAT a niveles
intensificados en ratas adaptadas a regimenes "8+16" o a "8+40"
comparudua con ratas alimentadas ad libitum.

Los datos reportados muestran que en ratas adaptadas al regimen
"8+16" con dietas al 12, 30 y 60% de proteina, !a TAT aumenta a
un nivel m&ximo 6 horas después del inicio de 1la ingestién de
comida, méds tarde disminuyen gradualmente; los niveles méximos de
la actividad enzimdtica se obaefvaron en proporcién al aumento
del contenido proteico de la dieta, Adem&s al cambiar la dieta
del 12% a una de 60% de proteina el dfa del sacrificio o al
adrenalectomizarlas, la actividad de TAT mostré los mismos
patrones osEilatorios que la de ratas adaptadas a una dieta con
60% de proteina. Dieciseis horas después de que las ratas
comieron, se vié un segundo aumento en la actividad en ¢l higado
de aquellas aéuptadas al regimen "8+40", asf como tambien se
observé un nivel mayor de corticoesterona plasmdtica, una menor
deposicién de glucégeno hepsdtico y el aumento en los niveles de

tirosina aminotransferasa dependen del estado adrenal.
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Unicamente TAT exhibe - ung:.ogqilacién 9h :sﬁ hivel de
actividad (75,76) con una periodicidad:de 24 hdrasreﬁ la due el
valor mdximo de la actividad ocﬁrrg/ﬁp?gximadéhenté' aeiébhoras
después de comenzar la fase dg obscu;gdﬁd deijciclo‘iﬁz-
obscuridad. Las ratas que comen ad libiiﬁﬁ{io haé@n justamente al
comenzar la fase de obscuridad 177) vylépm;ﬁ‘gﬁfoximadamente 8l

80% de su ingesta total durante eataif&gék(7é)1

En todas las condiciones 'antefiorés la resolucién de las
contribuciones hormonales y nutricionales permanecen incompletas
y ambas, pueden  afectar simulﬁaneamente la  activacién,
inactivacién, inhibicién, sintesis o degradacién de la TAT (79).
La actividad de TAT permanece o¢scilante aun en ausencia de las

adrenales, péncreas, las glé&ndulas tiroides y la pituitaria.

Estudios realizados en ratas adrenalectomizadas y en
controles a las que se les cambié de una dieta con contenido
proteico de 12% a 60%. y se les midié la actividad de TAT.
mostraron que la actividad de esta enzima aumenta
~ significativamente por 6 horas después de cambiar a una dieta con
alto contenido proteico y oscila diariamente. No se observé
diferencia en los niveles de actividad de la TAT entre los dos
grupos de ratas, y sdélo hasta 6 dias desplies del cambio de dieta,
el nivel mdximo de actividad de TAT llegé a ser ligeramente menor

en el grupo de ratas adrenalectomizadas. La participacién de las
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gldndulas adrenales en la adaptacian- inicial ‘de esta enzima a una

dieta al 60% de proteina .parece ser minlma. Sin'embargo la

presencia de las adrenales es necesarlakpara mantener los nlvelesv

- de otras enzimas para una adaptac1 n afdletas,con,alto conten1do

proteico (80).

Cambios “en la actividad enzimatica como resultado de
cambios en la velocidad de sintesis y degradacison de la enzima
(proteina) en el higado de rata, ocurre en un ciclo de 24 horas
como consecuencia de los hédbitos alimenticios, de los cambios en

la compbsicién dietaria y del estado hormonal en la rata (80).

Ontogenia de la enzima. La actividad de TAT aumenta rédpidamente
después del nacimiento de una forma completamente andloga a la
induccién en las ratas adultas, y su aumento natural es también

dependiente de la presencia de hormonas adrenales.

La actividad de TAT en la vida fetal es baja. Yy representa
entre el iox y el 20% de la actividad en el hifgado de ratas
adultas; la actividad de la TAT inmediata al nacimiento es muy
baja (1 hora después); una hora desplies la actividad de tirosina
aminotransfer;sa aumenta marcadamente y alcanza su méximo nivel
en el higado de las ratas 12 horas después del nacimiento, el
cual es cercano al doble de la actividad de las ratas adultas. En

las subsecuentes 36 horas, la actividad disminuye gradualmente, y
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finalmente en el segundo dia desplies del nacimiento se alcanza
la actividad presente en 1las ratas adultas. Parece ser que la
liberacién de los esteroides adrenales se relaciona con el
marcado aumento en la actividad después del nacimiento, lo cual
parece indicar que el gen de TAT es mucho menos activo que en la

rata adulta.

Ritmo diurno de TAT. La actividad de la TAT cambia durante la
maduracién del hepatocito (81). También se han observado durante
el dfa marcadas variaciones en la actividad de la enzimas con
respecto & la hora del dia en que se mide la actividad, mostrando
caracterigsticas del ritmo circadiano (82), El ritme circadiano
aparece a los diez dfas de edad de las ratas y se mantiene en las

siguientes edades.

El valor méximo de actividad de TAT en el higado de ratas de
diez dias de edad es a las 3:00 horas; después del destete el
pico de actividad ocurre a la medianoche ¥y permanece invariable
hasta alcanzar la edad de 18 meses; después ol valor miximo
cambia otra vez a las 3:00 horas (83). Las variaciones en la
actividad representan prcbablemente cambios en la sintesis

enzimdtica (84).

Los mecanismos responsables para este ritmo circadiano no

estén completamente entendidos. La composicién de la dieta parece

38



jugar un papel 1mportante deb:dck ;dfétfﬁ'{de carbono

reducen la actlvzdad de TAT (85) »mlentras que - laé'pFoteinaé la

aumentan v(BG) La 1nducc10n dleta la no puede “8in emhargo, ser
la responsable del rltmo esponténeo de TAT ya que el ayuno por
48 horas influye sobre el nivel basal de actividad de TAT, pero

el valor méximo a' la medianoche se mantiene (52).

El ritmo circadiano estd ademds acompafiado por diferencias
en la sintesis del ARNm durante el dfa. El valor méximo del ARNm
es a l&a 19:00 horas en ratas de 12 meses y regresa a las 3:00
horas en. ratas de é4 meses de edad. Por lo anterior se ve que el
ritmo circadiano de 1la actividad de TAT es debido a diferencias
en la expresidn genética a través del dia, lo cual ademds se ve

influenciado por la edad (53).
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Fogilniuninn hidroxilaga (Fenilalanin—4 monooxigenasa)
E.C.1.14.16.1

Esta enzima es representativa de las monooxigenasas u
oxigenasas . de funcién mixta. Es la encargada de catalizar la
hidroxilacién de L-fenilalanina a L-tirosina (87) usando
tetrahidrobiopterina como cofactor. Esta enzima es sintetizada en
el higado y existen una gran variedad de sindromes que han sido
observados en el hombre debidos a la deficiencia de esta enzima.
Dicha enzima estd involucrada en la ruta del catabolismo de
fenilalanina. Incorpora un &tomo de oxigeno procedente del
oxigeno molecular a la fenilalanina para dar grupo p-hidroxilo;
el otro &tomo de oxigeno se reduce a agua. El reductor es NADPH y

la reaccién es la siguiente:

FIGURA No.7 Reaccidn que cataliza:

NADPH + H' + dihidrobiopterina === NADF + tetrahidrobiopterina
PAH

L-fenilalanina + tetrahidrobiopterina =w==) L-tirosina +

dihidrobiopterinat H, O
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FIGURA

No.8

CONVERSION DE LA FENILALANINA Y DE LA TIROSINA EN LO3 ACIDOS
ACETOACETICO Y FUMARICO.
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El donador de electrones en esta reaccién es la
tetrahidrobiopterina que es la forma reducida de la
dihidrobiopterina, la cual a su wvez funciona como coenzima en el
transporte de equivalentes de reduccién desde NADPH, el ultimo
donador de electrones, al aceptor electrénico., que es uno de los
dtomos de 0,. Al final de la ruta degradativa de la fenilalanina
y tirosina sus productos son oxidados de acuerdo a la figura

No.8.
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FIGURA No.9

ESQUEMA GENERAL DE LOS AMINOACIDOS EN EL CICLO DEL ACIDO
TRICARBOXILICO,

Acidos

Aminocldos  Glucosa grasos

!

Piruvato

Movilizacién del
acetil-CoA

Malato

Ciclo de los &cidos
tricarboxilicos

Funiarato

La fenilalanina hidroxilasa ocupa un papel central en el
metabolismo de los aminodcidos aroma&ticos. La hidroxilacién de

fenilalanina representa un medio importante para producir
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tirosina vy ‘ es el paso limitante ~en el catabolismo de
fenilalanina. Debido a la naturaleza limitante de la reaccion de

hidroxilacién, lé feniialcnina hidroxilasa es .principalmente
responsable de l& regulacién de 1las concentraciocnes de
fenilalanina en el cuerpo y del mantenimiento de su homeostasis.

La fenilalanina hidroxilasa ha sido purificada de hfgado de rata,
mono 'y humano (88,89,90.91,92), lo que ha ayudado mucho al
entendimiento de su estructura y funcionamiento. La proteina
humana, muestra un 96% de homologia en la secuencia de

aminodcidos con la correspondiente enzima en la rata.

La enzima activa tiene un peso molecular de cerca de 100,000

daltonés‘ es un'dimero que comprende dos subunidades de'pesos

molecularea'1nd1v1duales de entre 49,000-52,000 daltones.

Sin emb&}go; se~cons;dera incierta la Jdentldad de !as e

subun:dades y ex:sten evidencias de que en la ra;a la_enzima

estd compue;taide dos monémeros idénticos. Se cdnocevque,la

enzima de rata sustrato para una cinasa dependiente de AMPc:

los mondmeros purlf:cados presentan ambos formas, fosforiladasy

defosfor1ladas'(93)‘

La holoenzlma es una metaloproteina que contiene una mol de

hierro/mpl subun:dad Yy requiere al cofactor

tetrahidrobippterlna pafa ser activa.
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El desarrolld de técmcas de ADN recomblnante han hecho‘

capaz el estudio de la estructura pr1mar1a'
bases moleculares para Ia:fe"
deficiencia de gsta enz_:\mra”
(PKU), un desorden autosémic

caso/10,000 nacimientos “cauc

de ADNc humano revelan que. en’fenilcetniricos no 'se encuentra

la molécula entera de suARNm,la cual’'es de aproximadamente 2.5

Kb de largo.
Var:los inves rtado-que esta enzima, que es

ordmarmmente 1 ‘lsn_ioivgle: ‘fenilalanina: (93), no

‘estd completamwn (9'4.9‘5-'.'96) .
Lu enz:ma no: se mduce en grandes ccnt:dades en anzmules a los
’ que ge: les ha dado una dieta alta en protefna pero puede ser
acc1vada in wvitro " por un mecanismo = de fosforilacion=-
defosforilacién (94) y en una variedad de otras formas in vitro
(92); puede ademds ser activada por sustrato (95), por hierro
(96) y por . un sistema sensible a Mn*. El tipo de respuesta que

se observa como consecuencia de un aumento en la concentracion de

sustrato se muestra en la figura No.10.
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FIGURA No.10 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO EN LA
ACTIVIDAD DE PAH.
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Efecto de la concentracién de sustrato en la actividad de la fenilalanina
hidroxilasa en extracto crudo de higado antes y despies de la activacién;
circulos cerrados antes de la activacién; cfrculos abiertos despiies de la
activacién. (Grafica tomada de Hasegawa y Kauffman, 1982).
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El s1gn1f1cado f15101dg1co de é“sistemas de

activacioén aﬁn no se ha‘ establec1do pero.‘ a. part1r de las
observaciones en la actlvacaén de la fen:lnlanina h1drox1lasu por
tratam:ento con glucagon en ratas.,el mecanismo de fosforilacién—
defosfor:laciép- dependiente de AMPc, estd evidentemente

involucrado en {é regulacidn de fenilalanina in vive (97),

La activacién alostérica de la fenilalanina hidroxilasa
purificada, por concentraciones de fenilalanina por debajo de

0.1mM (98) puede ser.un mecanismo funcional in vivo.

La velocidad del catabolismo de fenilalanina aumenta en
respuesta a un aumento de la concentracion de sustrato por arriba
de 1.0-2.0 mM de fenilalanina, ya que el valor de Km de la enzima
para este a.a. es del orden de 0.2-0.3 mM. Hasegawa Yy
Kaufmann(97) han reportado que los efectos combinados de
fosforilacién y del proceso de activacién sensible a Mn”  dan
como Tresultado un aumento de casi 20 veces la actividad de la
fenilalanina hidroxilasa en preparaciones de la enzima cruda. La
respuesta répida para normalizar los niveles de fenilalanina en
ratas alimentadas con una carga de fenilalanina se puede explicar
por la activacién de la enzima por un gran numerc de sistemas de

regulacién in vivo.
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Fogfoenolpiruvate carboxjcinasa (PEPCK E.C.4.1.1.3.2.)

Debido a la fuerte naturaleza exergénica de 1la glucdlisis,
la formacién de hidratos de carbono a partir de lactato y
piruvato no procede por la via reversa de la ruta de Embden—
Meyerhof-Cori(99): La energia adicional para la sintesis de
glucégeno puede ser abastecida por tres pasos separados: por
hidrélisis de un enlace aziucar—fosfato en el paso de fructosa
difosfato a fructosa 6-fosfate, por la utilizacién de uridina
trifosfato para la conversién de glucosa l-fosfato a glucégeno, y
por la formacién de &cidos dicarboxflicos a partir de piruvato
seguido de la utilizacién de guanosina trifosfato para formar
fosfoenol piruvato a partir de oxalacetato, Estas reacciones
claves pueden estar bajo control metabélico para su operacién

ciclica continua que conduce a la disipacién de energfa (100}.

En los organismos heterétrofos, la conversién del lactato,
del piruvato, de los aminodcidos y de otros. precursores
sencillog, primero en glucosa y después en glucégeno, constituye

también una ruta fundamental,
En la mayoria de 1las células, la conversién de la glucosa o

de = la glucosa-6-fosfato en piruvato catalizada por las enzimas

glucoliticas constituye la ruta central del metabolismo de los
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hidratos de carbono, tante en condiciones aerébicas come
anaerdbicas. De modo comparative, el proceso inverso, o sea la
transformacién del piruvato en glucosa-6-fosfato es la ruta
fundamental de la sintesis de ios glucidos en muchos organismos

distintos.

Convergieﬁdo sobre esa ruta central, existen otras rutas que
la alimentan, que parten de precursores no glucidos., A partir de
la glucosa-6-fosfato formada por 1la ruta central, varias rutas
biogsintéticas divergentes conducen a la formacién de otros
monosacdridos y sus derivados. varios disacéridos, polisacédridos
almacenables como combustible tales como almidén, glucégeno y
componentes - de las paredes y cubiertas celulares como la
celulosa, xilanos y los peptidoglucanos.

Ver figura No.1l1
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FIGURA No.11 RUTA CENTRAL DE LOS HIDRATOS DE CARBONO.
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La mayoria de los pasos de la ruta central que conduce desde
el piruvato a la glucosa 6P, son catalizados por enzimas de la
secuencia glucolitica, y por tanto. proceden por etapas inversas
a las empleadas en la glucédlisis. No obstante, en la ruta
glucolitica hay dos etapas irreversibles que no pueden ser
utilizadas en la conversién de piruvato a glucosa. En la

direccién de la biosintesis estas etapas son alcanzadas mediante
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un "rodeo" de reaccicnes alternativas que son. termodindmicamente

favorables y en el sentido de la sinﬁesis;

La conversién de piruvato en fosfoenolpiruvato es el primer
paso de rodeo. Durante la gluconeogénesim, la fosforilacién del
piruvato se logra por una ruta alternativa mediante una secuencia
de reacciones de rodeo que requiere la cooperacién de enzimas
tanto del citosol como de los compartimentos mitocondriales. Esta
etapa es catalizada por la piruvato carboxilasa de las
mitocondrias, la cual cataliza la primera reaccién anaplerética
por la que 86 generan productos intermediarios del ciclo de los
&cidos tricarboxiflicos, y es una reaccién irreversible. El
oxalacetato formado producto de esta reaccién mitocondrial es

.reducido a malato a expensas del NADH, El malato asif formado
puede entonces abandenar la mitocondria. En el citosol, el malato
es reoxidado por la forma citoplasma&tica de 1la malato
deshidrogenasa itigada al NAD', formando oxalacetato

extramitocondrial.

En la ultima etapa del rodeo, la fosfoenolpiruvato
curboxicinaéa (GTP o PEPCK) actua sobre el oxalacetato formando
fosfoenolpiruvato y C0O,, segin una reaccién en donde el GTP actta

como donador de fosfato:

oxalacetato + GTP ——-~- + fosfoenolpiruvato + CO, + GDP
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Esta enzima debido a su poca afinidad por CQ,,
biolégicamente activa s86lo en la direccién de la formacién

fosfoenolpiruvato (101).
FIGURA No.12 GLUCONEOGENESIS.
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El gen de PEPCK tiene una copia en el genoma y codifica para
un ARNm gue contiene 2624 bases (102); la adicién de cerda de 200
residuos de adenina al extremo 3' da un ARNm de aproximadamente

2.8 Kb, El gen de PEPCK se extiende 6.0 Kb y contiene 10 exones y

9 intrones.

Eata enzima forma parte de un cicle que eés potencialmente
futil involucrado en la interconversién de piruvate vy
foasfoenolpiruvato y juega un papel central en la regulacién de la

sintesis de glucosa.

La insulina y glucagon tienen efectos opuestos en PEPCK,
La concentracién de esta enzima aumenta en animales en inanicién
y diabéticos, o tratados con gluﬁagon o AMPc, y disminuida en
animales que han estado en inanicidén y son realimentados con una
dieta alta en hidratos de carbono principalmente o en animales

diabéticos gue han sido inyectados con insulina (103).

La dieta regula la cantidad de enzima (proteina) por control
en bsu sintesis (104,105). La velocidad de sintesis de PEPCK y el
nivel de sﬁ ARNm son altos en ratas en inanicidn. La
realimentacién con una dieta “chow" normal o la administracion de
glucosa por canaltizacién al estémago ocasiona una rapida
disminucion tanto-en la sintesis como en la abundancia del ARNm

(106,107} .
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Si las ratas sgon tratadas' con AMPc ma&s glucosa, la
disminucién en la sintesis de la enzima se bloquea (108). Del
mismo medo, si ratas en inanicién son realimentadas con glucosa
para reducir la sintesis enzimdtica y la cantidad del ARNm, la
inyeccién de andlogos de AMPc, ocasiona un rdpido aumento en la

velocidad de sintesis de PEPCK y del nivel de su ARNm (109,110).

Por otro lado, el glucagon imita la accién de AMPe (111) lo
que sugiere que los efectos de inanicion y realimentacién son
mediados, en parte por cambios en la concentracién de glucagon.
La concentracién de PEPCK es muy alta en el higado de ratas
diabéticas; la terapia con insulina ocasiona que los niveles de
esta enzima disminuyan ¥ que sean comparables con los de ratas

normales (112).

De esta manera, la insulipa, tambien juega un papel en el
control del nivel de esta enzima, La concentracioén del ARNm de
PEPCK aumenta en el higado de ratas diabéticas y disminuye por
tratamiento con insulina (113). La insulina también inhibe la
acumulacién del ARNm de PEPCK en células de hepatoma en cultivo;
esto sugiere que el efecto de insulina in vivo es directe y no
via cambios en el nivel de alguna otra hormona o factor

(114,115} .

La correlacién entre la velocidad de sintesis de la enzima y

el nivel de ARNm durante manipulaciones hormonales y dietarias
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indican que la regulacién de la expresion del gen de PEPCK es

pretraduccional.

Los glucocorticoides vy las hormonas tiroideas también
conducen a un aumento en la acumulacién de PEPCK en el higado. El
efecto de glucocorticoides en el animal intacto es complejo,
debido a que el tratamiento con esteroides adrenales aumenta la
secrecioén de insulina, lo que a su vez, suprime a PEPCK en el

higado (116).

Se han obgervade efectos estimulatorics de glucocorticoides
en animaleé diabéticos (117), en células de hepatoma en cultivo

(118,119) y en cultivos primarios de hepatocitos en rata.

Los glucocorticoides amplifican la estimulacién por AMPc y
esto da comoe resultado ya sea un gfecto aditivo, como en las
células Reuber H-35 (120), o un efecto sinérgico, como en
cultivos de hepatocitos (121,122). La hormona tiroidea ocasiona
un aumento en la acumulacién de PEPCK en ratas intactas (123), y
en hepatocitos en cultivo. Como los glucocorticoides, la hormona
tiroidea amplifica el efecto de inanicién (124) o de AMPc
(125,126). Los cambios de PEPCK ocasionados por glucocorticoides
y hormona tiroidea son debidos a la regulacién en la abundancia

del ARNm de PEPCK (127.128,129,130}.

Los ADNc y genémico para esta enzima han sido clonados en
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dos laboratorios (131,132,133,134) y utilizados para investigar
la estructura del ARNm y de su gen, asf como los mecanism&s por

los que las hormonas regulan la expresisén del gen.

Los estados de inanicién, asf como el AMPc, glucocorticoides
y hormona tiroidea estimulan la transcripcién del gen de PEPCK
(135,.136), mientras que la administracién de glucosa a animales
intactos y la adicién de insulina a células de hepatoma inhiben

la transcripcion (137,138,139).

La abundancia de intermediarios nucleares del ARNm de PEPCK
también fuefon cuantificados, utilizando andlisis Northern Blot.
El aumento en la transcfipcion da vel aumento en log niveles de
los intermediarios nucleares con cinéticas similares.

Este resultado fue obaservado con estimulacién con AMPc o

dexametasona (140,141) e inhibicién con insulina (142).

La magnitud de los cambios en la velocidad de transcripcién
son en general, proporcionales a la magnitud de los cambios en
las concentraciones de su ARNm; asf, la regulacién de PEPCK por

hormonas debe ser exclusivamente transcripcional.

Las secuencias cis-acting que confieren la especificidad
hormonal en la regulacién de la transcripcion del gen de PEPCK
han sido identificados en una serie de elegantes experimentos de

ingenieria genética (143,144,145,146). En el primer grupo de
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axperimentos, 620 pb de ADN a partir del extrémo‘5' del .gen de

PEPCK (incluyendo 547 pb de la aecuenc1a 5" fueron unldos al gen

estructural para tlmldlna cinasa de herpes 51mp1ex. Este gen

quimérico “fue transfectado en células F ‘”ZB que fueron hechas

def:c1entes en, t1m1d1na cinasn 'Las células FAO ZB son derivadas
de una desv:ac16n de heputomu Y expresan muchus de las
caracterist:cas de los hepatocitos normales d:ferenc:ados. En las
célilas que contenian el gen quimérico con la secuencia 5'
flanqueante en la orientacion correcta, la actividad de la
timidina cinasa y las concentraciones tanto del ARNm de PEPCK
endégeno y el ARNm de la timidina cinasa fueron aumentados por el
AMPc  (147). Estos experimentos indican que 1la secuencia del
extremo 5' de 620 pb contiene un elemento promotor y un elemento
regulatorio para AMPc, El gen quimérico contiene tanto el
elemento promotor como el regulatorio del gen de PEPCKX., Para
identificar mée precisamente las secuencias responsables para
respuesta a AMPc y glucocorticoides independientes de elemento
promotor de PEPCK, fueron construidos vectores los gque contenian
la parte estructural del gen para la timidina cinasa de Herpes
Simplex unidos a su propio elemento promctor mis regiones 5'

distantes del gen de PEPCK.

Este nuevo grupo de genes quiméricos contenian diferentes
cantidades de secuencia 5' flanqueante del gen PEPCK ligado, ya
sea al extremo 5' o 3' del gen de la timidina cinasa. La

secuencia requerida para la respuesta a AMP¢ se encontré en la
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region del extremo 5' de ADN de 47pb. Una secuencia de 12 pb
dentro de esta regién muestra una similitud significativa éon las
secuencias de los 4 genes regulados por AMPc. Como muchas
secuencias de elementos que regulan la- velocidad de
transcripcién, el elemento regulatorio der AMPc de 47 pb es
efectivo ya sea en orientacién y a una distancia significativa
del sitio de .dnicio de la " transcripcion. Dos elementos
regulatorios a glﬁcocorticoides fueron identificados, pero las
secuencias que eﬁpecifican la respuesta inhibitoria a insulina no

se han encontrado (147,144,143).

En forma general, la actividad de esta enzima es
multifactorialmente regulada; las condiciones alimenticias as{
como todos los demds factores antes mencionados, tambien afectan
la actiyidad de esta enzima. Periodos de¢e inanicion dan como
resultado una induccién de la actividad que es dependiente del
sexo (147). También se han visto aumentos en la actividad después
de que las ratas han consumido una dieta alta en proteina o en
grasas (145). Cuando los hidratos de carbono en la alimentacién
son reemplazados por proteina, el higado se forza a compensar la
escasez de la glucosa dietaria por sintesis de novo de varios
precursores. Simultdneamente procesos como la glucélisis o

lipogénesis se reducen (134).

Estos cambiog en el metabolismo estdn asociados con un

aumento en la actividad de PEPCK seguido de un cambio en la
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velocidad de sintesias el lcv‘ualb 8 inducido por niveles elevados de

AMPc (105).

Se han llevado a cabo eétudiés,én[lo#_dug{qe ha visto que la

alimentacisén con dietas altas en proteina’conducen’a una reaccion

sexo-dependiente de los niveles de;PEPCK. Lﬁfacéividad,de esta

enzima no cambia en machos, mientras qu uplicadaen hembras.

Ademds en machos, la propéf@@dnfﬁota d ﬁSgljnbléiucagoh cambié
en favor de la insulina, mién@fgs"aueiel a;hbi9~§u§ justamente el
opuesto en hembras. Estas diféteﬁéias>§odrian ser debidas a una
menor sensibilidad en los‘machos-que en las.hembras a la relativa
escasez de hidratos de carbono en la dieta proteica. Sin embarge.
en otros estudios se ha observado que la proteina dietaria induce
un aumento en la actividad de PEPCK en los machos (146) el cual

estd asociado con un cambioc en las concentraciones de hotrmonas

reguladoras, principalmente de altos niveles de glucagon y bajos

de insulina.

En el hombre, la ingestién.dietas a base de proteina conduce
a una induccion de la secrecién.de insulina (147,144). También se
ha visto que la alimentacién confdietds a'base de dcidos grasos
aumentan la gluconeogénesis (139), 'y la “actividad de PEPCK
también se ve aumentada, lo qué  paréce ser independiente de

cambios en los niveles plasmaticos de,in§u1ina y glucagon (140).

59



OCBJETTIVOS.

- OBJETIVO GENERAL.

Estudiar el efecto de la concentracién de protefna dietaria

sobre la expresioén de los genes de las enzimas Tirosina

aminotransferasa, Fenilalanina hidroxilasa y Fosfoenoipiruvato

carboxi¢inasa.

1.~

OBJETIVOS PARTICULARES.

Estudiar el efecto agudo de una dieta con 6% de caseina en
los niveles de ARNm de las enzimas tirosina
aminotransferasa (TAT), fenilalanina hidroxilasa (PAH) y

fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK).

Estudiar el efecto de una dieta con 18% de caseina en los
niveles de ARNm de las enzimas tirosina aminotransferasa
(TAT), fenilalanina hidroxilasa (PAH) y fosfoenolpiruvato

carboxicinasa (PEPCK).

Estudiar el efecto agudo de una dieta con 50% de caseina en
los niveles de ARNm de las enzimas tirosina
aminotransferasa (TAT), fenilalanina hidroxilasa (PAH} y

fosfoenolpiruvato carboxinasa (PEPCK).
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JUSTIFICACION.

La TAT y PAH son enzimas claves involucradas en el
catabolismo de aminodcidos en el higadoy la PEPCK en la
gluconeogénesis, Estas enzimas son reguladas por hormonas y por
la dieta a nivel de su actividad enzimdtica. No se tiene un
panorama preciso sobre el efecto de la wvariacién de la
concentracién de la proteina dietaria sobre la regulacidén de la
expresién genética de estas enzimas detectada a nivel de la

concentracién de su ARNm.
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MATERIALES Y METODOS.

I. DIETAS CON DIFERENTE CONTENIDO PROTEICO.

Ratas Wistar fuerdn alimentadas con diferentes dietas,
variando el contenido proteico ( 6%, 18%, y 50% de caseina). Ver
Tabla I. ‘
Todas las ratas procedieron del bioterio del Instituto Nacionai
de la Nutricién 8.Z., Las ratas fueron pesadas diariamente asi
como también la cantidad de alimento ingerido, por diferencia del

peso del comederc antes y desplies de comer.
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I. COMPOSICION DE LAS DIETAS.

Dieta al € % de caseina.

CANTIDAD DE LOS COMPONENTES EN %

CASEINA. 6.00
MEZCLA DE VITAMINAS. 0.50
ACEITE DE MAIZ. 5.00
MEZCLA MINERAL. 5.00
METIONINA. 0.20
TREONINA. 0.40
CERELOSA . 41.45
ALMIDON DE MAIZ. 41.45

Dieta al 18% de caseina.

CANTIDAD DE LOS  COMPONENTES EN %

CASEINA. ' 18.0

MEZCLA DE VITAMINAS. 0.5
ACEITE DE MAIZ. 5.0
MEZCLA MINERAL. 5.0
CERELOSA. 35.65
ALMIDON DE MAIZ. 35.65

NOTA: cuando la dieta es baja en protefna, tiene que
suplementarse con treonina y metionina en la siguiente
proporcién: .
0.3 % metionina aproximadamente 2.0 g / Kg de dieta.
0.4 % treonina aproximadamente 4.0 g / Kg de dieta.
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Dieta al 50% de caseina,

CANTIDAD DE LOS COMPONENTES EN %.
CASEINA, 50.0
MEZCLA DE VITAMINAS. 0.5
ACEITE DE MAIZ. 5.0
MEZCLA MINERAL. 5.0
CERELOSA . ) 19.75
ALMIDON DE MAIZ. 19.75

Todos los componentes empleados en las diferentes dietas son de
la Compafifa Teklad con excepcién de la treonina y la metionina

lag cuales se édquirierén de Sigma.
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I.1 .~ TRATAMIENTO DE LAS RATAS CON UNA DIETA AL 18% DE PROTEINA
(grupo control).

A 18 ratas macho de la cepa Wistar de entre 70.0-80.0 g de peso

corporal se les proporciond una dieta al 18% de caseina, que es

equivalente a la dieta Chow, que habituaimente consumen las

ratas.

a) El protocolo se dividié en tres etapas. La primerg
etapa corresponde a la ADAPTACION, en la cual a 18 ratas se les
proporcioné una dieta con caseina al 18% "ad libitum'". cQurante
dos dias.

b) En 1la etapa de PRETRATAMIENTO. durante cinco dias las
ratas fuerén sometidas a la misma dieta con casefna al 18% pero
ahora por perijodos de 7 horas (9:00 a.m.-16:00 p.m.), La
finalidad es forzar a las ratas a consumir la mayor cantidad de
dieta en un periodo m&s corto que el habitual,

c) La tercera etapa corresponde al TRATAMIENTO. Se les di¢é
la misma dieta al 18% y las ratas se sacrificarén a diferentes
tiempos. Se dividierén en seis diferentes grupos de tres ratas
cada uno, numerdndose al azar haciendo uso de una tabla de
nimeros aleatorios.

El primer grupo. que corresponde al tiempo 0, es decir a la hora
0, las tres ratas se sacrificarén a las 9:00 a.m. cuando aun

no habfan ingerido alimento. El segundo grupo se refiere al
tiempo 1, esto es que cuando las ratas se sacrificarén, ya tenian
1 hora de haber empezado a ingerir alimento (10:00 a.m.). El

mismo critefio se utilizé para los dem#s grupos a los tiempos 3
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hrs (12100 p.m.}), 6 hre. (15:00 p.m.), 12 hre (21500 p.m.), y 24

hrs (9:00 a.m.del dia siguiente) respectivamente.

1.2.~ TRATAMIENTO DE LA8S RATAS CON UNA DIETA AL 6 % y AL 50 % DE
CASEINA.

En este protocolo se emplearén 30 ratas macho de la cepa
WISTAR de entre 70.0 - 80.0 g de peso corporal.

a) Etapa de ADAPTACION, durante un periodo de dos dias, se
les proporcioné a las ratas una dieta al 18% de caseina "ad
1idbitum".

b) Etapa de PRETRATAMIENTO. las ratas consumierén la dieta
con caseina al 18% por periodos de 7 horas, durante cinco dias.

c) Posteriormente, a partir del octavo dfa, se empezé la
etapa de TRATAMIENTO. a 15 ratas se les proporcioné una dieta
baja en proteina (6% de caseina) y a otro grupo de 15 ratas una
dieta alta en proteina (50% de casefna). Se sacrificarén a
diferentes tiempos, 3 ratas de cada grupo: 1 hra
(10:00 a.m.), 3 ratas a las 3 hrs (12:00 p.m.), a las. 6 hrs
(15:00 p.m.), a las 12 hrs (21:00 p.m.), y a las 24 hrs (9:00

a.m.) respectivamente.
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I.3.- TRATAMIENTO DE LAS RATAS CON UNA DIETA CON CONTENIDO
PROTEICO BAJO Y ALTO. (6% Y 50%)
PERIODO LARGO.

Utilizamos 30 ratas macho de la cepa Wistar de entre 80.0 - 90.0
g de peso corporal procedentes del bioterio del INNSZ. El peso se
modificé debido a que estudios previos en ratas alimentadas con
dietas con alt; contenido proteico (50% o m&s), han mostrado que
éstas dejan de comer por un cierto periodo (102). 8in embargo,
despties de un cierto periodo de adaptacién, los animales son
capaces de ingerir dietas con elevado contenido proteico (103).
Tambidn se les numerd al azar y se formarén 9 grupos ‘dc‘a tres
ratas cada uno. Todo el protocolo duré en total diecvipt':hb dias,
con dos etapas de adaptacion y a;lem&s ’el numero de dii‘ss totales
es mayor. : -

a) La pr:mera de cuutro etapas fue " la de ADAPTACION 1,, en

esta, se les d16 de’ comer la 'ratas durante tres dfas una dieta

con caseina al 18 % udk
b) En la aegunda etapa de ADAPTACION 2. Las ratas fuerdén
alimentadas. por un,periodo de siete dfas en el que consumieron
una dietu coﬁ casefna al 50 % "ad libitum" para que se
hab:tuaran a un contenldo proteico alte.
c) Una tercera etapa es la de PRETRATAMIENTO, las ratas

consumierén una dieta con contenido proteico alto (50% de

caseina) pero por periodos de 7 horas. Esta etapa duré seis dias.
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~d) La. cuarta etaPa"JTRATAHIENTO duré dos dfas. se formarén

dos grupos;fgiuv':de ellos se les di¢ una dieta baja en proteina

(6% dpicaéekna) : otro una d:eta alta en proteina (50% de

daseina)‘ de tres ‘en: tres para los tlempos o hrs

(Sﬁn‘nobﬁén co! umido. nl:mento), al txempokllhra (10 00 a.m), 3
hrs, 6 hrs Y 24 hrs.

Despues ! de que todas las ratas se sacrificarén por decapltaclén.

ge les retiré el HIGADO y fuerdn congelados rap1damente;en hielo
seco con acetona, almacendndose posteriormente en un congelador a
-70°C hasta que fueron procesados para la extraccion del  ARN
total. El higado se pesé antes de congelarlo.

Una vez que se tienen todos los higados almacenados a -70'C, se
llevé a cabo la extraccién del ARN total, seguido de un andlisis
espectrofotométrico para despues realizar una electroforesis en
gel de agarosa y llevar a cabo la deteccién de ARN mensajeros

especificos con la técnica del Northern Blot.
II. ESTUDIOS MOLECULARES.

REACTIVOS.

Los principales reactivos se adquirieron de las siguientes casas
comerciales:

Tiocianato de guanidina de Sigma Chemicals, Co.

EL Acetato de sodio, e} formaldehfdo al 37% y el Fenol grado
Biologia Molecular fueron obtenidos de Merck.

El Cloroformo y el Etanol absoluto de J.T. Baker.
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El Bromuro de Etidio fue de Boehringer Manhein, Aleman’iu.

Las membranas de Gene Screen de DuPont, New England, EUA; El [a-
*P1ACTP fue Amersham, Inglaterra.

La ADN polimelfasa I fragmento Klenow fue de Bio Labs, EUA. El
liquido de centelleo utilizado fue Aquasoi-2 de DuPont de New
England Nuclear, EUA. La pelicula de rayos X fue Kodak X-Omat
XAR-5. Las bolsas de hibridacién fueron de Kapak Corporation,
EUA.

Los ADNc (sondas) que se wutilizardn para determinar ios ARNm
eapecificos ( albumina, PEPCK, TAT, PAH, ribosomal 285 ) fuerén
proporcionadas por la Unidad de Hepatologia Molecular del INNSZ
por el Dr.A.Panduro.

Todo el ﬁaterial y las soluciones usadas en las técnicas de
Biologia Molecular se esterilizardn previamente y en muchos casos
se utilizé material nuevo (puntas de pipetas, tubos eppendorf y
pipetas Pasteur), el agua utilizada fue destilada, desionizada y

eatéril.

I1.1  Extraccién de ARN fotal.

El ARN- celular total se aislé utilizando él método de
Chomczynsky y Sacchi (148) por medio de -extracciones con
tiocianato de guanidina~fenol-cloroformo. ) A
Un fragmento de higado de aproximadamente 100 mg se ‘homogenizé

con 2.0 mL de solucién desnaturalizante, solucién A (tiocianato
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de guanidina 4 M, citrato.de sodic 0.25 M pH -7.0, sarcosil al
0.5% y 2-mercaptoetanol 0.1 M ). El homogenado se transfirié a un
tubo Corex de 15.0 mL y se agregé 0.2 mL de acetato de sodio 2 M
pH=4.0, 2.0 pL de fgnol precalentado a 65'C y 0.4 hL de
cloroformo. La suspensién final se agité y se enfrié en un
recipiente con higlo duraﬁte 15 minutos. Las muestras se
centrifugarén a 10,000 rpm durante 30 minutos a 4°C : la fase
acuosa que contiene el ARN se‘precipité con cloruro de sodio 0.25
M y 2.5 volumenes de etanol gbsoluto frio durante 30-60

minutos a -70°C.,. Esta mezcla debe de tener una c¢oncentracién
final de NaCl de 0.1 M.lPoateriormente, ge centrifugé durante 20
minutos a 8,000 rpm a vfldfcél ge. deseché el sobrenadante, se
resuspendié la pasti11n>e§50.4 mL. de éolucién A y se repiti6 la
extraccién ‘con fenol—clorafofmo como se hizo anteriormente, al
término de la extraccién se Volvio a precipitar con etanol-NaCl
se centrifugé y se redisolvié la-pastilla de ARN en 50-100 uL de
amortiguador T/E (Tris-HCL 0.01 M pH=7.0, EDTA 0.001 M).

Se determiné la absorbancia tomando 2 uL de cada una de las
muestras a 260/280 nm, gue nos sirve como pardmetro para saber la
pureza de-las muestras, pues la relacién 260/280 nos dd 1la
proporecién &cido nucleico/proteina; dichas relaciones representan
una buena extraccién cuando los valores estdn en el rango de 1.8~
2.0. Una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 40 ug de ARN.
Ademéds simultdneamente se hizo un barrido con 2 uL de una muestra
y 1.0 mL de amortiguador T/E también para ver la pureza de las

nuestras.
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II.2_ Deteccién de ARNm especificos con Ja técnica de

Electroforesis de ARN en geles de agarosa.

La electroforesis se hizo de acuerdo con el método de Thomas
(149)., Por medio de espta técnica el ARN es separado de acuerdo a

su tamaffo y/o carga a través del gel de agarosa desnaturalizante.

Preparacién del gel (0.8% de agarosa). Se digsolvie 0.8 g de
agarosa en 60.0 mL de agua desionizada estéril a 95°C hasta que
la solucidén se torné trangparente, se dejé enfriar
aproximadamente a 45°c y se agregardn 6.64 mL de MOPS 12X, 13.00
mL de formaldehido al 37% y 4.0 ul. de bromuro de etidio ( 10
mg/mL). Se vacié la mezcla en el molde del gel. Se deid

solidificar durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Preparacién de la muestra., Las muestras que se corrierén se
desnaturalizarén previamente. Se colocarén 23 uL de solucidn
desnaturalizante (500 uL de Formamida, 83 ul. de MOPS.12X y 162 uL

de Formaldehido . al '37% - por '‘cada mlL .de. solucién). D

desnaturalizaron . RN: & -65°C- durante: 5 -minutos.

Inmediatamente.sé’coloﬁar ﬁ éﬁfhieio;:Se"5grego avcudu muestra 3




ubL de amortiguador de carga (Azul de bromofenol al 0.26%, Cianci-
xileno al 0.25% y Ficoll 400 al 15%) y se centrifugé en una
microcentrifuga brevemente para depositar todo el contenido en el
fondo, Se depositarén en el gel. 8e corre la electroforesis
durante 2-3 horas a 40 volts en un amortiguador de MOPS, Una vez
gue la electroforesis se completé, el gel se lavé varias veces
con agua destilada para quitar el exceso de bromuro de etidio vy
formaldeh{do. Se observé con luz UV y se tomarén fotograffas del
mismo. Se comprobd que la cantidad de ARN colocada en cada linea
del gel fuera constante por la intensidad de la fluorescencia del
bromuro de etidio f{colorante de 4cidos nucleicos, tiens 1la
capacidad de intercalarse entre bases} con la luz UV en las

bandas de ARN 188 y 28S.

11.3 Transferancis de)l ARN de lom gsles de _agarosa a_las
~membranas_de hibridacion.

La transferencia se realizé de acuerdo con las 1ndicaciones
del fabricante de las membranas de Gene Screen (DuPont, New
England).

Cuyo fundamento es que, una vez separado el ARN por medio de
electroforesis en gel de agarosa se transfiere por capilaridad en
medio salino. La transferencia puede hacerse & membranas de

vidrio o nyton (150), en celulosa activada (151). o en nuestro
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caso, a membranas de nitrocelulosa, la sensibilidad con la que el
ARN se une a la nitrocelulosa puede ser detectada por
hibridacién, en donde el ARN puede ser f&cilmente cuantificado e
identificado. Largas moléculas de ARN desnaturalizado ( >9.0 Kb)
se transfieren con alta eficiencia, aun cuando la fragmentacién
del ARN es generalmente innecesaria,

El enlace del ARN desnaturalizado a la nitrocelulosa es no
covalente peio esencialmente irreversible.

La membrana se humedecié previamente en el amortiguador de
fosfatos (0.025 M pH=6.5) durante 15 minutos: se cortarén dos
hojas de papel filtro del tamafio del gel. También se humedecierén
dos hojas de papel filtro # 2 de mayor tamafio, en amortiguador de
fosfatos; y se colocarén sobre un puente o soporte de vidrio
elevado a manera que los extremos quedaran inmersos en el
amortiguador del recipiente en el que estd el soporte,

Se colocarén en el siguiente qrden el gel., la membrana, cuatro
piezas de papel filtro, una columna de toallas absorbentes
cortadas de menor tamafio que el gel. Sobre estas piezas se
colocarén un rectdngulo de vidrio y una pieza de metal, la cual
ejercerd una cierta presion sobre cada uno de las capas descritas
permitiendo de esta forma la absorcioén y con ello la
transferencia del ARN.

La transferepcia se dejé durante un perjiode de 12-16 horas,
cuidando de cambiar las toallas absorbentes. Una vez transcurrido

el tiempo, se observé con el transiluminador de luz UV para
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agegurarnos de que la transferencia haya sido completa.

Despues se marcarén sobre la membrana las bandas 1838 y 288 del
ARN ribosémico; se enjuagé la membrana con amortiguador de
fosfatos para eliminar residuos de agarosa (ya que interfieren
con la autoradiografia), se hornes a 82°C durante 2-4 hrs, para
fijar del ARN. Y mientras se lleva a cabo 1la hibridacién, la

membrana se guardé a -20°C.
II.4 Marcaje del ADNe con [e-'P1dCTP.

Las sondas utilizadas se marcarén radiactivamente con *'p
por la técnica de "Random Primer" descrita por Summers (152).
La  técnica de “Random  Primer" consiste en alinear
oligonecledtidos (de 8.0 pb sintetizados al azar) con la sonda,
la cual se desnaturaliza previamente, formando un complejo
primer-molde que representa un sustrato para el fragmento Kienow
de la polimerasa I, la cual sintetiza la hebra complementaria
partiendo del nucleétido monofosfato del extremo 3' (OH), del
oligo cuando se le adicionan los cuatro nucledtidos (dNTP's) (uno
de los cuales estd marcado con P) y las condiciones necesarias
para que se lleve a cabo la reaccién: este método produce sondas
con alta actividad especifica.
En un tubo eppendorf se colocardén 200 ng del molde de ADNc. Se
desnaturalizarén en baffo de agua hirviende durante 5 minutos e

inmediatamente desples se colocarén en hielo por espacio de 5

75



minutos. Transcurrido este tiempo, ‘se.adiéionufén“'l'os sigu;ientes

reactivos:
- 5 uL de amortiguador labeling 10)(‘?,37

octadeoxiribonuclestidos. |

6 uL de una mezcla dNTP ( 2 uL de dATP d’r’I‘P

5 uL de (a—’b]—dcrp (3,000 ci/mmol).

- 1 uL de enzima ADN polimerasa I fragmentc Klenow. v
~ Be uforé a 50 uL con agua dest:lnda Y des;ou zadu eétéril.
Opcionalmente centrifugar en mlcrocentrifuga revemente. para

depositar todo en el fondo.

Se mcubarén a 37°C durante 1 hora y medm Un véz' transcurrido

el tiempo se detuvo la reaccién, por ad:cmn de 5 uL de EDTA 0.2M

pH=8.0, 2.5 uL. de carrier (ARN de levgdurp).‘;y ~.una décima parte
de solucién .de Acetato de sodio). : ;
E1 ADN se precipité con 2 Volﬁmenes de etanol (155 uL) Y s8e

centrifugé durante 10 minutos . a 10 000 ,rpm 'y ‘se separé el

sobrenadante a otro tubo eppendorf, ln ashlla se disolvié en

200 uL de amortiguador TE 10:1 pH=8. 0 ('I’ s-HC

0 mM}pH-VB_.O,‘ :
EDTA 1 mM). Se determiné 1la actw:da ',:15 sonda
se lavé en un kitasato con un f11tr al; cbh’HCl'O.S Ny
etanol 3 wveces. El filtro se colocé en ; un frnsco .con liguido de
centelleo y se conté el *p durante 1 mmuto La determinacién de
la actividad especifica se realizé por duplicado para cada sonda

marcada.
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I1.5 Expresidn y cuantificacién de los niveles de ARNm.

Prehibridacién e hibridacién. Las membranas '"Gene Screen" se

prehibridarén con la siguiente selucién (8 mL s/bolsa):

Formamida desionizada. 50 %
*Solucidén Denhardt. 0.04 %
+8olucisén de citrato de sodio. 5.0 %
Dodecil sulfato de sodio. 1.0 %
ADN de esperma de salmén, 50 g/mL.
* Solucién Denhardt:

Polivinil pirrolidona (40 KDa). 2%

Albimina sérica bovina. 2%

Ficoll ( 400 KDa ). 2%
+ Bolucién de citrato de sodio:

Citrato de sodio 0.3 M

NaCl 3.0 M-

Se gelld la bolsa y se colocéd en un horno a 42°C por un periodo
de 4 horas. Al finalizar dicho perfodo se le adicioné el ADNc
radiactivo previamente desnaturalizade y se incubd a 42°C durante
16~48 hrs con agitacién constante. Se llevaron a cabo los lavados
post-hibridacién dos veces con 100 mL de sol.de citrato

de sodio 2X a temperatura ambiente durante 5 minutos con
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agitacion constante. Se lavé dos veces mas con 100 mL de la

Biguiente so1uci6n: solucién de citrato de sodio Zi y dodecil
sulfato de sodio al 0.5% a 65°C / 30 minutos con agitacidén
congtante. Finalmente se lavé dos veces con solucién de citrato
de sodio salinb 0.1X a temperatura ambiente por 20 minutos con

agitacién constante.

11.6 _Autorradiograffa.

Una vez que se concluyeron 165 lavados, la membrana se secé sobre
una hojy de papel filtro y se llevoé a cabo la autorradiografia.

La membrana se colocé en una bolsa de pléstico y se dispuso en un
casette de exposicién Kodak X-Omat con intensificadores. En un
cuarto obscuro se colocéd la pelicula de rayos X y el cagsetie se
colocé a —20°C el tiempo necesario (estd en funcién de la sonda y
de la marca). La placa se reveld en un equipo automatizado, se
realizé la densitometria y los resultados son expresados como la
relacién de las unidades densitométricas en relacién al grupo

control.
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I1.7 Técnica de] Dot Blot.

Esta técnica se realizé de acuerdo con Kafatos, White, Bancroft
(153,154). En dicha técnica un exceso de marca se hace hibridar
con el ARN queies inmovilizado en un soporte sélido. Las medidas
densitométricas de las autorradiografias resultantes pueden
permitir estimaciones comparativas de la cantidad de la secuencia
"blanco"” en v&rias preparaciones de ARN. Las muestras de ARN que
se " utilizarén para esta técnica fuerén las mismas que ya se
habfan extraido para Northern.

Se colocaron cada una de las muestras ( 3 ug de ARN ) en la
membrana y se secarén con una ldmpara durante 15 minutos. Se
enjuagarén con una solucidn SSC 2X, se secé con papel filtro y se
horneé durante 4 hrs a 82 °C.

Se llevé a cabo la prehibridacién, la hibridacién, la
autorradiografia y el andlisis densitométrico como se deécribio

en la técnica de Northern.
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CAPITULO I I I.

RESULTADOS
Y
DISCUS ION.



TABLA I. GRAMOS CONSUMIDOS DE ALIMENTO POR DIAS DE CADA UNA DE

LAS DIFERENTES DIETAS,
TIEMPO GRAMOS DE GRAMOS DE GRAMOS DE
(dfas) | DIETA 18%-18% | DIETA 18%-6% | DIETA 50%-50%
+ E.S. + E.S5. r E.S5.
-2 9.49 + 0,21 10.30 + 0.56 12.82 = 0.40
-1 10.038 + §,31 11,43 + 0,39 12.89 & 0,61
o 1.94 + 0,10 1.59 £ 0.10 1.63 + 0.1
i 3.98 + 0.11 5,93 £ 0.22 9.46 + 0.40
2 6.02 + 0.25 | 6,44 * 0,23 11.70 + 0.50
3 7.00 + 0.21 7.36 £ 0.27 12.84 + 0.41
4 8.08 + 0.28. 7.88 + 0.43 12.54 + 0.43
S 13.79 £ 0.71

TABLA II. GANANCIA DE PESO (g) POR DIA DE TRATAMIENTO.

TIEMPO Gmos DE PESO |GRAMOS DE PESO | GRAMOS DE PESO
(o) Dieta 18%-—18% Dieta 1aas 6% | Dieta 509:50*
-3 0.0 & 0.0 0.0 & 0.0 0.0 ¥ 0.0
-2 3.91 £ 0.93 3.68 £ 0.97 9.74 + 0.91
-1 7.70 £ 1.02 7.41 + 1.04 16.04 + 1.20
a 0,72 + 1.01 | -1.89 + 0,83 2.60 + 1,53
1 1.61 + 0.96 | -2.,04 & 0.96 4.31 = 1.66
2 2.92 £ 1,01 | -1.63 & 0.85 13.35 + 2,04
3 4.80 £ 1.01 0.51:+ 0.92 19,91 + 2,53
4 4.65 + 3.07 2.76 & 1.10 25.69 * 2.52
5 ' ' 30.65 * 3.09

E.S= Error esténdar.
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TABLA III. DENSITOMETRIA DE LA ENZ2IMA TIROSINA AMINOTRANSFERASA
TAT.

DIETA | Caseina 18% Cageina 6% Casefna 50%

TIEMPO | X U.D, | E.8 X U.D E.S X U.D.| E.S

thrs) (%) (%) (%)
1 100.00| 9.0 100.00} 0.0 100.00) 0.00
3 229.52 | 3.81 68.21 1.004 320.58)] 0.60
(] 291.14 | 2.29 115.50{ 0.95] 608.82) 1.60

12 265.21 ) 1.08 150,38 o0.70| 808.80] 0.72
24 522.22) 2.25 34.88| 1.45} 1011.76] 0.48

DIETA Caseina 6% P.L | Casetna 50%
P.L
TIEMPO X U.D. E.3 X U.D E.8
(hrs) (%) (%)
1] 100.00 0.00 100.00 0.00
1 372.00 0.86 239.24 0.63
3 405,26 0.94 443.03 0.54
6 126.81 1.10 237.97 0.54
24 261.84 1.20 162.02 0.99

U.D. Unidades densitométricas.
E.S. Error estdndar.
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TABLA IV, DENSITOMETRIA DE LA ENZIMA FENILALANINA HIDROXILASA
PAH. -

DIETA| Capeina 18% {Caseina 6% Casoina 50%
TIEMPO X UD. E.8 ) X U.D. E.8| X U.D. |E.8
(hre) (%) (%) (%)
1 1006.00 [ 0.00 100.00 0.00} 100.00 ]0.00
3 131.02 ] 1.61 54.01 0.56 300.00 | 0.73
6 95.47 1 1.36 31.75 0.60 350.00 ] 0.69
12 1§1.57 0.64 20.27 | 0.64| 741.66 | 0.94
24 | 165.00 | 0.48 3.37 0.48 ( 1033.33 ;1.20
DIETA |Caseina 6% Caseina 50%
P.L. P.L
TIEMPO X U.D. E.8 { XU.D. E.8
(hra) (%) (%)
0 100.00 0.00 100.00 0.0
1 135.35 0.75 33.33 0.52
3 '~ 230.30 0.73 77.77 0.54
6 88.88 1.15 144.44 | 0.49
24 115.15 0.84 128.88 0.50

U.D. Unidades densitométricas
E.S. Error estandar.
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TABLA V. DENSITOMETRIA DE LA EN2IMA FOSFOENOLPIRUVATO
CARBOXICINASA PEPCK.

DIETA |Casefna 18% Cosefna 6% Caseina 50%
TIEMPO | X U.D. E.8) X U.D. E.8 | X U.D. E.8
(hrs) (%) (%) (%)
1 100.00 0.00 100.00 0.00 100.00 0.00
3 263.56 0.84 22.88 0.18 116.27 1.20
6 242.96 0.78 62.68 0.20 118.60 0.84
12 451.00 0.72 103.98 0.16 163.95 0.82
24 425,00 0.00 44,27 0.11 230.23 0.79
DIETA |[Caseina 6% Casefna  50%
P.L P.L,
TIEMPO | X U.D. E.8 X U.D. E.S
(hrs) (%) (%)
0 100.00 0,00 100.00 0,00
1 280.47 0.15 176.35 0.26
3 203.55 0.21 337.83 0.30
6 279.28 0.23 378.37 0.34
24 409.46 0.19 186.48 0.18

U.D. Unidades densitométricas.
E.8. Error estdndar.
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TABLA VI. DENSITOMETRIA DE ALBUMINA.

DIETA |Caseina 18%. Caseina 6% Caseina 50%
TIEMPO | X UD E.8 X Up E.S X UD E.S
(hra) (%) (%) (%)
1 100.00 0.80| 100.00 | 0.45 | 100.00 0.00
3 98.90 0.44| 50.25 0.48 | 198.96 0.88
6 87.08 0.64! 48.70 | 0.60 | 185.56 0.98
12 ]112.70 0.83) 115.54°] 0.54 | 129,89 0.36
24 99,41 0.86) 14,00} 0.16 | 121.64 | ' 0.22
DIETA | Caseina 6% P.L | Casetna 50% P.L
TIEMPO X U.D. E.8| X U.D. E.S
(hrg) (%) (%)
0 100,00 0.00 100.00 0.00
1 169.41 1.00 94.11 0.18
3 275.30 1.12 71.65 0.20
6 107.05 0.50 93.58 0.40
24 78.23 0.45 104.81 0.35

U.D. Unidades densitométricas.

E.S. Error estdndar.
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TABLA VII. EFECTO DE DIETAS CON DIFERENTE CONTENIDO PROTEICC EN
EL CRECIMIENTO DE LAS RATAS. .

TRATAMIENTO I ¥ II.

TRATAMIENTO DIA PESO X ¢ ES (q)
No.
ADAPTACION 01 80.82 & 1.68
Caseina al 18% 02 84,37 + 1,73
“ad libitum" ,
PRETRATAMIENTO 03 86.02 + 1.76
Caseina al 18% 04 79.82 + 1.31
por periodos 05 80.27 & 1.06
de a6 80.94 & 0.95
7 horas 07 83.09 + 0.95
TRATAMIENTO III
TRATAMIENTO DIA No. | PESO X + ES (q)
ADAPTACION 1 01 90.74 + 1.04
Caseiﬁa al 18% 02 93.20 £ 0.87
“ad 1ibitum® 03 96.58 + 0.18
ADAPTACION 2 04 97.39 £ 3.10
Caseina al 50% 05 ©107.30 £ 0.97
“"ad 1§bitum” 06 | 114.30 £ 1.10
o 07 . 121.16 + 1.37
" 08 - 126.40 + 1.81
" <09 | v 132.67 & 2.23
T 10 | ¥.140.12 + 1.87
PRETRATAMIENTO 11 146,71 * 2,03
Casefna 12 1133.00 £ 1.80
al 50% 13 /139,00 + 1.30
por _14: 14142.04 * 1.67
periodos 15 "14B.60 & 1.95
de 7 horas 16 154,38 £ 2.00
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TABLA VIII. EFECTO DE DIETAS CON DIFERENTE CONTENIDO PROTEICO EN
LR INGESTA DE ALIMENTO.

TRATAMIENTO I II.

TRATAMIENTO DIA No. | ALIMENTO X * ES
(a)
ADAPTACION 01 9.90 & 0.41
Caseina al 18% 02 11.08 % 0.14
“ad 1ibitum®
PRETRATAMLENTO 03 1.89 * 0.12
Caseina al 18% 04 5.01 £ 0.37
por periodos 05 5.20 + 0.50
de a6 7.23 + 0,82
7 horas 07 7.50 + 0.15
-TRATAMIENTO III
TRATAMIENTO DIA No. | ALIMENTO X + ES
(g}
ADAPTACION 1 01 - 10.13 * 0.41
Caseina al 18% 02 9.91 % 0.32
“ad libitum" 03 ©11.32 £ 0.32
Casefna al 50% | 04 - |- .11.00 % 0,21
"ad libitum" g8 il ‘£ 0,42
" 06 +0.32
" ' “+ 0.46
" “+ 0,53
" 2% 0.25
PRETRATAMIENTO 2.470.53 "
Caseina 40,10
al 50% 5 % 0,36,
por perjiodos 13 - S 711,91 % 0.47
de 14 12,17 + 0.67
7 15 12.54 * 0.42
horas 16 13,12 % 0.65
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TABLA IX. EFECTO DE DIETAS CON .DIFERENTE CONTENIDO PRO’I’EICO EN LA
INGESTA RELATIVA.

TRATAMIENTO I y II. Gramos de alimento consumido (Tabla VIII)
sobre el peso diario de las ratas (Tabla VII).

TRATAMIENTO DIA No. INGESTA(R])SLATIVA
g
ADAPTACION 01 0.1224
Caseina al 18% 02 0.1313
"ad libitum”

PRETRATAMIENTO 03 0.0210
Casefna al 18% 04 0.0627
por 05 0.0647
periodos 06 0.0890
de 7 horas. Qa7 0.0900

TRATAMIENTO III.

TRATAMIENTO DIA No. INGESTA RELATIVA
. (g).
ADAPTACION 1 01 0.1116
Casefna al 18% 02 0.1063
“Ad libitum" 03 0.1117
ADAPTACION 2 04 o 0, 1129

Caseina al 50% 05

a. 1023
“ad 1ibitum" 06 '

. " B . “ 08
09

10980’
“0.0940

PRETRATAMIENTO 11 70,0110
Casetna 12 - | 0.0720

al 50% 13 0.0850
por 14 0.0850
periodos 15 0.0840
de 7 horas. 16 0.0850




RESULTADOS Y DISCUSION.

Con las nuevas herramientas que brinda la biologia

molecular, es posible entender ahora a qué nivel ocurre, en
algunos casos la regulacion de 1la expresion génica de algunas
enzimas o protefnas importantes gque controlan el metabolismo
intermedio. En el caso de las vias de degradacién de aminodcidos
se conocen algunos aspectos, sin embargo, faltan aun muchos
detalles de su metabolismo por conocer. En el presente trabajo
estudiamos cémo ocurre la adaptacién de la regulacién de la
expresién génica de las enzimas claves para la degradacién de la
fenilalanina y la tirosina, fenilalanina hidroxilaza y tirosina
aminotransferasa en ratas a las cuales se alimentaron con dietas
con diferente contenido proteico en forma de caseina.
Las repuestas obtenidas se compararon con la de 1la enzima clave
para la gluconeogénesis, la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, y
con el gen de la proteina albimina. En los presentes experimentos
las ratas fueron primero adaptadas a comer dieta con caseina, la
cual tiene una textura diferente a la dieta Chow en pellets:
posteriormente en los experimentos 1 y 2 los grupos de ratas
fueron alimentadas ad libitum con dieta cuyo porcentaje era del
18%, mientras que en el experimento 3 era del! 50%. Despues de los
varios dias de adaptacién a la dieta (Ver seccidén de Materiales y
Métodos), las ratas adaptadas a la dieta al 18% tuvieron una
ganancia de peso de aproximadamente 7.0 gramos en dos dias
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(FIGURA No.1), mientras que aquellas con una dieta al 50%,
tuvieron una gananc¢ia de pegso de 16.0 gramos en el misﬁo periodo
de tiempo. A pesar de la diferencia en la ganancia de peso en los
grupos, la cantidad de dieta expresada én gramos fue muy similar,
los grupos tratados con dieta al 18% ingerfan en promedio por dia
entre 10.0-11.0 gramos de dieta, mientras que aquéllos
alimentados con 50% de proteina ingerfan alrededor de 12.5 gramos

por dfa (FIGURA No.2).

Para poder conocer el efecto de la dieta sobre la expresién
de los genes antes mencionados, se sincronizaron i1as ratas en su
nlimentaéidn. restringiéndoles el acceso al alimento por un
periodo de 7 horas, el cual iniciaba a lag 9.00 a.m y terminaba a
las 16.00 p.m  , Como era de esperarse puesto que los animales no
sabfan que el alimento se les iba a retirar pronto, en los tres
grupos tuvieron el primer difa un descenso de peso considerable,
siendo de 7.0 a 9.0 gramos en aquellas alimentadas con una dieta
al 18% y de 14.0 gramos en el grhpo de las ratas alimentadas con
una dieta al 50% (FIGURA No.1l), esta disminucién de peso concordd
con una reduqcidn en los tres grupos de la cantidad de dieta que
consumieron (alrededor de uno a dos gramos en el dfa (FIGURA
No.2). Sin embargo el grupo de ratas alimentadas con una dieta al
50% de proteina.comenzaron a crecer con la misma velocidad gque
tenfan despues de recibir durante dos dfas la dieta por periodos
restringidos (FIGURA No.1). lo cual indica que a pesar de que la
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Figura 1

Ganancia de peso (gr) en ratas alimentadas con
diferentes tratamientos dietarios

as ——p———r—y" T | E— T
~o-- Exparimanto 1 ,3
- 30 H & Experimento 2
™
8 5 3 —e— Exparimento 3 3
o
2 2 | 3
e ]
S5 F 9
a ]
e 10 E
£
a - J
G s ]
o F 7
-5
4 -2 4 6

0 2
Tiempo (dfas)

El iempo 0 indica el dia del cambio de dieta ad libitum a dieta administrada
por perfodos de 7 hr/dia

Experimento 1 y 2: casefna al 18% ad libitum en el perfodo de adaptaci6n y
casefna al 18% por perfodos de 7 hrs en el pretratamiento.

Experimento 3: casefna al 50% ad libitum en el perfodo de adaptacién y
casefna al 50% por perfodos de 7 hrs en el pretratamiento.

Cada punto del experimento 1 y 2 representa el promedio + E.S. de 18 ratas;

cada punto del experimento 3 representa el promedio * E.S. de 30 ratas (Ver
seccién de materiales y métodos).




Figura 2

Ingesta de éllmemo en ratas alimentadas con
diferentes tratamientos dietarios

~—8—Experimonto 1] A
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~—o— Experimento 3 | ]

.Gr de dleta consumido:
o
T

-4 -2 0 2 4 8
Tlempo (Dias)

El iempo 0 indica el dia de! cambio de dieta ad libitum a dieta administrada
por periodos de 7 hr/dia.

Experimento 1y 2: casefna al 18% ad libitum en el perfodo de adaptacién y
casefna al 18% por perfodos de 7 hrs en el pretratamiento.

Experimento 3; casefna al 50% ad libitum en el periodo de adaptacién y
casefna al 50% por perfodos de 7 hrs en el pretratamiento.

Cada punto del experimento 1y 2 representa el promedio + E.S. de 18 ratas;

cada punto del experimento 3 representa el promedio + E.S. de 30 ratas (Ver
seccion de materiales y métodos).
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cantidad en gramos no alcanzaba la ingesta que tenfan los
animales cuando se alimentaban ad libitum (FIGURA No.2), el
exceso de aminodcidos permitfa un desarrollo normal de éstos,
mientras que en los animales alimentados con una diet& al 18%
requerian de al menos 4 dias de adaptacidn a la dieta
administrada por tiempo restringido para seguir una pendiente de
crecimiento similar a la que ftenfan cuando 1a dieta se les daba

ad libitum (FIGURA No.1).

Después de que los animales ya se habifan acondicionado a
alimentarse de manera sincronizada, se procedisé a estudiar cudl
era el efecto de la dieta sobre las concentraciones de ARNm
especificos de las enzimas en estudio. Para estudiar esta
adaptacidén como se menciona en la seccién de materiales vy
métodos, en el experimento No.l, en el gue el dia del experimento
se les giguid¢ administrando dieta al 18% de casefna, se
decapitaron 3 ratas al tiempo 0O, es decir antes de 1la
administracién de 1la dieta, y posteriormente se decapitaron
grupos de 3 ratas despuds de recibir su dieta por 1, 3, 6, 12y
24 horas respectivamente. En el experimento No.2, en el cual se
lez habfa administrado la dieta al 18% de caseina por periodos
restringidos, el difa del experimento se les dié a la mitad del
grupe total de ratas una dieta al 6% de caseina y a la otra mitad
una dieta al 50% de caseina, siendo la finalidad de este
experimento el estudiar animales adaptados a una dieta "normal“,
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cémo responden en la expresidn de los genes en estudio cuando
gubitamente se administra wuna dieta con muy bajo o ﬁuy alta
contenido proteico. Al igﬁal que en el experimento No.l las ratas
fueron decapitadas a log mismos tiempos. Finalmente en el
experimento No.é, el propésito era observar cémo resgponden
animales previamente entrenados a consumir dietas con un alto
contenido proteico (50%), y subitamente administrarles una dieta
con el mismo éontenido proteico o una dieta muy baja en su

concentracién de proteina.

En la FIGURA No.3 se muestran los niveles relativos del ARNm
para la enzima tirosina aminotransferasa con los diferentes
tratamientos dietarios. Como puede observarse en aquellos
animales alimentados con una dieta de casefna al 18% tuvieron un
aumento en su concentracién 1 hora despies de haber iniciado la
administracién de la dieta, dicho incremento se mantuvo
relativamente constante degpies de 12 horas, fluctuando de 1.29 a
1.91 veces mds la concentracién de su ARNm especifico, sin
embargo a las 24 horas mostré un pico mdximo con un aumento de
4.2 veces los niveles basales del ARNm de la tirosina
aminotransferasa. El aumento en las concentraciones del ARNm
puede ser debido al cambio adaptativo que sufrieron los animales
al recibir su alimento durante el dia y no durante la noche., Como
es bien conocido las ratas acostumbran a comer su alimento
durante la noche, se han realizado estudios que muestran que mds
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Figura 3

Niveles relativos de ARNm de la enzima Tirosina

Aminot ferasa en higado de ratas alimentadas
con diferentes tratamientos dietarlos.
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Las ratas fueron alimentadas con una dieta que contenia 18 0 50% de caseina
1a cual les fue administrada por un periodo de 7 hrs (9 a.m. a 16 p.m.), y el dfa
del experimento las ratas fueron alimentadas con una dieta que contenfa 6, 18
0 50% de casefna de acuerdo con el procedimiento descrito en la secci6n de
materiales y métodos.

Cada punto representa el promedio de los niveles relativos de ARNm del
higado de 3 ratas y Ia barras el error esténdar.
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FIGURA No. 4 Northern Blot de la enzima TAT con tratamiento de

caseina al 18%. Experimento control.

TIEMPO hrs
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FIGURA No.8 Dot Blot de la ensima TAT bajo los difarentes

tratamientos dietarios.
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Serie I Tratamiento con casefna al 6% (16%-6%).
Serie II Tratamiento con caseina al 50% (18%-50%)
Serie III Tratamiento con casefna al 6% P.L (50%-6%)
Serie IV Tratamiento con caseina al 50% P.L, (50%-50%)
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del 95% del consumo total de alimento, la rata lo realiza durante
la noche. La actividad de la enzima TAT muestra un ritmo
circadiano, mostrando su pico alrededor de la medianoche. Debido
al revertimiento gque 8e realizé con su ciclo alimenticio, sge
podria considerar que el pico de actividad de TAT de las 24
horas, corresponderia al pico de actividad de esta enzima de las
12 horas observado en ratas c¢on un ritmo de alimentacién sin

cambio en su patrén.

Interesantemente cuando una rata se adapta a consumir una
dieta con un contenido de 18% de protefna, y el dia del
experimento se le administra una dieta con bajo contenido
proteico (6% caseina), la capacidad que tiene la rata para
oxidar el excedente de amino&cidos es muy alta, y no requiere
sintetizar mds maquinaria enzim&tica para lograrlo. En este caso
se observé, que hubo una disminucidn en los niveles del ARNm de
la TAT., Sin embargo, cuando la rata estaba adaptada a consumir
una dieta al 18% de caseina, y el dfa del experimento se exponen
estos animales a una dieta con alto contenido proteico {50%), su
capacidad para degradar este exceso se ve rebasada. por lo que
requ@riria una mayor cantidad de enzima para degradar este
excedente, y en el experimento se observé (FIGURA No.3) que ya a
la tercera hora desplies de haber recibido el alimento existfa un
aumento de 3.2 veces mds de ARNm de TAT que al inicio de su
alimentacién., Este incremento fue progresando de manera que a las
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6 horas habia niveles mayorss de 6 veces de ARNm de esta enzima,
a Iasylz horas B8 veces mds, y a las 24 horas 10 veces mds los
nivéles basales, lo que indica que estos animales aumentaron la
sintesis de esta enzima para poder degradar el exceso de proteina

ingerida.

Por otro lado aquellos animales adaptados a cornsumir dietas
con un contenido de 6% de caseina, su capacidad para hacer frente
a ingestas menores de proteina es muy alta, y se observo
claramente que estos animales normalizaron répidamente los
niveles de ARNm de TAT cuando se alimentaron el dia del
experimento con dietas que'qontenian 6% o incluso 50% de caseina.
Estos resultados indican que el nivel de expresiéon del gen de TAT
estd fuertemente controlado por el estado adaptativo al que‘ha

sido sometido el animal.

Para el caso de la enzima fenilalanina hidroxilasa, cuando
las ratas fueron alimentadas con una dieta al 18% de proteina a
diferencia de‘la énzimg,TAT no.se observé la presencia de ningun
ritmbr citéﬁd§§50'ny 'pr&cticamente los valores estuvieron muy
cerédnpér al valor .inicial, existiendo una wvariacién en los
.niVelés: de su ARNm especifico de 0.3-0.9 veces mas su valor
’inicial (FIGURA No.6). Nuevamente se mostré para esta enzima que
los grupos de animales que fueron alimentados con una dieta que
contenfa 18% o 50% de caseina, y el dia del experimento se
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Niveles Relativos de ARNm (%

Las ratas fueron alimentadas con una dieta que contenia 18 0 50% de caseina
la cual les fue administrada por un periodo de 7 hrs (9 am. a 16 p.m.), y el dia
del experimento las ratas fueron alimentadas con una dieta que contenfa 6, 18
0 50% de casefna de acuerdo con el procedimiento descrito en la seccién de
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. FIGURA No.7 Northern blot de la enzima PAH con tratamiento de
casefna al 18% Experimento control,

. TIEMPQ_hrs-
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FIGURA No.8 Dot blot de la enzima PAK bajo los diferentes

OUB@ Y— e
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tratamientos dietarios.
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les daba una dieta .con un contenido proteico menor o igual(6% o
50%) respectivamente, sus niveles de ARNm especifico fueron

controlados para retornar a niveles basales.

Sin embargo, cuando un grupo de ratas fue adaptado a
consumir una dieta al 18% de caseina y se le administré el dia
del experimento una dieta con 50% de caseina los niveles de ARNm
de la enzima PAH, incrementaron de manera similar a les ARNm de
la TAT, siendo tres veces mds altos a las 3 horas, 3.5 veces a
las 6 horas, 7.4 veces a las 12 horas y 10 veces m&s altos a las

‘ 24 horas. Estos resultados vuelven a reforzar el hecho de que las
enzimas degradadoras de aminodcidos sufren una rdpida adaptacion
cuando el organismo g8e expone subitamente a elevadas

concentraciones de proteina en la dieta.

Estos- resultados concuerdan con estudios que se han
- realizado con estas y otras enzimas degradadoras gque se han
.estudiédd.‘Se,hu observado que en dietas con un elevado contenido
proteico, enzimas como la tirosina aminotransferasa, aspartato
uﬁinotfansferasa, alanina aminotransferasa, serina dehidratasa e
histidasa, 1las cuales estdn involucradas en la degradacién de sus
respectivos aminodcidos, 8u actividad se ve estimulada por la
ingestién de dietas con un alto contenido de protefna. Es
importante enfatizar que el propésito de estas enzimas es el de
oxidar todo el exceso de aminodcidos de manera que se vuelva a
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.normalizér el patrdn de amincdcidos en sangre Y evitar asf la
toxicidad por aminodcidos. En el momento en que existe wun gran
aumento de aminodcidos en la sangre, algunos 6rganos tales como
el cerebro o 'el_corazén protegen de ese exceso limitando el
acceso de éstog al espacio intracelular por medio de limitaciones

a través del transporte de aminodcidos.

Es importante el considerar que aquellas protefnas que
tienen una regulacién muy rdpida en su expresidén, estén
relacionadas con una vida media muy corta (tk). Se han descrito
protefnas que tienen wuna vida media de minutos, hasta otras que
tienen una vi&u media de meses. En el caso de las tk de algunas
enzimas degradadoras que se conocen estdn en el intervalo de 1-2
horas como es el caso de la TAT, hasta 2-3 dfas como en el caso
de la histidasa; estos tiempos permiten observar cambios répides
en la expresién de los genes de estas enzimas. El nivel al cual
se regula la expresién de estos genes es ain campo de estudio,
las posibilidades para interpretar el aumento en la concentracioén
de los ARNm de estos genes puede ser debido a que exista un
aumento en la transcripcion de éstos. o a una disminucién en la
velocidad de degradacisén de sus ARNm. Los presentes resultados no
nos permiten elegir entre cualquiera de estas dos posibilidades,
sin embargo estudios con serina deshidratasa indican que la
regulacién ocurren a nivel transcripcional, lo que podria ser el
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Figura 9

Niveles relativos de ARNm de la enzima Fostosnol
Piruvato Carboxicinasa en higado de ratas
allmentadas con diferentes {iratamiontos

dietarios.
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Las ratas fueron alimentadas con una dieta que contenia 18 0 50% de caseina
la cual les fue administrada por un periodo de 7 hrs (9 a.m. a 16 p.m.), y el dfa
del experimento las ratas fueron alimentadas con una dieta que contenia 6, 18
050% de casefna de acuerdo con el procedimiento descrito en la seccién de
materiales y métodos.

Cada punto representa el promedio de los niveles relativos de ARNm del
higado de 3 ratas y la barras el error esténdar.
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FIGURA No,10 Northern Blot de la enzima PEPCK con tratamiento
con caseina al 18%. Experimento control.

TIEMPO hrs,
1t 3 6 1 XA

105



FIGURA No.11 Dot blot de la anzima PERCK baje difarentas
tratamientos dietarios.
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mecanismo & través del cual estas enzimas se regulen. Sin
embargo, esS necesario realizar estudios de  velocidad de
transcripcién haciendo uso de ensayos ‘'run off", con lo gque se
determinarfa si el aumento de los ARNm de TAT y PAH se deben a un

aumento en la transcripcién.

En el cagso de la enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa
(PEPCK), la cual es fundamental en la via de la formacién de la
glucosa endégena (gluconeogénesis), y la que en estudios en ratas
con dietas que contienen muy bajos niveles de hidratos de
carbono, o durante inanicién, o con glucagon, se ha observado un
aumento en su actividad. Interesantemente, se ha reportado que
esta enzima tienen una localizacién zonal en el higado,
encontrédndose con una mayor abundancia en los hepatocites
periportales que en los perivenosos, lo cual no se ve alterado
por ritmo de alimentacién. En el presente trabajo se observé gque
en aquellos animales que habfan sido adaptados a ingerir dietas
que contenfan 18% de caseina, sus niveles hepdticos de ARNm de
PEPCK fueron aumentando conforme transcurrié el periodo de ayuno,
el cual se iniciaba a las 16:00 p.m y terminaba a las 9:00 a.m
del siguiente dfa, sin embargo aquellos animales que habian sido
adaptados a consumir dieta que contenia 50% de caseina y el dia
del experimento se les continuaba administrando la misma dieta
tendieron a reducir las concentraciones de ARNm conforme se
alargaba el periodo de ayuno (FIGURA No.%), lo cual puede
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Figura 12

Niveles Relallvos de ARNm de Albumina en

higado de ratas alimentadas con diferentes
tratamientos dletarios
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Las ratas fueron alimentadas con una dieta que contenia 18 o 50% de caseina
la cual les fue administrada por un periodo de 7 hrs (9 a.m. a 16 p.m.), y el dfa
del experimento las ratas fueron alimentadas con una dieta que contenfa 6, 18
050% de casefna de acuerdo con el procedimiento descrito en la seccién de
maleriales y métodos.

Cada punto representa el promedio de los niveles relativos de ARNm del
higado de 3 ratas y la barras el error esténdar.
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FIGURA No.13 Northern blot de Albimina con caseina al 18%
Experimento control.
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PIGURA No. 14 Dot blot de albdmina bajo diferentes tratamientos

dietarios.
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FIGURA No.15 Dot blot del ribosomal 283.
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explicarse a que debido al exceso que se ingiere de aminedeidos,
éstos probablemente proveen la energia requerida y por lo tanto
el organismo no requiere entrar en un proceso de gluconeogénesis

muy extenso, caso opuesto a lo gue ocurre cuando la ingesta de

proteina es menor.

En el caso de la expresidn del gen de la albumina en los
cinca tratamientos dietarios se observé un aumento temporal de
loB niveles de ARNm en el grupo de ratas adaptadas a una dieta al
18% y el dia del experimento expuestas a una al 5% de caseina, y
en el grupo adaptado a una dieta al 50% de caseina y alimentado
el dfa del experimento con una dieta al 6% de caseina, ¥ su
gignificancia es poco clara y requiere més investigacién para
explicar estos fendmenos, sin embargo, précticamente los niveles
de ARNm de albuimina permanecieron estables en las ultimas 12

horas del dia experimental (FIGURA No.12).

Es importante hacer notar que se realizaron Northern Blots
hibridande con la sonda de ARN ribosomal (285) y mostraron que no
existen variaciones en las concentracionss de ARNm en las

membranas de hibridacidn.



CAPITULGOG IV.

CONCLUSIONES.



CONCLUSIONES.

Los resultados encontrados indican que el nivel ‘de la
expresién del gen de la enzima TAT, estd fuertemente controlado

por el estado adaptativo previo.

Las enzimas degradadoras de aminodcidos sufren una rédpida
adaptacién cuando el organismo se expone subitamente a

concentraciones de proteina diferente a la '"normal". Su actividad

ge ve estimulada por la ingestién de dietas con un alto contenido

de proteina.

De manera general, estos experimentos confirman “los

hallazgos iniciales en que se observaron que las ratas

alimentadas con dietas que contienen elevadas cantidﬁdes ,de

protefna presentan altas actividades de las enzimas degradadoras

de aminodcidos, y muestran que, la cantidad de proteina{iaéij&bmdj

la frecuencia y cantidad neta de alimento, y los ‘pekiédos de

ayuno afectan de una manera directa o indirecta la regulacioﬁ de
la expresién de los genes de estas enzimas, probablemente a nivel
transcripcional. Esta interrelacién tan importante que existe
entre el medio ambiente como es la dietay la informacioén
genética, se manifiesta de una manera muy importante a través de
la homeostasis, y refiriéndose especificamente al metabolismo de
aminodéidos las alteraciones en el genotipo de wun organismo se

reflejaran en el fenotipo. el cual resulta ser principalmente el
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patrén y los niveles de amincdcidos en plasma, siendo las
adaptaciones realizadas en el _orgrar‘)‘iv'smo‘cuando se ingieren dietas
gon bajos o elevados niveles de pfoteina (aminodcidog) necesarias

para mantener un patrén y nivel de aminodcidos "normal".

Este estudio provee las bases para analizar en futuros
estudios ctales son los mecanismos que producen la regulacién de
la expresién de los genes de las enzimas degradadoras de

aminodcidos.
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ANEXO.

-~ Resultados de absorbancias.
EFECTO DE UNA DIETA AL 18% PROTEINA. Experimento control.

Se seleccionaron solamente dos higados para analizarlos por cada
grupo de ratas:

Grupo No.l correspondiente a 1 hora se seleccionaron los
higados de las ratas 12 y 14,

Grupo No.2 ( 3 horas de tratamiento) ratas # 20, 22.

Grupo No.3 ( 6 horas de tratamiento) ratas # 05, 13,

Grupo No.4 (12 horas de tratamiento) ratas # 06, 10.

Grupo No.5 i24 horas de tratamiento) ratas # 11, 18.

Es importante mencionar que séio aparecenHSIQrupos de ratas
porque el grupo correspondiente al txempo 0 se eliming,
Una vez que se realiza la extraccién como md:ca el protocolo
antes citado, se tienen que realizar las lecturgs de "absorbancia

correspondendientes para cada muestra.r

Ya hechas estas lecturas por tr:pl:cado. se selecc1onun las dos‘ )

lecturas mas parec1das, se les. culcula

ulor promed:o y este

gerd el valor a utilizar parq;hqqer:lo:i calculos poster:ores

Las lecturas obtenidas son :

RIE




TABLA I. Lecturas de absorbancia y cdlcule de las concentraciones

de ARN.
PROTEINA AL 18%
No, Tiembo Valor Concentracio Volumen

muestra promedio de n en la necesarioc para
(hra). absorbancia | musstrafug tener 10 ug de

a 260 nm. de ARN/uL) - | ARN por ulL.

1 1 0,5250 10.58 0.9451

2 1 | o336 6.62 1.5100

3 3 0.4058 8.19 1.2200

4 3 0.2425 4.85 2.0600

5 6 | 0.4137 8.27 1.2086

6 3] 0.3617 - 7.23 1.3825

7 12 | 013499 '6.99 1.4287

8 12 0.4095 6.19 1.2200

9 - 24 0.1669 3,33 2.9958

10 24 0.2194 4.39 2.2780

Una vez que se tienen estos valores , se calcula la cantidad de
ug de ARN que se tienen en cada muestra por ul de la misma con la
siguiente operacién:

(Valor promedio de A260) ( 40 ug ARN / 1 unidad de A ) / 2 ubL
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EFECTO DE UNA DIETA CON ALTQ Y BAJO CONTENIDO PROTEICO

Nuevamente se

(6% y 50% Caseilna)

hizo la seleccién de las muestras a extraer, dos

higadog por cada grupo de ratas:

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

No.l correspondiente a 1 hora de tratamiento con -

proteina al 6% se seleccionaron las ratéa ;;,

# 03, 16{

No.2 corresponde a3 horas de - tratumlent

" protefna al 6% B ratas‘# 2

No.3 correspond:ente a6 horas de~tratam1ento con
proteina al 6%,. ratas # 10 06.

No.4 corresponde a 12 horns de tratam:ento con
proteina al 6% , ratas # 09,17,

No.5 corresponde a 24 horas de tratamiento con
proteina al 6%, ratas # 29,28.

No.6 corresponde a 1 hora de tratamientc con
protefna al 50%, ratas # 12,14.

No.7 corresponde a 3 horas de tratamiento con
protefna al 50%, ratas #. 05,13.

No.8 corresponde a 6§ horas de tratamiento con .
protefna al 50%, ratas # 18,23, .

No.9 corresponde a 12 horas de tratamiento con
protefna al 50%, ratas # 01,08.

No.10 corresponde a 24 horas de tratamiento con

‘proteina al 50%, ratas # 04,27.
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TABLA II. Valores de las lecturas de absorbancia
correspondientes a cada muestra, con sus respec'tivos valores de
concentraciones y voliumenes.

EROTEINA AL 6%

No. Tiempo | Valor Concentracioén Volumen
muestra | (hrs) | promedio de |en la muestra {necesario de
absorbancia (ug de ARN en { la muestra
a 260 nm. un ul). para tener 10
. ug de ARN/ul.
1 1 0.2702 5.40 1.8500
2 1 0.3214 6.42. . 0.9400
3 3 0.2404 ST40 2.0800
4 3 0.3113 ' 1.6100
5 6 0.2330" 1,0000
6 6 . 29000
7 12 " 2.9500
8 12 - 2.9500
9 24 2.2000
10 [ 24 4:0000
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TABLA III. Lecturas de absorbancia y valores de las

concentraciones necesarias de ARN.

PROTEINA AL 50%

No. Tiempo Valor Concentra- Volumen
. ‘|promedio de cion de la necesario para
muestra, (horas) {absorbancia muestra en tener 10 ug de
- a 260 nm ug de ARN/uL | ARN/uL.
11 1 0.1486 4.23 2.3600
12 1 0.2115 4.23 2.3600
13 3 0.4545 9.09 1.1000
14 3 0.1739 3.47 2.9500
15 6 0.1485 2.97 3.3500
i6 6 0.3646 7.29 1.3700
17 12 0.1032 2.06 4.8400
18 ' 12 0.2734 5.46 1.8200
19 24 0.1730 3.46 2.9000
20 24 0.0559 3.46 2.9000
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EFECTO DE UNA DIETA CON ALTOQ Y BAJO CONTENIDO PROTEICO
PERIODO LARGO (Casefna al 50% y al 6%).xvf
Las ratas seleccionadas ' en este exper:mento fueron jias
siguientes: » )
Grupo No.l1 corresponde a 0 horas ya'qﬁe'éste eg el grupo
controi.‘ratas * 24,16,
Grupo No.2 gorrgsponde a' 1 hora de tratamiento con
protefna al 6%, ratas # 35,22.
Grupo No;a corresponde a 3 horas de tratamiento con
protefna al 6%, ratas # 06,21.
Grupo No.4 corresponde a 6 horas de tratamiento con
proteina al 6%, ratas # 25,31,
Grupo No.5 corresponde a 24 horas de tratamiente con
protefna al 6%, ratas # 28,34. i
Grupo No.6 corresponde a 1 hora de tr&tamienfo':éoh
_ proteina al 50%, ratas # 15,33. S
Grupo No.7 corresponde a 3 horas de -tratamiento'con
" protefna al 50%, ratas # 11,18.
Grupo No.8 corresponde a 6 horas de tratamiento con
proteina al 50%, ratas # 01,08,
Grupo No.9 corresponde a 24 horas de tratamiento con

proteina al 50%. ratas # 04,19,



TABLA IV. Valor promedio de las lecturas de absorbancia y

concentraciones de ARN.

PROTEINA AL 6%

No. Tiempo . Valor Concentracioén Volumen
muestra. (hrs). |promedio de ug de ARN/uL.| necesario
absorbancia para tener 10
a 260 nm. ug ARN/uL.
21 0 0.1896 3.79 2.6371
22 0 0.1765 3.53 2.8328
23 1 0.2465 4.97 2.0100
24 1 0.1334 2.66 3.7400
25 3 _0.3794 7.58 1.2000
26 3 0.3034 6.06 1.6479
27 6 0.2952 5.90 1,6930
28 (] 0.2256 4.51 2.2150
29 24 0.1895 3.79 2.6370
30 24 0.1895 3.79 2.6370




TABLA V. Valores promedio de las lecturas de absorbancia y
concentraciones de ARN. ’

PROTEINA AL 50%
No. Tiempo Valor Concentra- Volumen

muestra. (hrs). promedio de cién de ARN |necesario para
absorbancia ug/ul. tener 10 ug de

a_260 nm. ABRN/uL,

9 0.1896 3.79 2.6371

0 0.1765 3.53 2.8328

31 1 0.3642 7.28 1.3726

32 1 0.2466 . 4.93 2.0222

33 3 0.1624 3.24 3.0770

34 3 0.1144 ' 4.3700

35 6 0,1185 4.2190

36 6 0.2195 2.2779

37 24 0.2999 L 1.6672

38 24 0.2236 ) '2,2360
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