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EFECTO DE UNA ALIMENTACION MARGINAL SOBRE LA ACTIVIDAD
PROTEOUTICA (sistema ubiquitina-proteasomas) EN TEJIDOS DE LA RATA
LACTANTE, SU COMPOSICION CORPORAL Y LA PRODUCCION DE LA
LECHE. Lic Nut Margarita Cervantes Rodriguez. Linea de Investigacion:
Metabolismo de proteinas y Lactancia.

Después del nacimiento, el (hico medio para obtener un crecimiento adecuado es
que ja madre pueda ofrecer a sus crias un volumen de leche que contenga
cantidad suficiente de energia y de nutrimentos. La madre puede obtenerlos de la
dieta y de la movilizacién de las reservas corporales acumuladas durante el
embarazo. Hay evidencia suficiente de que la rata durante la lactancia, incrementa
su ingesta de alimentc hasta en un 300% y que las reservas corporales lipidicas
son completamente movilizadas durante este periodo, aunque la presencia de una
reserva corporal de proteinas y su movilizacion es parte actual de una controver-
sia, se ha observado que al finalizar la lactancia la rata madre pierde proteina
corporal a pesar del incremento en el consumo de alimento. En nuestro laboratorio
se ha demostrade que en ratas alimentadas a libre demanda, existe un incremento
en la actividad proteolitica de las catepsinas D y L en el higado, la glandula
mamaria y & musculo, Se desconoce como una digta nutricionaimente marginal
pueda afectar las reservas de proteina vy lipidos v la actividad de un sistema
proteolitico asociado con la perdida de proteina en varios tipos de atrofia. Objetivo.
Conocer la participacion del sistema ubiquitina-proteasomas en la protedlisis que
ocurre en la lactancia cuando la rata recibe una alimentacién marginal cronica y
determinar la modificacion en la composicion corporal v su repercusion en la
cantidad y la calidad de la leche producida. Métodos. Se utilizaron dos grupos de
ratas blancas Sprague-Dawley: uno de ellos fue alimentado con una dieta que |
cubrio las recomendaciones para los roedores (NP) vy el ofro grupo con la dieta
marginal (KP). Los dos grupos consumieron su dieta desde dos semanas antes de
la cruza (adaptacién) y hasta el final de la lactancia; los dias de experimento
fueron al inicio de la lactancia (dia 1), el dia de maxima produccion de leche (14 de
lactancia) y al final de esta (dia 21) Para medir la actividad de ia enzima en el
higado, la glandula mamaria y el paquete muscular se utilizd el método de Fagan y
Goldberg, para estudiar la composicion corporal de ias madres, se utilizd para
proteinas el método de Kjeldahl y para lipidos el de Goldfisch. El dia 14 de
lactancia se midid la produccion de leche utilizando agua titiada (método de
Godbole) y para la composicion de la leche: la concentracion de proteina por el
método de Lowry, para lipidos el de Folch v la lactosa se determind por un
método enzimatico

RESULTADOS: Las ratas a las que se les proporciend la dieta KP mostraron las
siguientes diferencias con su grupo testigo (NF) .El pesc de la carcaza seca el dia
14 de lactancia fue menor (33.04 £ 2.10 g KP vs 36.43 £ 3.71 g NP, p<0.05). Ei
contenido de lipidos corporales disminuyd por efecto de la lactancia en los dos
grupos, solo que el grupo KP gl dia 14 de lactancia los tenia en menor cantidad
(5.26 £ 0.69 g KP vs 718 £ 0.79 g NP; p< 0.0002) y hacia el final de la lactancia
fue el grupo testige quien baié su contenido de lipidos, resultando para este dia la
misma cantidad en ambos grupos (4.74 + 0.9 g KP vs 458 + 12 g NP) El



contenido de proteina el dia 14 de lactancia para las ratas con la dieta KP fue
menor aungue no alcanzd la diferencia significativa (21.83 £ 3.04 g NP vs 20.54 +
3.31 g KP). La actividad especifica de los proteasomas (ng de Metil Cumarina
(MCAYmyg de proteina/min} aumentd en el higado del grupo KP al dia 14 de la
lactancia (24 6 + 6.8, NP vs 96.0 & 21.4, KP, P< 0.0001). La actividad especifica
presente en la glandula mamaria fue mayor en las ratas con alimentacién marginal
KP que en el grupo festigo al dia 14 de lactancia 30.52 £ 5.8 vs 5§1.33 £ 8.9; NP
vs KP; p< 0.0001) y de la misma manera al final, 37.55 + 8 1 vs 51.58 £ 7.7 para
NP y KP, respectivamente. La actividad especifica de los proteasomas en el
msculo no presento diferencia significativa en los tres dias de lactancia entre los
dos grupos de alimentacion.

Al reportarse la actividad de los proteasomas por érgano o tejido total es decir en
pg de MCA liberada /érgano o tejido total/ min, se encontré que el higado de las
ratas KP en el primer dia de lactancia tuvieron una actividad estadisticamante
mayor que las ratas testigo y menor al dia 14 de la lactancia; La actividad total de
la glandula mamaria fue significativamente mayor. en las ratas KP al inicio de la
lactancia (p< 0.05) y se incrementd aun mas el dia de maxima produccion de
leche (p= 0.0001). E! tejido muscular presentd los valores mas altos de la actividad
total, al dia 14 de lactancia la actividad total del tejido fue menor en las ratas KP
que en las ratas testigo, pero al final de la |lactancia los valores fueron mayores
para las ratas KP que para las NP. A pesar de los cambios presentados por las
ratas con la alimentacidn marginal, también tuvieron deficiencias en el volumen
producido de leche y en su calidad. El volumen producido al dia 14 fue de 48,5 £
5.48 ml para el grupo testigo y para KP fue de 41.1 £ 6.00 mi (p< 0.01), la
concentracion de proteinas y lactosa fue menor en el grupo KP que el grupo
control (p< 0.0001 y p< 0 02, respectivamente) Mientras gue la concentracién de
lipidos fue mayor para las ratas alimentadas marginaimente (p.= 0.0001). Estos
cambios en conjunto provocaron que las ratas con la dieta KP tuvieran crias al
nacimiento con un peso similar a las crias del grupe confrol, pero a partir del
quinto dia de edad las crias empezaron a detener su ganancia de pesc en un 10
% y hacia el dia 14 este retrazo es del 16% y al dia 21 de 27%.

CONCLUSIONES. Ademas del estrés de la lactancia una alimentaciéon marginal
(KP) provocd en el organismo la mayor participacion del sistema de los
preteasomas en el recambio de proteinas en el higado, al dia 14 de lactancia. La
glandula mamaria por su elevada actividad de sintesis-hidrélisis aumento la
hidrélisis de proteinas y se observé un aumento en la actividad especifica en la
raia con alimentacion marginal a pariir del dia 14. El tejido muscular de los dos
grupes presentd mayor actividad total de los proteasomas en el dia 14 de lactancia
sin que acarree pérdida neta de proteina corporal. Finalmente, a parte de afectar
una alimentacion inadecuada al organismo materno, hubo una reduccién en la
produccian de leche y en el contenide de algunos nufrimentos importantes
especiaimente proteina. Y estos cambios llegaron 2 influir en la ganancia de peso
de la cria a partir del dia 5 agudizandose mas hasta al final de la factancia. Es de
suponerse que es a partir del quinto dia las deficiencias de energia y nutrimentos
en la dieta empieza a afectar la produccion de leche y porende alacria.



EFFECT OF A MARGINAL FOOD INTAKE ON THE PROTEOQLITYC ACTIVITY
(ubiquitin-proteasome  system) IN THE LACTATING RAT TISSUES, ITS
CORPORAL COMPOSITION AND MILK PRODUCTION

Lic.Nut. Margarita Cervantes Rodriguez.

Research field: Proteins metabolism and lactation

After birth, the only way 1o get and adequate growth is that mother can offer to
her offspring a milk volume containing a suitable energy intake and nutriments.
The mother may get this nourishment from diet and by mebilizing the body
reservoirs accumulated during pregnancy. Evidence exists that during lactation,
rat increases its food intakes up to 300% and that the lipidic corporal reservoirs
are completely mobilized during this stage. Presence of corporal protein
reservoirs is actually eonfroversial, it has been cbserved that by the end of
lactation, the nursing rat may lose corporal proteins even when food intake is
increased. Studies in our lab have demonstrated that rats fed in a free way
present an increase in the proteolytic activity of D and L catepsins from the liver,
mitk glands and muscle. There is not enough information of how a marginal diet
can affect proteic and lipidic reservoirs and also how the activity of a proteolytic
system is associated with lose of protein in several atrophy types. Objective:
The aim of this study is to know the participation of the ubiquitin-proteasome
system in the proteclysis, that takes place during lactation when nursing rat
receive a chronic food intake in marginal conditions. It is necessary to determine
the modification of body composition as well as its repercussion in the amount
and quality of the produced milk. Methodology: Sprague-Dawley white rats were
divided in two groups: a) control group fed with a diet recommended for rodents
{NP), b) group fed with a marginal diet (KP}. All the animals wers fed with their
correspondent diets two weeks before breeding (adaptation) until the end of
tactation. The days of experiment were at the beginning of lactation {day 1), the
day of maximum milk production {day 14 of lactation), and at the end of lactation
{day 21). To measure the enzyme activily in the liver, mitkk glands and muscle we
used the Fagan and Goldberg method; to study body ¢composition in the rats we
used Kjeldahl method for proteins and Goldfish method for lipids. The day 14 of
lactation, milk production was measured using tritiad water {(Godbole), and for
milk composition we used Lowry for proteins, Folch for lipids and an enzymatic
method for lactose, Results: Rats fed with a marginal diet (KP) showed the
following results compared to control group (NF): weight of dry carcass at day 14
of lactation was lower (33.04+2 10g KP vs 36.43 #3.71 g NP; p<0.0002); this
means that KP rats mobilized a bigger amount of lipids In KP rats the protein
content by day 14 of lactation was lower but without a significant difference
(21.83+3 04 g NP vs 20.54+3 31g KP). Specific activity of proteasomes (ng of
MCA/mg of protein/min) was increased in the liver of KP rats group by day 14 of
lactation (24 6+6.8 in NP vs 96.0+21 4 in KP; p<0.001). Specific activity present
in milk gland is bigger in rats with marginal diet KP than in control group NP at
day 14 of lactation (30.52+5.8 vs 51.3318 9, NP vs KP, p< 0.001). The same
behavior was cobserved at day 21 of lactation (37.55+8.1 vs 51.58+7.7 ng of
MCA/mg of protein /min for NP and KP, respectively).



Specific activity of proteasomes in muscle did not show significant difference at
three days of lactation between the two study groups NP or KP. When specific
activity of proteasomes was analyzed for organ or total tissue (ug of MCA
released/organ or total tissuefmin) it was found that liver of KP rats in the first day
of lactation has an acfivity sfatistically higher than control rats and lower at day
14 of lactation. Total activity of milk gland is significantly bigger in KP rats at the
beginning of lactation (p<0.05) and increases more the day when milk production
is maximum (p<0.001). Muscle tissue is the one that presents the highest values
of total activity; at day 14 of lactation the total activity of the tissue is lower in KP
rats than control NP rats, but by the end of lactation the values are higher for KP
rats than for NP rats. Other changes observed in the rats fed with a marginal diet
were deficiencies in milk volume and quality. Regarding milk volume, it was
observed that by day 14 the volume obtained was 48.5+5 48 mi for controi NP
rats and 41.1+6.0 ml for KP rats (p<0.01). Proteins and lactose concentration
was lower in the KP group than the control group (p<0.001 and p<0.024,
respectively). However, lipids concentration was bigger for KP rats fed with a
marginal diet (p<0.01). These changes made that rats fed with a KP diet gave
birth to fitter with a similar weight than those from control rats. it was also
observed that after fifth day of birth the litters stop gaining weight in about 10%,
by day 14 this development delay is16% and by day 21 is 27%.

Conclusions: As well as lactation stress, a marginal diet (KP) may cause a
higher participation of the profeasome system in the interchange of liver proteins
at day 14 of lactation. In the milk glands this system participates in proteins
hydrolysis. {it has been suggested that can be abneormal proteins of short life), for
its elevated activity of synthesis-hydrolysis showing an increase in the specific
activity in the KP rats since day 14. Muscle tissue presents a higher activity of
proteasomes at day 14 of lactation, without causing lose of body protein. Finally,
more than affecting an adequate food intake for the mother, it has been observed
a reduction in milk production and in the content of some important nutriments,
particularly protein. These changes affect mainly the development and growth of
the litter after day 5, turning out worst by the end of lactation. it has been
suggested that after day 5 is when energy intakes and nutriment deficiencies
start affecting milk preduction and causing development delays.



INTRODUCCION

Para el organismo enfrenfarse al procesc de la lactancia sugiere una
cascada de cambios a nivel tisular, celular y ultra celular que se van presentando
desde la gestacidn en &l desarrollo embrionario in ufero, hasta el buen desarrollo
de la jactancia, siende decisiva para la primera etapa de la vida después del
nacimiento donde se presenta la mayor velocidad deé crecimiento. Es por ello que
se requiere una gran demanda de energia, macranutrimentos y micronutrimentos
para gue la madre pueda sintetizar leche en volumen y composicion adecuada
Los fenomenos fisiolégicos y bloquimicos que se adapian en este proceso estén
definidos principaimente para el metabolismo de lipidos; pero, la adaptacion en el
metabolismo de proteinas no ha sido descrita completamente.

Es el caso de la bien conocida curva bifasica de Naismith Morgan (48) que
varios autores han utilizado como referencia y que analizando detenidamente en gl
disefio experimental no resulta clara la acumulacién de proteina reportada en sl
musculo de la rata durante las dos primeras semanas de embarazo; lo que si esta
claro es que inician la lactancia sin ninguna reserva de proteina (al menos en el
tejido muscular), lo cual coincide con lo reportado en diversas especies. En la
siguiente seccidn se encontrara informacion mas explicita y abundante sobre este
tema.

Asi como existen datos importantes del aumento en la sintesis de proteina
en fejidos muy especificos como la giandula mamaria, también ocurre una hidré-
lisis importante de proteinas en el organismo lactante para el recambio proteico
por o que las enzimas que intervienen en la hidrolisis de proteinas se encuentran
aumentadas, por lo menos las catepsinas y la proteasa miofibrilar que ya han sido
estudiadas. Con este trabajo se pretende propener un nuevo sistema enzimatico
que interviene en la protedlisis que acontece en la lactancia; El sistema enzimatico
de los proteasomas dependiente de ATF y ubiquitina es quimicamente complejo
aungue no tanto fisioldgicamente, tiene todo un mundo de antecedentes en [a
pérdida de proteina tisular que nada tiene que ver con la lactancia, pero que de

igual manera se mencionan en los antecedentes de este trabaio.



Fue en los afios 50, cuando iniciaron los trabajos de lactancia que van
desde la composicion de la leche de varias especies, hasta el estudio del efecto
de la dieta sobre la produccion y composicion lactea; hasta ahora no se ha podido
aclarar esta relacion, y existe una diversidad de resultados que aln estan en
controversia y seran retomados en la parte correspondiente de fos antecedentes.

Finalmente, aungue existen las modificaciones mencionadas anteriormente
en la madre, parece encontrarse un mayor efecto de los cambios que se pudiera
sufrir en la lactancia {como la dieta) para las crias que para el organismo materno.

Los trabajos recientes del grupo del Dr Hernandez-Montes relacionados con
la composicion corporal de los dos elementos madre y cria, apuntan en esta
direccién.

l.a rata es una de-las especies gue mas se ha estudiado en esta etapa ya
que su tiempo de gestacién es relativamente corto, su crganismo y su conducta
han sido bien estudiados, tienen una produccion de leche mayor por Kg de peso
comparandola eon el humano y la alta concentracion de proteinas en la leche
aumenta la demanda de este nutrimento.

El presente estudic pone a su consideracion, tanto el punto de vista del
autor como una sefie de resultados novedosos e interesantes para quienes estén
interesados por los aspecios bioguimicos de la tactancia, ya sea de apoyo a
trabajos anieriores ¢ de referencia para nuevos estudios relacionados a este

interesante aspecto de |a nutricion y la lactancia.



ANTECEDENTES

1. BIOQUIMICA Y FISIOLOGIA DE LA LACTANCIA

En la lactancia los requerimientos de energia para la produceién de leche
son extremadaments alfos, aln cuando se observan condiciones de regulacién
coma una marcada supresion de la termogénesis y una importante disminucién en
las respuestas fisioldgicas al estrés por la liberacidon de la adrenalina y la
noradrenalina (1,2). Pero condiciones establecidas previas a la lactancia como el
deporte no afecta su desarrollo, ya que con un consumo adicional de energia se
compensa el aumento en el gasto total por el ejercicio {3). En la rata, el buen
funcionamiento y desarrollo de la lactancia se puede ver afectada en términos
negativos cuando es sometida nuevamente a un embarazo (4).

El aumento en los requerimientos de energia es compensado por un
aumento en el consumo de alimento, que se da en funcidn de la energia asociada
con el proceso de sintesis de leche y no directamente por los cambios hormona-
les. En general los animales con alta produccion de leche en relacion a su peso
" corporal tienden a comer mas (5), es el caso de la rata que aumenta en un 300 %
el consumao de alimento y en &l caso de las mujeres las recomendaciones son de
500 Kiiocalorias por arriba de sus necesidades fuera de este periodo. El aumento
en el gasto total de energia en mujeres lactantes tiene relacion con &l aumento en
el uso de la glucosa por la glandula mamaria determinandose ésta por la
composicién corporal de la mujeres y regulada por el medio hormonal, segun el
grupo de NF Butte (6). Los nutrimentos que son utilizados por la giandula mamaria
para la composicion de la leche principalmente se transfieren del plasma, asi que
todos los fendmenos fisiolégicos y bioguimicos que influyen en 1a composicién de!

plasma también lo hacen en la composicidn de la leche (7).



a) METABOLISMO DE PROTEINAS.

La capacidad para secretar leche depende del numero y de la actividad de
las células mamarias, el desarrollo de estas céluias anies y después del parto
reguiere proteina adicional para este crecimienio mamario. Ya en la lactancia se
incrementa considerablemente la demanda de aminoacidos que varia de acuerdo
a la cantidad de ieche producida y a su contenido de proteinas. Existen diferencias
enire dos especies, la rata produce una leche con una alta concentracion en
proteina 13.52 g/di (8), en comparacion con la leche humana que en la lactancia
femprana su contenido es de 1.5 g /d] y declina ligeramente a 0.8-09 g /dl en fa
lactancia estabilizada (9). En la rata, durante la lactancia los indicadores de
sintesis de proteina en la glandula mamaria se encuentran elevados como la
captacién de aminoacidos vy la velocidad fraccional de proteinas{10). Por otra parte
se ha encontrado que el fejido esplénico también aumenta su captacion durante la
lactancia temprana (11)

Hay tres fuentes de los constituyentes de la leche, los sintetizados en las
células secretoras, los sintetizados en ofras c¢élulas de la glandula mamaria y los
que son transferidos directamente del plasma a la leche En el caso de las
proteinas de la leche, Ia'prolactina e insulina intervienen en la sintesis de caseina,
de o-lactoaibiming, y de la p- lactoglobulina en células secretoras (12). Los
amino-acidos menos metabolizables y que se utilzan para sintesis de profeinas
son leucina, tirosina vy fenilalanina, los demas pueden recorrer esta u ofra via
metabolica como la gluconeogénesis, que en este periodo de laclancia se
encuenira disminuida, como ahorrador de nitrégeno  Algunas condiciones com-o la
hiperinsulinemia inhibe la protedlisis, pero no estimula considerablemente la
sintesis de proteina como sucede in vitro (13). Las hormonas relacionadas con el
metabelismo de proteinas son los estrogenos placentarios, la hormona del
crecimiento, glucocorticoides, la insulina y la prolactina (14). El recambio de
proteina es un proceso ciclico, los aminoécidos derivados de Ia degradacion de
pr'otelna intracelular son reutilizados para la sintesis de otras proteinas (15) o en
casc necesario para su oxidacion.



b). METABOLISMO DE LIPIDOS

Ei tejido adiposo juega un papel integral en |a preparacion para la estabi-
lidad de la lactancia El medio hormonal que prevalece en la lactancia temprana
condiciona a que se reduzca la capacidad de sintetizar lipidos por el tejide
adiposo, aumentando la velocidad de la lipdlisis de lo que resulta una pérdida neta
importante de lipidos del tejido adiposo (16). Los triacilgliceroles de la leche que
son cerca del 98% del contenido total de lipidos son sintetizados en las células
alveolares de la glandula mamaria, los acidos grasos de menos de 16 carbonos
provienen de la dieta v los de mas de 16 carbono provienen del tejido adiposo. En
ratas lactantes alimentadas con dieta de cafeteria, la alanina es utilizada por la
glandula mamaria para la lipogénesis (17). En la lactogénesis, la disminucién en el
niimero de receptores de insulina y el incremento de los receptores de adrenalina
en tejido adiposo alteran el metabolisme celular favoreciendo fa lipdlisis en rela-
cién con la lipogénesis (18). También se ha descrito que el cortisot v la corticoste-
rona se relacionan con un aumento en [a lipogénesis en glandula mamaria, en la
actividad de la lipoproteina lipasa y un aumento en el numero de receptores a
insufina en periodos de prolongacion de lactancia del dia 22 al 28 de lactancia
{19,

¢). METABOLISMO DBE HIDRATOS DE CARBONO.

La glucosa es utilizada primero para la sintesis de lactosa, de glicerol y para
la generacion de equivalentes reductores en ia glandula mamaria disminuyendo su
utilizacion por el tejide adiposo para la sintesis de lipidos; se ha rep-értado que los
recepiores de insulina se incrementan en el tejido mamario y disminuyen en el
' tejido adiposo en el parto, aparentemente en asociacion con la disminucion de la
progesterona, cambiando también ta afinidad de los receptores a insulina de ratas

lactantes en comparacion con animales virgenas (18).



2. ALIMENTACION Y LACTANCIA

a) REQUERIMIENTOS DE ENERGIA Y PROTEINA DE LA RATA EN LA
~ LACTANCIA.

En 1973, se formd un subcomité “Ad Hoc® del Consejo del Instituto
Americano de Nutricién para desarrollar las recomendaciones nufricionales de
ratas y ratones, sirviendo asi de guia y de unificacion en el uso de las dietas
estandares; en ese momento surgieron las primeras recomendaciones para las
ratas en periodo de lactancia que el comité describe como dieta purificada para
ratas y ratones denominada AIN-76™ que contiene 20 % de caseina y 385 Kiloca-
lorias por 100 gramos de alimento (20).

Para 1980, el comité después de una recopilacidn en el uso de esta dieta,
realizan cambios en la cantidad de vitamina K, en la adicion de antioxidante y en la
fuente de carbohidratos de la dieta; pero no realiza ninglin cambio de energia o
proteina para este tipo de dieta que ahora es denominada AIN-762 (21).

El ultimo reporte respecto a la dieta de los roedores tanto de ratas como de
ratones tuvo nuevos cambios en la fuente de carbohidratos que se pueden utilizar
de acuerdo al investigador y a su disefio de la dieta; para fuente de grasas se
propuso 70 g/kg de alimento utilizando el aceité de soya La nueva dieta no
presenta cambios en cuanto a la cantidad o en la fuente de proteina, solo que en
las nuevas disposiciones se recomienda suplementar la dieta con L-Cisteina y L- '
metionina y una adicién de un antioxidante llamado Santoguina; las mezclas de
vitaminas y minerales sin cambios. En este reporte la dieta recomendada para
roedores en etapa de desarrcllo, en gestacion vy en lactancia se denomina AIN-
93G que aporta aproximadamente 3800 kitocalorias. Este mismo comité disefid
una dieta de mantenimiento, que excluye los periodos catabdlicos del roedor y
esta dieta se denomind AIN-83M contiene una menor cantidad de proteina (14%) y
aporta 3600 kilocalorias por kilogramo de alimento (22).



b). EFECTO DE LA DIETA SOBRE LA PRODUCCION Y COMPOSICION DE LA
LECHE

La produccion de leche de mujeres lactantes de paises desarrollados es
similar al volumen producido por mujeres de paises subdesarrollados, a pesar de
las diferencias en la ingestion de energia y nutrimentos entre estas (7). Lo anterior
sugiere que la ingesta de energia materna no estd asociada con el volumen de
leche producido (23). Es conocido que la suplementacion de alimentos en mujeres
lactantes con malnutricidn prevalente no aporta beneficio alguno para el infante
aan cuando si se tiene un mejoramiento en la composicion de la leche (24). La
dieta de la madre puede en algunos casos afectar la composicion de la leche,
como lo prueba el estudio de la Dra Motil (25) con mujeres lactantes sometidas a
una dieta marginaimente restringida en proteina, donde no se encontrd efecto
sobre ia cantidad de leche producida ni sobre la cantidad de nitrégeno proteico, sin
embargo se observé un efecto de reduccidn en el nitrdgeno no proteico y en la
cantidad de aminoacidos libres contenidos en la leche, especialmente leucina,
fenilalanina e histidina. En ratas con dieta baja en proteina se afecta negativamen-
te la produccion diaria y la concentracion de sus proteina (8) Al disminuir la
calidad de la proteina de la dieta, también se ha gncontrado una reduccién de la
produccién de la leche adicional a la baja concentracién de proteina contenida en
esta (26). De igual manera sucede con la madres con dietas altas en lipidos que
producen una leche con alta concentracién de lipidos similares a la dieta recibida
(27). La expulsion de la leche preducida se debe a la oxitocina liberada en cortos
impulsos a través de la sangre hasta las mamas, donde provoca la contraccion de
las células epiteliales que rodean las paredes externas del alveolo (28).

¢) ALIMENTACION MARGINAL EN LA LACTANCIA

La calidad de la alimentacién es determinante en el estado nutricio
{composicién corporal) y en situaciones de mayor gasto energético por lo que



dicha alimentacion debe de cubriflas para evitar un -desgaste del propio
organismo. Con anterioridad se ha informado ampliamente de los cambios que
ocurrén en la lactancia los que provocan un mayor requerimiento de enhergia. Los
efectos que puedan provocar los cambios en la dieta de la madre durante la
lactancia se ven refiejados en su propic estado nutricio, en la calidad de la leche y
finalmente en el crecimiento de su(s) cria(s). Los dos primeros aspectos seran
analizados en el siguiente capitulo; con respecto a los cambios en el crecimiento y
desamrolic los resultados son contradictorios debido a que las dietas son
administradas por diferentes periodos ya sea desde la gestacion y la lactancia o
en periodos mas cories de lactancia, lo que ha llevado a diferentes conclusiones.

Se han utilizado diferentes tipos de dietas con deficiencias nutrimentales
en varias especies para estudiar su efecto en el desarrollo de la lactancia. Estos
estudios indican dque la fuente de proteina en ia dieta de la rata influye en el
desarrolle de la lactancia, ya que a 1atas alimentadas con una dieta marginalmente
baja en proteina (8%) afecta el peso corporal, el crecimiento de las crias y el
perimetro cefdlico de estas {29), tanto los pesos de cerebro e higado y la
concentracién de proteclipidos en el cerehro también se ve redusido (29-31).
Cuando la fuente de proteina de la dieta de la rata es el maiz y el frijol (8% de
proteina) se ve disminuido el contenido total de ADN, ARN y de proteina en el
higado (32). La deficiencia de algunos aminoacidos como la lisina v treonina en la
proteina del frigo, provecan un cambio en la poza de lisina en la glandula mamaria
y una deficiencia de este aminodacido en la leche producida; tanto la pobre calidad
y la baja cantidad de proteina (11.6%) en la dieta de la rata gestante, repercute en
un bajo peso de la camada al nacimiento y al dia 15 de lactancia se acentda aun
mas. (33).

Las dietas bajas en proteinas consumidas por las ratas en periodo de
lactancia no solo alteran los tres aspectos de la lactancia a la que se ha estado
refiriendo, si no también afecta a nivel celular disminuyendo el tamafio de los
adipocitos y aumentando el numero de receptores de membrana a insulina (34).
t.as ratas en periodo de lactancia aumentan todos los parametros de la sintesis de

proteina en glandula mamaria y en el higado, mientras que en el masculo se ve



disminuida la sintesis de proteina (35). Sin embargo, la administracién de una
dieta baja en proteina o con proteina de origen vegetal, provoca una disminucion
en la sintesis de proteinas en el higado y en la glandula mamaria (36,37) y un

desarrollo psicomotor deficiente (38).

d). RELACION DEL ESTADD NUTRICIONAL DE LA MADRE Y LA
PRODUCCION Y COMPOSICION DE LA LECHE.

En mujeres, los estudics para relacicnar el estado de nutricion con la
composicién de la leche producida, en general se realizan comparando los
indicadores de estado de nutricion de las mujeres lactantes contra mujeres no
lactantes. En estos términos, el cambio longitudinal del peso corporal durante la
lactancia presenta una perdida de 0.6 a 0 8 Kg /mes durante los primeros 4 a 6
meses postparto, y los pliegues supraileaco y subescapular disminuyen durante
los primeros 4 a 6 meses de lactancia (23).

En mujeres de los Estados Unidos el estado nutricional evaluado a través
de indices antropométricos no esta relacionado con el volumen de leche, mientras
que en paises en desarrollo aun no es muy claro porque los resultados han sido
controversiates. Villalpando y cols Encontraron una relacion entre la produccion
de leche y la adiposidad de la madre (39) y de la cantidad de lipidos en la leche
con el IMC de la mujer lactante (40). '

Las consideraciones del control fisiologico de la lactancia y del papel de 1a
cria en el proceso de la regulacién del volumen de leche se extiende a factores
maternales como edad, paridad, estrés, uso de sustratos y estado de nutricion. La
cantidad de leche transferida a la cria es considerada la cantidad de leche
producida aunque debe de reconsiderarse la leche remanente en la mama.
Recientemente la utilizacion de isotopos estables en humanos para realizar esta
medicién ha tomado mayor auge, y para las ratas es la técnica que en este trabajo
se describe.



3. CAPTACION DE NUTRIMENTOS POR LA GLANDULA MAMARIA.

a). APORTE DE AMINOACIDOS PROVENIENTES DEL MUSCULO.

El tejido mamario necesita para su praliferacion y para la sintesis de la
leche, sustratos que son principalmente obtenidos de la circulactén, la mayor parte
de estos sustratos provienen de la dieta y en menor cantidad de la movilizacion de
otros tejidos. Esta situacion estd bien descrita para los acidos grasos {(41) pero no
para los aminoacidos, ya que persiste la controversia de la pérdida de proteina
corporal. De alguna manera son los aminoacidos de la dieta, los principaimente
captados por la glandula mamaria (42) y algunas proteinas de origen hepético
como la alblmina y las globulinas (43). En esta condicién de lactancia todos los
indicadores relacionados con la sintesis de proteina en el tejido mamario estan
elevados como es el caso de la concentracion de DNA vy RNA, captacion de
amino&cidos, la velocidad fraccional de sintesis de proteina (10) y la actividad de
transaminacién y oxidacidn de los amincacidos (44). Uno de los primeros trabajos
relacionados con protedlisis en la lactancia son el de Naismith y Morgan (45) que
sugiere que durante los dos primeros tercios del embarazo en la rata se forma una
reserva de proteinas que es utilizada en el ultimo tercio de la gestacion por el
rapido crecimiento fetal, un trabajo reciente del grupo del Dr Hernandez-Montes
(46} diseftadc especificamente para comprobar lo anterior, no encuentra ninguna
formacién de reserva de proteina en el pagquete muscular en fa gestacién. Para el
periodo de lactancia, diversos estudios muestran que algunos organismos pierden.
proteina corporal (47,48) y esta pérdida tiene lugar en el misculo por medio de la
hidrélisis de sus propias -proteinas para la movilizacion de los aminoacidos (49)
coincidiendo con el mayor flujo sanguineo hacia el tejido mamario (42) y la mayor
captacion de aminoacidos libres por la glandula mamaria lactante (50). Con el
consumo de dietas isocaldricas con baja concentracidon de proteinas en ratas
lactantes no se encontrd pérdida de proteina corporal, ctando se analizd su
composicion corporal (51), pero las ratas con restriccion energética-proteica al

50% reducieron el contenido de proteina corporal hasta en un 30 % al final de la
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lactancia adicional a la restriccion (52). Los aminoacidos gue son captados por la
glandula mamaria son destinados a sintetizar proteinas de |2 leche como es el
caso de la caseina, siguiendo el mismo mecanismo conocido para la sintesis de
proteinas dentro de la célula; aunque también estos aminoacidos son utilizados
para la sintesis de proteinas estructurales del mismo tejido mamario y en menor
cantidad para su oxidacion. Existe poca informacion de cuales son las reservas
proteinicas corporales que se movilizan y se propone que la proteina del misculo
esquelético sea la principal fuente de aminoacidos endégenos dado que ese tejido
contiene el 25% de la proteina corporal total (51). Aunque en periodos de ayuno
de 48 h las ratas pierden del 25 al 40% de la proteina hepatica no se detecta una
pérdida importante del contenido de proteina muscuiar (53).

Figura 1. Sustratos de diferentes vias proteoliticas intracelulares.
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Fuente:Lecker SH Et al. Am Soc Nutr Sci 129:2275-2378, 1999. (54)
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b). SISTEMAS ENZIMATICOS RELACIONADOS CON -PROTEOLISIS
MUSCULAR,

El intercambio proteico es un proceso ciclico que implica la sintesis de
proteinas y ia degradacion de estas, dichos procesos pueden ser regulados por
propiedades innatas de las proteinas, como por factores que interactian con ellas
para su hidrdlisis posterior por la maquinaria hidrolitica de la célula. La
interpretacién de los datos de protedlisis es dificil sobre todo cuando son
obtenidos por medicicnes in Vifro debido a factores asociados con la ausencia de
las influencias fisicas y humorales presentes in Vivo. Pero aun asi, se ha logrado
el disefio de métodos como el de la medicion de la velocidad de degradacion
proteica i Vivo donde se usa la diferencia entre la velocidad de sintesis proteica y
la velocidad de degradacion de proteinas o la medicion de la pérdida radiactiva de
las proteinas premarcadas. Recientemenie se utiliza la infusién de aminoacidos
marcados basandose este método en la dilucidn isotdpica de los aminoacidos
inyectados. Para medir la velocidad de degradacién de prbteinas in Vitro se
calculan las velocidades de liberacion de fenilalanina y tirosina en presencia de
cicloheximida o de puromicina. Para ello también se utiliza la liberacién de 3-
metilhistidina que es el producto de la hidrolisis de |la actina y miosina del musculo
esquelético y no tiene otra via de liberacién diferente (55, 56). Es posible que las
proteinas tengan mecanismos para aumentar su susceptibilidad hacia la degrada-
cidn como podria ser la desaminacion de los aminoacidos o el proceso en el cual
los sitios funcionales son removidos de las proteinas y son secuestradas (57). La
hidrélisis de proteinas es regulada por diversos factores, principalmente por
insulina en ¢élulas intactas (58) v glucagon ademas de algunos aminoacidos y sus
metabolitos en el higado (53). En la figura 1 se muestran los mecanismos
proteliticos de la célula y sus proteinas blanco.

Los sistemas de organelos cefulares que son responsables de la degrada-
cion de las proteinas celulares deben tener actividad endoproteolitica y esporo-
teolitica, pero también necesitan tener otras actividades enzimaticas para comple-

tar la hidrélisis El lugar para el proceso hidrolitico sin duda son los lisosomas por



la alta concentracion de hidrolasas, esta claramente establecido que los lisosomas
son responsables de la hidrélisis de las proteinas extraceluiares que entran a la
célula por endocitosis, en general las proteasas lisosomales son de grupo de
cistein- y aspartato- proteasas.

PROTEASAS LISOSOMALES.

Las proteasas lisosomales son enzimas relativamente pequefias que estan
presentes practicamente en todas las células de mamiferos excepto en los
gldébulos rojos. Las enzimas lisosomales fueren llamadas catepsinas, de las cuales
se puede mencionar a las catepsinas B y H que tienen accidn de endo- y exopepti-
dasas Las catepsinas N,M,5,T pertenecen al grupo de las cistein-proteasas. La
catepsina L tiene actividad endopeptidasa y un pH éptimo de 55 e hidroliza
susiratos sintéticos, como la azocaseina, una proteina quimicamente modificada
(59). También se conoce la catepsina D que es una aspartoproteasa. Estas dos
ultimas son las que se encuentran en mayor concentracion en los lisosomas. Las
catepsinas D y L fueron estudiadas reclentemente por el grupo del Dr Hernandez-
Montes (51) en ratas lactantes, encontrandose aumento de su actividad en el
higado y en la glandula mamaria pero no en el misculo, lo que hace sugerir al
autor que este sistema proteoiitico no es el mas importante en el misculo para ia
movilizacién de proteina en este periodo demandante.

PROTEASAS PLASMATICAS MEMBRANALES

Las metaloendoproteasas, se encuentran asociadas a las membranas en
las células o son secretadas por las células y actdan fuera de la célula como las
colagenasas y elastasas. De ellag la mejor caracterizada es la metaloendopep-
tidasa membranal {meprina) que es una enzima plasmatica membranal con una
alta actividad en =i rifion (57).
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PROTEASAS CITOPLASMATICAS

Estas proteasas son aisladas del citoptasma de varios tipos de ¢élutas, son
cisteinproteasas y muchas de ellas requieren de un ligando para su activacion. La
notable caracteristica de muchas proteasas citoplasmatica es su tamafo, ya que
fienen pesos moleculares en el rango de 80 a 750 KDa a diferencia de las
lisosomales, siendo esta diferencia muy importante para su regulacion y su
selectividad

Las proteasas dependiente de Calcio conocidas como calpainas, son
cisteinproteasas relacionadas con la familia de la papaina. Las calpainas se
inhiben por agentes especificos que reaccionan con grupos sulfidrilo; su peso
molecular aproximado es de 110 KDa y son heterodimeros,

Existen dos formas de calpainas que difieren por su sensibilidad al Ca*.
Las primeras se activan con concentraciones micromolares y son denominan p-
calpainas y las segundas necesitan concentraciones milimolares del cation
llamadas m-calpainas. Las dos formas de enzimas tienen una subunidad catalitica
de 80 KDa y otra subunidad pequefia de 26 KDa de la ¢cual no se concce su
funcion. bLas calpainas no estan involucrados en la hidrolisis de grandes
volimenes de proteinas celulares, sin embargo parecen participar en las etapas
iniciales de la degradacién de proteinas micfibrilares y de las proteinas del
citoesqueleto (57). "

Las calpainas han sido relacicnadas con la hidrolisis de las bandas Z de las
proteinas miofibrilares en pericdos de sepsis (60), v se ha encontrado en ratones
con distrofia muscular genética una elevada concentracién de Calcio y un aumento
en la degradacion de broteina (61).

Otro sistema hidrolitico importante ubicado en el citoplasma es el que
requiere de ATP para la conjugacion covalente del sustrato a hidrolizar con el
polipéptido ubigquitina.



- ¢). EL SISTEMAS DE PROTEASOMAS. Un sistema dependiente de ATP y de un
polipéptido lamado ubiquitina

La estructura de los proteasomas ha sido estudiade por microscopia
electronica, encontrandose como un compuesto dimérico, con un centre cilindrico
con cuatro discos de estructuras o, B, B, « a la cual le han dado el nombre de 20S
proteasoma con un peso molecular aproximado de 750 KDa, en los polos de esta
estructura cilindrica se encuentra un complejo con una estructura .en V con una
orientacion opuesta que corresponde a la parte de 228 proteasoma que tiene un
peso molecular de aproximadamente 2000 KDa (62,63). Los productos de los
genes PRS3, PUP1, PUP2 y PUP3 que han sido identificados y clonados forman
parte de la subunidad 20S proteasoma, mientras que los productos de los genes
PRE1, PRE2, PRE3 y PRE4 forman parte de la subunidad del tipo B y para las
proteinas de las subunidades del tipe «, los gehes PRES y PREG (64). Los
proteasomas tienen actividad de endopeptidasa semejante a la trpsina vy
guimotripsina dependiendo de las diferentes unidades (85). Se han encontrado
hasta la fecha dos activadores de los proteasomas, €l PA700 (66) y el PA28; de
este ultimo ya se describid su estructura que esta formada por dos polipéptidos
homdlogos denominados PA28 o y PA28 B que no presentan actividad hidrolitica
(67). Este sistema hidrolitico de proteasomas necesita un marcador para poder
atacar a la proteina blanco, este marcadoer es la ubiguitina, una proteina pequefia
gue se encuentra en todas las céiulas eucariotas y es codificada por cuatro clases
de genes: el UBI1, el UBIZ, el UBI3 y UBl4; este ltimo codifica para la cadena de
poliubiguitina (68). La estructura tridimensional de la ubiquitina presenta el
carboxilo terminal de la glicina 76 que sobresale del cuerpo globular el cual se une
por enlace covalente con el grupe amino de la cadena lateral de la lisina de la
proteina blanco, este proceso conocido como ubiguitinilacion invelucra cuatro
reacciones separadas:
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1. La activacion de ubiquitina. Una alta concentracion de ubiquitina es
sintetizada como cadena polimérica, la que para activarse requiere de un procesa-
miento proteciitico para el rompimiento de enlaces amino en el C-terminal de la
ubiquitina, la division debe ocurrir en la glicina 76 de la ubiquitina. Dos tipos de
enzimas especificas son necesarias, la ubiquitina carboxil terminal hidrolasa y la
proteasa de ubiguitina especifica.

2. La conjugacion de ubiquitina con una variedad de proteinas
celulares. Aungue no se conoce la especificidad de este proceso de
ubiguitinilacidn, se sabe que requiere de una serie de reacciones complejas
catalizadas por las primeras enzimas_del sistema y asi las proteinas blanco
pueden ser mono, di —0- poliubiquitinizadas Para esto se necesita de una primera
enzima, la enzima activadora de ubiquiting (E1), que cataliza la formacian de un

enlace tioéster entre el C-terminal de ubiquitina y una cisteina de una segunda
enzima acarreadora de ubiguitina (E2), que es quien se encarga de llevar a la

ubiquitina cerca de la proteina blanco; una tercera enzima ligasa (E3) tiene
afinidad por la ubiquitina y por el sustrato y se une a E2 transitoriamente para

pasarle su ubiquitina desde E2 a la proteina blanco (69-71).

3. ldentificacion del complejo o conjugado. Se ha propuesto una
identificacién previa del complejo ubiquitina - proteina blanco, para corregir el
mecanismo y asegurar que solamente estas sean hidrolizadas agregando mas
moléculas de ubiquitinas y por otro lado, separar a la proteina que-se le haya

unido ef marcador que no va ha ser requerida en el proceso de protedlisis.

4. Catabolismo del conjugado (proteina-ubiquitina). La protedlisis
comprende la degradacion de ias proteinas ubiquitinizadas por el proteasoma (72).
Este sisterna ha sido caracterizado en el espermatozoide humano y de raton (73) y
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se ha propuesto como el responsable de la hidrélisis del receptor a IL-1 asociado
con cinasa (74), de las ciclinas en el ciclo celular (75) y de la hidrdlisis normai de
proteinas del musculo e higado (76,77); en pérdidas mayores de proteina inducida
por fumores en ratas (78), por la administracién de glucocorticoides &n ratas (79),

en condiciones de sepsis (80-82) y en pacientes diabéticos dependientes de
insulina (83).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha propuesto una identificacién previa del complejo ubiquitina - proteina
blanco, para corregir el mecanismo y asegurar gue solamente estas sean
hidrolizadas agregando mas moléculas de ubiquitinas y por otro [ado, separar a la
proteina que se le haya unido el marcador que no va ha ser requerida en el
proceso de protedlisis

Proponemos que la Jactancia involucra un estrés fisiolégico que junto con
una dieta no adecuada (marginal), coloca al organismo en una situacion condicio-
nante a la protedlisis muscular y a cambios en la hidrdlisis de ias proteinas del
higado y de ia glandula mamaria, que no han sido hasta la fecha aclarados. Por lo
anterior, se desconoce como afecta una alimentacion marginal en energia y
proteinas, alta en fibra y con el 70% de proteina de baja calidad, consumida de
manera crénica a la composicion corporal de |a rata y al funcionamiento enzima-
tico de los proteasomas dependiente de ubiquitina en tres tejidos importantes en la
lactancia.

Se propong al sistema enzimatico de proteasomas que depende de ATP y
ubiguitina como el responsable de la hidrélisis de proteina en el misculo y de la
hidrélisis de proteinas en el tgjido mamario e higado.

Hoy se sabe que en la lactancia, ta madre no compromete su salud ni su
composicion corporal hasta un limite de riesgo, por lo que consideramos que la
alimentacidn marginal pudiera afectar la proteina y los lipidos corporales. Ademas
no se conocen los efectos de esta limitacién en la produccion de leche y la
composicién guimica de la rata, ni su repercusion final en el crecimiento de las

crias y consideramos que estos aspectos deben ser aclarados.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Valorar el efecto de la alimentacién crénica marginal sobre la movilizacién
de reservas corporales, la actividad proteolitica dependiente de ATF durante la
lactancia y las repercusiones en la produccion y composicién de leche, asi como
en el crecimiento de las crias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la composicién quimica de la carcaza (proteinas y
lipidos corporales maternos) de las ratas alimentadas con una
dieta normal (NP) o una dieta marginal (KP), durante la lactancia.

2. Comparar la actividad proteolitica dependiente de ATP
{proteasomas) en el higado, el miisculo y la glandula mamaria de
la rata lactante alimentada con una dieta normal o marginal.

3. Estudiar la produccion lactea por 24 h y la composicién quimica
de la leche producida por las ratas alimentadas con las dos dietas
diferentes,

4. Estudiar el efecto de la administracion de una dieta marginal (KP)

sobre el peso de las crias y compararias con €l de las crias de las
ratas que recibieron la dieta NP.
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1

HIPOTESIS

La concentracién de proteinas y de lipidos corporales se vera afectada
en [as ratas lactantes, mostrandose una mayor movilizacion en las ratas
alimentadas con una dieta marginal (KP) cuando se compare con la
composicidn corporal de las ratas alimentadas con la dieta normal (NF).

Para cubrir las demandas de la lactancia el organismo materno aumenta
la hidrolisis de las proteinas corporales, incrementando ja actividad
especifica y fotal de los proteasomas en el higado, masculo vy glandula
mamatia, acentuandose este incremento en las madres alimentacdas con

una dieta marginal (KF).

La produccion diaria de leche por las ratas alimentadas con la dieta KP
serd menor a la producida por los animales alimentados con la dieta NP,
y los cambios en la dieta de la madre afectaran la composicién quimica
de la leche

La alimentacién de la madre con la dieta KP ocasiona que sus crias
sean de menor peso al nacer que fas del grupo NP y su peso corporal se
mantendra por debajo del grupo testigo durante toda |a lactancia,
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MATERIALES Y METODOS

1. Manejo de los animales

Se emplearon para este estudio, ratas hembras de 1a cepa Sprague-
Dawley de 14 semanas de edad con pesos de 240 + 20 g. Antes de esta selec-
cién, las ratas fueron alimentadas con dieta de laboratorio (Labdiet prolab de
Brentwood MO). Los animales seleccicnados fueron mantenidos en cajas de Pals-
tico en un cuarto del bioterio del Centro Médico Nacional Siglo XXI que cuenta con
temperatura regulada de 22°C y un ciclo luz : oscuridad de 12 :12 h. El alimento y
el agua estuvieron disponibles a libre.demanda. Para lograr la adaptacién de los
animales a las dietas del estudio, las ratas fueron alimentadas en las semanas 14
y 15 con la dieta especifica {periodo de adaptacion). Durante la semana 16, las
ratas fueron colocadas con machos de la misma cepa para su cruza. Después
fueron retirados y la evolucion de la gestacion fue seguida midiendo la ganancia
de peso de las hembras Las ratas no embarazadas fueron incluidas en los grupos
control, que correspanden a los grupes virgenes, Desde el primer dia de |la adap-
tacién y hasta el dia del sacrifico se registraron tres veces por semana, el peso
corporal y el alimento consumido y en su caso el peso total de la camada (balanza
OHAUS de 0.1 g de sensibilidad, Brisbane C.A). El dia del parte, que fue desig-
nado como &l primer dia de la lactancia, se registré el nimero de crias y el peso

total de la camada y se ajusto la camada a ocho crias
2. Grupos de estudio.
Los animales fueron incluidos aleatoriamente en dos grupos de alimen-

tacion. .
2.1Grupo de experimentacion. 21 Animales lactantes que consumieron

una alimentacién marginal, dieta KP, que se dividieron en subgrupos de
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7 ratas para 3 dias diferentes de sacrificio; El dia 1 de lactancia, el dia
14 de lactancia, y el subgrupo que fue sacrificados el dia 21 de
lactancia

Por fas caracteristicas del disefio de la investigacién se considerd perfinente

formar 3 grupos testigos.

2.2 Grupo testigo 1. 21 Animales lactantes alimentados con una dieta
isocalorica que se denomind dieta NP. Sacrificados a los mismos dias
de lactancia del grupo de experimentacién.

2.3 Grupo testigo 2. 21 ratas no embarazadas, no lactantes que se
denomind grupo virgen alimentadas con la dieta KP. Sacrificadas en su
edad equivalente del grupo de experimen'tacién‘,

2.4Grupo testigo 3. El grupo virgen (ratas no embarazadas, no lactantes)
alimentadas con ia dieta NP. Sacrificadas en su edad equivalente del
grupo testigo 1

La determinacién de la produccion y la composicion de la leche se realizo

exclusivamente los dias 12-14 de lactancia (méxima produccion de leche) de cada
grupo de alimentacion [testigo, alimentado con la dleta NP y de experimentacion
alimentado con la dieta KP; (n=10) ];

3 Elaboracién de las dietas.

Las dos dietas utilizadas, fueron preparadas en la cocina metahdlica de la
Unidad de Investigacion Médica en Nutricion Los reactivos fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich (St Louis MO), Arancia com products (Guadalajara, Mex), Haran-

Teckiad (Madison W) y Universal Flavors (México).
' La dieta control (NP) corresponde a las ultimas recomendaciones de la

NRC de 1983, para roedores en periodo de gestacion y lactancia {22) y la dieta de
experimentaciéon sefalada como marginal (KP) corresponde a las caracteris-
ticas de la alimentacion de una zona rural otomi del Estado de México (San Mateo

22



Capulhuac), descrita por Villalpando y De Santiago (84) como una alimentacion: -

monétona, alta en &l consumo de hidratos de carbono y fibra, baja en lipidos y con

cantidades marginales de energia y proteina, de-la cual €} 70% corresponde a

proteina de origen vegetal. La dieta KP de nuestro estudio consetva esas caracte-

risticas pero fue ajustada a los requerimientos de fa rata La composicion quimica

de estas dietas y el porcentaje con el que contribuye cada uno de los nutrimentos

al Valor Calérico Total (VCT) se muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1. Composicidn de las dietas utilizadas en el estudio.

Dieta (NP) Dieta (KP)
Control  Experimental
s | 319 | 120 | Joo | g | v
Caseina 200 2077 800 44 55 5.60 178 2
Gluten del trigo — —_ -— 138.14 1304 41442
Almidon 325 33.76 1300 2955 3719 1182
Sacarosa 3256 33.76 1300 2955 3719 1182
Aceite de maiz 50 11.69 450 235 6.97 221.5
DL-metionina 3 0.67
Colina 2 2
Vitaminas' 10 10
Minerales® 35 35
Celulosa 50 | 159.17
Totales 1000 90.98 3850 1004 99.99 3178

'La mezcla mixta de vitaminas {Telkiad 40060) contienen: ac p-amino-benzoico, ac ascorbico,
biotina, ‘pantotenato de calcio, cifrato de colina, 4c folico, inositol, menadiona, niacina, pitidoxina,
riboflavina, tiamina, palmitato de retinot anhidro, ergecalciferal anhidro y DL-w-acetato de tocoterol
antiidro.  La mezcla mixta de minerales (Rogers-Herper, Tecklad 170760) contiene: calcio, fésforo,
potasio, sodio, cloro, azufre, yodo, hierro, magnesio, zinc, cobre y manganeso.
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Los animales fueron sacrificados entre las 9:00 y las 10:00 h, por
dislocactdn cervical e inmediatamente fueron disecados el higado, las glandulas
mamarias (pectorales, abdominales e inguinales) y el paguete muscular de la pata
trasera izquierda los cuales fueron pesados y colocados inmediatamente en higlo,
para preparar con eilos el extracte en donde se determind 1a aciividad enzimatica.
A los cadaveres se les eliminaron posteriormente las visceras, Ia piel, la cabeza y
las patas. El paguete musculo-esquelético restante, denominado “carcaza”, fue

pesado y conservado en congelacion {a -40°C) hasta su uso en la determinacion

de la composicion corporal.

5. Preparacion del extracto enzimatico.

Después de disecados los 3 tejidos antes mencionados, se les elimind el
tejido conectivo y el graso, asi como el hueso en el caso del paquete muscular; los
cuales fueron finamente picados con la ayuda de unas tijeras. Se fomaronde 2a 3
g de la papilia obtenida y fueron primeramente lavados con el armortiguador de
Fagan (77), para eliminar pelos, sangre y otros contaminantes. Posteriormente los
tejidos fue-ron homogeneizados en proporcién 1:3 (piv) con el mismo
amoriiguador que con-tiene 5 mM de Tris (pH 8), 1 mM de EDTA, 1mM de EGTA,
1 mit de mercaptoeta-nol, 50 pM de quimostatin y 1% de glicerol (todos los
reactivos fueron deSigma-Aldrich) utilizando un homogeneizador tipe Polytron
marca Tekmar (Cincinnati QH), ho}nogeneizando en tres ocasiones por un tiempo
de 1 minuto con interrupciones de 30 segundos entre elias. Los homogeneizados
fueron filirades a través de organdi, para eliminar los residucs gruesos y
posteriormente ajustado su pH a 7.0. Después, las suspensiones fueron centrifu-
' gadas a 30 000 x g durante 30 minutos; los sobrenadantes separados y centri-
fugados a 100 000 x g por 80 minutos {ultracentrifuga Beckman modelo XL-90 y
un rotor 80Ti). Al sobrenadantie final le fue afiadido glicerol frio hasta obtener una
concentracion final de 20% (1/0.3 viv). Esta preparacion cruda fue utilizada como
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fuente de [a enzima y se le ltama Extracto Crudo (EC). Teodos los pasos fueron
realiza-dos a 4°C.

Para conservar la actividad enzimatica de los extractos crudos estos fiteron
dializados toda la noche contra un medio que contenia 20 mM de Tris, 2 mM de
ditiotreitol, 10mM de acetato de magnesio, 20 mM de cloruro de potasio y 10 % de
glicerel (Sigma Aldrich), para postericrmente congelarlos a -70°C (78).

Para determinar la actividad enzimatica en los extractos fue necesario de-
terminar las dilucicnes adecuadas de cada tipo de tejido y de Ia situacion fisiologi-
ca de la rata. Para eso se seleccionaron las siguientes diluciones, presentadas en
el cuadro 2:

Cuadro. 2. Diluciones utilizadas para la determinacidn de la actividad

enzimatica.
Tejide Estado fisiclégico Dilucién
Higado Virgen 1110 0 1:20
Lactante 140
Glandula Viegen s
Lactante 420 0 1:40
Musculo Virgen 1.5
Lactante 1:10 0 1:20

6 Determinacién de la actividad proteolitica (proteasomas) dependiente de
ubiguitina y ATP.

La actividad proteolitica dependiente de ATP fue medida siguiendo las
recomendaciones de Driscoll y Goldberg (85). Para eso se incubaron por 30 min a
38°C y en un volumen final de 1.1 ml los siguientes reactivos; Tris 50 mM, pH 7.8,

clorurc de magnesio 10 mM, ditiotreito! 1 mM, adenosina trifosfato (ATP) 2mM y
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0.5 mM del sustrato fluorogénico succinil-leucil-leucil-valil-tirosil-4 metil-cumaril-7--
amida (slvi-MCA), (todos los reactivos utiizados son de Sigma-Aldrich). La
reaccion se inicid con la adicion de 200 pl del exiracto enzimatico. Transcurridos
los 30 min, la reaccidn se detuvo con la adicidn de 1 ml de etanol absocluto frio.
Todas las incubaciones se realizaron por triplicado.

De cada mezcla final fueron tomados 300 L y transferidos a los pozos de
una placa de plastico de fondo plano para determinar en ellas la fluorescencia li-
berada empleando un lector de placas (Biotek Instrumenits, Inc., modelo FL 600) el
cual se ajustd a 360 nm como luz de excitacion y 440 nm como luz de emisidn.
Todas las leciuras se interpolaron en una curva patrén de ¢ a 40 ng de 4-metil-
cumaril-7-amida (MCA) (77).

La actividad enzimatica se informa como ng de MCA liberada en los 30 min
de incubacion por cada miligramo de proteina (actividad especifica) o bien como
los ng de MCA que libera la proteina del érgano en su totalidad (actividad total).

7. Estandarizacién de ta actividad de los proteasomas.

7.1.  Curva Estandar de Metil Cumarina.

Se realizaron prusbas de estandarizacion, primero para probar el equipe,
que en este caso se utllizd un lector de placas para fluorescencia. Se realizaron
varias pruebas de diferentes concentraciones del MCA encontrandose una
sensibi!idad de 100 pg, por lo que se utilizé una curva de 0 a 40 ng de MCA. Se
muestra en la figura 5 una curva estandar de 0 a 40 ng de MCA. Reportada como
Unidades de Fluorescencia (U F.) — blanco.
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Figura 2. Curva estandar de 0- 40 ng de MCA
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7.2. Efecto de la concentracion de 1a enzima.

Se realizaron pruebas de estandarizacidn con diferentes concentraciones de
proteina en el extracto crudo, utilizandose para estas pruebas muestras de musculo que
contenian desde 10 pg a 250 pg de proteina por mi de extracto crudo (EC). Los ensayos
fueron realizados por triplicado v se graficaron en la figura 3. Tomando en cuenta estos
resultados se decidid utilizar para los ensayos enzimaticos concentraciones de 50 a 150
ng de proteina/m! de EC, dependiendo de la fuente de esta enzima (Ver cuadro.2, sobre

diluciones)
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U.F./30 min

Figura 3. Efecto de la concentracion de enzirma sobre la adtividad de los proteasormas
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Efecto del tiempo de incubacion.

Como se muestra en la figura 4, la liberacion de MCA es lineal en los

primeros 30 minutos, a partir de los 45 minutos de incubacion tiende a disminuir

por lo que se decidid realizar ta incubacion de 30 minutes Por otrg lado, para

 comprobar que nuestro sistema enzimatico era dependiente de ATP, se hicieron

unas incubaciones en presencia y en ausencia de 2 mM de ATP con 30 minutos
de incubacién y 0.200 mi de extracto crudo (~ 10 a 30 yg de proteina),

presentandose los resultados en el cuadro 3.
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Figura 4. Efecto del tiempo sobre la actividad de los proteasomas
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7.4, Efecto de la presencia de ATP.

Cuadre 3. ng MCA liberada/0.2 mL EC/30 min

Con 2 mM de ATP 265
Sin 2 mM de ATP 11.46

Por todo la anterior las incubaciones se realizaron en las siguientes
condiciones: se utiiiz6 5uM de sustrato (S-IVt-MCA), un pH de 70, una
concentracion de enzima de 50 a 150 pg de proteina/ mi, una incubacion de 30

minutos y en presencia de 2mM de ATP.
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8. Determinacion def contenido de proteinas,

Fara este proposito se utilizd la técnica de Lowry modificada por Hartree
(86). Previamente a esta determinacion, las muestras de los tejidos fueron diluidas
con agua en las siguientes proporciones: 1:400 para el higado, 1:200 para la glan-
dula mamaria vy 1:100 para el misculo. Las muestras de la leche de las rata fue-
ron diluidas 1:40.

Al volumen seleccionado de cada muestra o de fa curva patron, se le agre-
g6 agua suficiente para completar un mililitro A todos los tubos se les agregé 0.9
ml de una solucidn de tartrato doble de sodio y potasio (solucién A, ver anexo 2) y
se incubaron primero 10 min a 50°C y enseguida otros 10 min a 4°C. Al concluir
ese tiempo se les adicionaron 0.1 ml de la solucion B (sulfato de cobre, B, ver
anexc 2) permaneciendo a temperatura ambiente por 10 minutes y al término de
los cuales se les adicionaron 3 ml det reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1:16 viv
con agua, para ser incubados por 10 min a 50° C y al final fueron mantenidos a
49C por 10 minutos. Después de este tiempo se defermind en cada tubo la
absorbancia a 740 nm en un espectrofotémetro (Philips PUS700).

Todas las determinaciones, curva estandar y muestras, fueron realizadas
por triplicado. Para elaborar la curva estandar se utilizaron diferentes volimenes

de una solucion que contenia 100 ug de albimina de suero de bovine.

9 Concentracidn de proteina en el extracto crudo de los tres tejidos.

9.1. Concentracién de proteina en el extracto crudo del higado.

Para los calculos de la actividad especifica de los proteasomas, es
necesario determinar la concentracion de protefna enzima que existe en cada ml
del extracto crudo utifizado para las incubaciones. En el higado la concentracion
de proteina, resultd de 15- 21 mg / mi, no encontrandose diferencias significativas

en ninguno de los extractos por efecto de la dieta, a excepcién del grupo L14KP
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" que presentd una disminucion estadisticamente significativa de proteina
comparandolo al grupo testigo virgen.

Cuadro 4. Concenfracién de proteina en el extracto crudo del higado *

Dias de Lactancia

1 14 21
LACTANTE
KP  1653+236 15.64 + 3 867 20.19 £ 4.34
NP 17.68+4.33 21.44 782 18.61 £ 3.05
VIRGEN ,,
KP 2039367 2074 +1.49 15.47 +2.14
NP 20.08+565 2027 £6.10 19133007

*mg de proteina por ml de extracto crudo promedio de las determinaciones + desviacion estandar
*p=0.03 comparandolo con el grupo virgen KP del mismo dia

9.2, Concentracidn de proteina en el extracto crudo de la glandula
mamaria. '

La glandula mamaria de las ratas lactantes se encuentran en un
metabolismo acelerado de todos los nutrimentos, en los extracios crudos
obtenidos de este tejido se encontraron concentraciones de proteina estadistica-
mente mas altas para el dia 1, 14 y 21 del grupo NP, comparado con su respectivo
grupo virgen. Para ! grupo KP las diferencias significativas fueron para el dia 14 y
21, en comparacién con sus grupos respectivos virgenes. No se encontraron
diferencias en e! contenido de proteina de los extractos crudos de la glandula

mamaria por efecto del tipo de alimentacion.



Cuadro 5. Concentracion de proteina en ef extracto crudo de la glandula mamaria.

Dias de Lactancia

1 14 21
LACTANTE
KP 11.57 + 4.87 12.63 + 2.90° 1741+ 4.6°
NP 9.22+113" 12.87 £ 5 36° 12.63+509°
VIRGEN
KP 563+233 453 £0.38 610+ 085
NP 432066 3.84 £ 060 - 450+ 104

*mg de proteiga por mi de extracto crudo promedio de las determinaciones + desviacidn estandar,
? p=0.005, " p= 0.05. comparandolos con sus grupos testiges virgenes del mismo dia y del
rismo tipo de alimentacion.

9.3. Concentracion de proteina en el extracto crude del masculo.

El extracto crudo obtenido del paquete muscular presentd concentraciones
de 7 a 10 mg de proteina /ml de E.C. cantidades relativamente estables. No se
encontrd diferencia significativa entre ratas lactantes y las virgenes en ninguno de
los dos tipos de alimentacion, Los extractos crudos de las factantes KP tuvieron

mayor concentracion de proteina en el dia 21 que las testigo

Cuadro 6. Concentracion de protefna en el extracto crudo del masculo.

Dias de Lactancia

1 14 21
LACTANTE
KP 872+041 8.25+ 129 1073+ 2.34°
NP 949+236 10.14 £ 3.02 7,86+ 1.48°
VIRGEN
KP 753169 861074 10.18 + 0.89
NP 785%181 6.92+1.98 904 161

*mg de proteina por ml de exiracto crudo promedio de las determinaciones *+ desviacion estandar.
 p= 0 02 comparandotos con el grupo factante con alimentacién NP del mismao dia
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Las carcazas preparadas y congeladas de ta forma en que indicd en la
seccion 4, fueron descongeladas, molidas con agua en una licuadora y el licuado
resultante fue vaciado en una charola de aluminio y colacado en un horno a 100°C
hasta lograr su total desecacién y obiener un pese constante (carcaza seca).
Después de conocer el peso del residuo, este fue molido en un Picatodo (Osteri-
zer) hasta obtener un polvo fino que fue posteriormente conservado en frascos de
plastico a 4°C, hasta el momento de su uso.

10.1. Determinacion de lipidos.

E! contenido de lipidos de las carcazas fue determinado por el método de
Soxlet (87), para lo cual se utilizd 1 gramo del polvo de la carcaza el cual fue
depositado en dedales de celulosa (Whatman} que fueron colocados en un extrac-
tor de lipides tipo Goldfisch (Labconco). Los lipidos fueron extraides durante 3 h
por refiujo constante con éter dietilico, ef disolvente fue posteriormente evaporado
y los vasos conteniendo el residuo lipidico fueron colocados en un horno con vacio
hasta obtener un peso constante. La diferencia de peso muestra la cantidad de
lipidos contenidos en 1 g de carcaza seca. Los datos también pueden ser reporta-
dos como los gramos de lipidos contenidos en la carcaza seca total. Las

determinaciones fueron hechas por duplicado.
10.2. Determinacién de proteinas,

" El contenido de proteinas de la carcaza se determind por el método de
Kjeldahl (88), Se pesaron alrededor de 0.02 g del polvo de la carcaza y fueron
digeridos a 300° C por 3 horas con 5 mi de acido sulfirico concentrado y 0.50 g de
un catalizador de selenio y sulfato de potasio (Kjeltabs, Gerhardt) en una placa de
digestidon {Digestion system 40, Tecator 1016). El sulfato de amonio formado se

hizo reaccionar con hidroxido de sodio formandose amoniaco, el cual se cuan-



tificd por titulacidn con &cido clorhidrico 0.03N, con la ayuda de un titulador
automatico (Kjeltec autc sampler system, tecator 1035). Con esta ié&chica se
determina la cantidad de Nitrégeno total el cual debe ser muttiplicado por el factor
6.25, para calcular el porcentaje de proteina contenida en la muestra Todas las
muestras se determinaron por duplicado

11. Determinacién de Ja produccion de leche.

Se utilizd el método descrito por Gedbole et al modificado por Warman y
Rasmussen (89,90). El ensayo se inicié entre el dia 12-13 de lactancia. A la rata
se le inyectd por via intraperitoneal 1 mCi (miliCurie) de agua fritiada y de inmedia-
to se le retiré el bebedero de agua. Una hora después se obtuvo una muestra de
sangre de la vena de ia ¢ola, la sangre obtenida se centrifugd a 1000 x g dirante 5
minutos en una centrifuga clinica (IEC), se tomaron 10 pl de plasma y se
depositaron en un vial junte con 10 ml de liquide de centellec INSTA-GEL
{Packard), se determiné la actividad especifica del isdtopo {en dpm, desintegracio-
nes por minufo) con ayuda de un contador de centelleo (Beckamn, modelo LS
6000 LL), conociendo esta radiactividad se le proporcioné inmediatamente a la
rata el biberén con agua adicionada de una cantidad suficiente de tritio que
permitiera en las horas siguientes mantener el mismo nivel de radiactividad en el
plasma de larata.

24 horas después de [a toma de la primer muestra de sangre se tomé una
segunda muestra de sangre de la rata madre y una primera de las crias (de 4 crias
en promedio, para obtener una muestra representativa de sangre vy en cantidad
suficiente) que tratada de la misma forma que Ia sangre de la primera total de la
madre, sirvio para calcular los mCi/dl que hay en el plasma de las dos fuentes, se
‘utilizé Ia siguiente formula:

dpm/10 ul
mCi/dl = x 10

2.22%10°
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La produccién de leche se calculd utilizando la siguiente formula:

Fm= In[ {8Ac x Tw 11 ¥
SAmM Lw Tw

Donde:

Sac = Actividad especifica en la sangre de las crias {en mCifdl)
SAm = Actividad especifica en la sangre de la madre {(en mCi/dl)
Lw = Contenido de agua en la leche {g/ml}.

Tw = Agua total a partir de leche = Lw + Mw

Mw = Agua metabdlica

i

Fm
i

Ingesta diaria de leche de la cria

Agua corporal toial de la cria. (g)
Fm se multiplicd por el numero de crias de cada rata y con ello se determind la

produccion diaria de leche por esa rata.

12 Obtencidn de las muestras de leche.

Las muestras se obtuvieron de las ratas utilizadas en la seccion anterior.
Para realizar Ia ordefia Gnica de las ratas; las crias fueron separadas 4 h antes, se
les inyectd a las ratas 4 U (unidades) de oxitocina por via intraperitoneal, cince
minutos después se les inyectd pentobarbital monosédico (35 mg/kg de peso
corporal), hasta asegurarnos que la rata estuvo completamente anestesiada y con
ayuda de pipetas pasteur y una bombiila de succién, se ordenaron las 12 tetas de
la rata aplicando un masaje manual con movimientos de extraccidn de adentro
hacia fuera; la leche obtenida se depositd en tubos de plastico de 2 ml de

capacidad y se guardaron en congelacion a -20° C hasta su analisis.



13. Determinacion de la composicién de 1a leche.

13.1. Determinacién de proteinas,

Las leches se descongelaron a 38° G, se utilizé el método de Lowry modificado

por Hariree (86) descrita anteriormente (pag 30).
13.2. Determinacion de lipidos.

Los lipidos de la leche se determinaron con una técnica descrita por Folch
(91), para la cual se utilizaron 200 pl de leche se-colocaron en tubos cdnicos de
vidrio, se les afadieron 54 ml de una mezcla preparada previamente de
cloroformo:metanol en relacion 2.1 v 1 8 ml de cloruro de sodio al 0.7% se agitaron
vigorosamente y se centrifugaron durante 15 minutos a 2500 x g en una centrifuga
refrigerada (J-6B, Beckman Instruments, Inc.), después de finalizado este paso se
separ¢ cuidadosamente la parte superior, con ayuda de un sistema de vacio y la
fase inferior fue transferida a fubos cénicos graduados (15 ml) los cuales fueron
previamente puestos a peso constante. Los tubos fueron colocados en una
campana de exfraccién para evaporar la mezcla de solvenies y después de 24 h
se colocaron durante una hora en una estufa con vacio para que se lograra la
evaporacion completa de estos Después de que alcanzaron su peso constante,
los gramos de grasa fueron determinados por gravimetria Todas las muestras

fueron analizadas por duplicado
13.3. Determinacioén de Jactosa

Para la determinacion de la lactosa se utilizd una primera hidrélisis por la -
galactosidasa (glucosa+tgalactosa) y posteriormente fue determinada la concentra-
cidn de glucosa, por el método de la glucosa oxidasa (92) Para fa hidrolisis de las
muestras, se depositaron por triplicade y en tubos identificados, 50 pl de leche

problema o 50 pl de un estandar de lactosa de 40 mg/di, a los que se les agregd
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10 pl de B-galactosidasa (0.3 U) y 40 pl de agua bidestilada; se incubaron por 4h a
38°C. En tubos se colocaron 10 ul del hidrolizado de la muestra y 1 mi del
reactivo de la glucosa oxidasa (Trinder-stanbic, Sigma Diagnostics, St Louis, MO),
La mezcla se dejd reposar durante 20 minutos a temperatura ambiente y se
determing la abscrbancia a 500 nm (espectrometro Philips PU 8720 uvivis). El
contenido de agua fue determinado por gravimetria en una muestra de 100 pl de
leche, el mismo dia que fue ordefiada la rata para evitar que variara por efecto de
la congelacion.

14, Determinacion del agua corporal de las crias para el calculo de la produccién

de leche.

La cantidad de agua corporal se determiné por gravimetria. Después de
sacrificar a fas c¢rfas con exposicidn al éter, les fue disecado el estomago v la
vejiga urinaria y con ayuda de unas tijeras se fracciond el cuerpo, fue registrado su
pesc humedoe, fue licuado en una licuadora con 100 ml de agua destilada, el
licuado fue colocado en una charola de aluminio previamente pesada y se llevo a
sequedad en un horno a una temperatura de 100°C por cuatro dias ¢ hasta tener
un peso constanie; Con la diferencia del peso se determing el contenido de agua,
que fue utilizado para los calculos de produccién de leche,

15 Recoleccién de los datos

Los datos del consumo de alimento y el peso corporal de la rata madre y de
las crias fueron recolectados en unas taretas de concentracidn de datos
disefiados para su facil maneje en el bioterio, identificando a cada rata con un

numero.



16. Calculos.

Todos los datos fueron aimacenados en la version de la hoja de calculo
Excel del paquete Office 98 de Microsoft o en la versidn de quatro Pro de Lotus.
Todos los resultados fueron expresados como promedio + desviacién estandar. La
actividad especifica es reportada en ng de cumarina liberada/ mg de profeinal min.
Act especif=[ [(ng MCA;TCR)JCP] * dil }f mgP

Donde:

ng MCA= ng de cumarina liberada en 300 pl de la incubacian.

TR = Cantidad total de a reaccién.

EC = Cantidad de exiracte ¢rudo de la enzima utilizado en la incubacion.
CP = Cantidad de producto utilizado para la lectura.

Bil = difucién del extracto enzimético crudo‘:

MgP = concentracion de proteina (mg/ 1ml de EC).

Este resultado se obtiene en 30 minuios de incubacion, solo se hicieron los
calculos para reportarlos en c¢ada minuto de incubacién. La actividad total se
define como la capacidad del drgano total de hidrolizar proteinas mediante los
proteasomas, para los célculos se utilizd el programa excel tomando en cuenta la
actividad especifica y el peso del tejido, se reporia como pg de MCA liberada
Jorgano total /min.



17 ANALISIS ESTADISTICOS.

Para los resultados de la actividad enzimatica especifica y tfotal, los
resultados de produccidn y composicion de la leche se empled la prueba de t de
student y una postprueba de Tuckey En ambos casos se considerd el valor de
0.05 como el nivel minimo de significancia. Para analizar los cambios de peso de
tejidos y actividades tanto espscifica como total a lo largo de la lactancia se utilizé
un analisis de varianza de una via {ANOVA).E! consumo de alimento y el peso
corporal de la ratas y de las camadas fueron analizadas por una ANOVA para
mediciones repetidas. En todos los casos el analisis estadistico se realizd
empleando la version 10.2 del paquete de Minitab, Inc.



RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS ANIMALES.
1.1. Peso corporal de las ratas durante todo el estudio.

Las ratas fueron seleccionadas a las 14 semanas de edad, iniciando el pe-
ricdo de adaptacion con un peso promedio de 240 g como se muestra en la figura
5, siendo asignadas aleatoriamente a cualquiera de las dietas, ya sea normat (NP)
0 a la dieta marginal (KP) Durante el periodo de gestacion las ratas de los grupos
lactantes NP y KP incrementaron su peso de mangra similar, siendo mayor el in-
cremento en la tercera semana de la gestacion. Para el dia del parto (primer dia
de la lactancia) las ratas de los dos grupos de alimentacién disminuyeron en pro-
medio 100 g de su peso corporal, quedando las ratas del grupo lactante NP con un
pesc ligeramente mayor (20%) al de las ratas KP, Las ratas virgenes (testigos de
ambos grupos) mostraron un aumento continuo en el pesc corporal desde el inicio
del estudio hasta el dia equivalente al dia 21 de lactancia, siendo el aumento total

cercano al 25% en ambos grupos.

Figura 5 Variaciones del peso corporal

| -+— Lactante NP |

|-®-Virgen NP |
{%—- Lactante Kﬂ

i Virgen KP_

T T e S S M S m B S e

Adaptacion Embarazo dias Lactancia
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1.2, Ingestién de alimento durante todo el estudio.

Como se cbserva el Cuadre 7, el tipo de dieta administrada no influyd en la
cantidad de alimento consumido acumulado por semana No se enconiraron
diferencias en el periodo de adaptacion. En las tres semanas de gestacion, las
ratas gestantes consumieron en promedio, una mayor cantidad de alimento que
las virgenes, sin que la diferencia sea estadisticamente sign'rﬁcativé; durante la
lactancia las ratas del grupo KP consumieron en promedio, una menor cantidad de
alimento en la 27 y 3% semana de lactancia. Las ratas lactantes de ambos grupos
consumieron una cantidad de alimento estadisticarﬁente mayor al de sus centroles

virgenes pareados en edad.

Cuadro 7. Consumo semanal de alimento (g) por las ratas NP y KP.

Adaptacion ~ Embarazo _ Lactancia
12sem 22sem 1%sem 2%sem 3%sem 1°sem 2%sem 3%sem
LACTANTE

KP 12622 118.81 126.40 13955 167.22 217 45 33339° 308 74°
(1628) (1694) (1562) (2162} (2174) (37.9)  (36.98)  (4500)

NP 11212 109.59 123.77 127.73 146,93 192.69% 345.09" 362.88"
(12.33) (21.54) (16.56) (25.36) (2536) (3358) (4504) (3782)

VIRGEN

KP 106.64 102.93 105.14 102.97 1288 11485 117.8° 1027¢°
(10.68) (1151) (133) (1366) (125 (76) (1437  (412)

NP 11575 10348 10866 101.84 119.07 10239 10787 0905
(14.15) (17 66) (18.16) (1210} (15.43) (11.45) (1478 (1502)

£l promedio del consumo semanal es de 7 animales en cada grupo (DE).

Las diferencias se encontraron comparando contra sus grupos testigos Virgenes del mismo dla y
f : a,a bb*

de ta misma dieta p <0001, "% p< 0.000
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1.3. Consumo de energia y proteinas de las ratas durante todo el estudio.

Si se recuerda, la composicion de la dieta experimental (KP) es 18% baja
en energia y proteina en comparacién de la dieta control (NP), esto afecta la
ingestion tedrica de energia como se presenta en Ia figura 6, donde se comprueba
que las ratas KP tanto virgenes como lactantes consumen menos cantidad de
energia que las ratas virgenes y lactantes NP respectivamente, esta diferencia se
acentia en los grupos lactantes entre los dos grupos de alimentacién, porque es
en este periodo donde las ratas con alimentacién normal (NP) tienen un aumenio
mayor en el consumo de energia que las ratas con'la alimentacion marginal (grupo
KP).

Figura 6. Consumo diario de energia de las ratas NP y KP.
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Adaptacion Embarazo Lactancia
dias

Cuando se calcuta la cantidad de energia consumida por semana, se
observa que desde las dos semanas de adaptacion hay una ligera disminucion en
la cantidad de energia consumida de los grupos KP en comparacion con los

grupos NP, y que durante el embarazo es hasta del 20 % menor para los grupos
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KP. En la segunda semana-de lactancia el consumo de energia del grupo KP es

un 20% menor al grupo control. En la tercera semana el grupo NP alcanza un

consume semanal de 1397 Kcals, mientras que para el grupo KP es 30% menos.

Como se muestra eh el cuadro 8.

Cuadro 8. Consumo de energia (Kilocalorias) por semana

Adaptacion

Embarazo

Lactancia

1 sem 2% sem

12sem 2%sem 3asem

1a sem 2asem

3a sem

LACTANTE
KP 401.27
(5173)
NP 431.67
(47.47)

VIRGEN

KP 33901
(33.94)

NP 445865
(54.47)

377.71
(53.83)

421.92
{82 93)

327.21
{36 58)

398.33
(67 99)

401.84
(49.64)

476.51
{83.76)

334,23
(42 26)

418.34
(69 92)

443,63 531.59
(68.71)  (69.09)

491.76 56568
(97 64} (97.64)

32733 409.46
(4341} (39.72)

39210 458.41
(46.58) (59 40)

691.26
(120.45)

741.86
{129 28}

365,12
(24 15)

394 20
(44.08)

1059 .85
(117.52)

1328.59
{173 40)

37448 -

(4567)

415.32
{56.90)

984.64
(143.01)

1397.1
(145 61)

326.77
{13 09)

384.8
(57 83)

El Promedio es del consunio de 7 animales por cada grupe (DE)

En la figura 7 se muestra la cantidad de proteina en gramos consumida por

los diferentes grupos de estudic; las ratas del grupo NP desde el periodo de

adaptacién consumieron alrededor de 3.5 g diarios/animal, las ratas no embaraza-

das {grupo virgen) mantuvieron su consumo de proteina muy constante similar a

las ratas del grupo que cruzaron per la gestacion, pero en el momento de mayor

demanda (dia 14 de lactancia) ia rata consume alrededor de tres veces mas (11

gramos al dia) y para el dia 21 que es el dia final de Ia lactancia consume

tedricamente 14 g al dia. Por el contrario, las ratas del grupo KP, que en cantidad

de alimento consumido igualaron al grupo control (NP), en la cantidad de proteina
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siempre fue menor la ingerida por las ratas de los grupos de la alimentacién
marginal que va del 20 al 30% comparada con &l control. Para las ratas virgenes
&l consumo diario de proteina fue alrededor de 2 5 g. Para las ratas lactantes KP
el dia 14, consumieron en promedio 7.6 g, que corresponde al 70 % de profeina
conhsumida por una rata igualmente lactante pero con alimentacién normal, Para el
dia 21 el grupo de lactantes KP ingirieron 8.4 g de proteina que corresponde al
40% menos de la cantidad consumida por el grupo lactante control. Ademas que
aqui se afirma que los animales experimentales realmente estan consumiendo la
dieta marginal en energia y proteina, se recuerda que ademas la diefa
experimental contiene solo en un 30% de la proteina total de proteina de alto valor
bioldgico como es la caselna, vy ¢l 70% corresponde a proteina vegetal extraida
del gluten de trigo.

Figura 7 Consumo diario de proteinas de las ratas NP y KP.
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2, COMPOSICION CORPORAL DE LAS RATAS DURANTE LA LACTANCIA Y EL

EFECTO DE LA ALIMENTACION MARGINAL.

La carcaza es el tefido miscuio esquelético completo del cual se reporta la

composicién quimica. En el cuadro 9 se presenta el peso de la carcaza libre de

agua. Todas las siguientes determinaciones estan referidas a este peso seco total,

donde encontramos gue se presenta diferencia significativa en las ratas virgenes

al primer dia de lactancia por efecto de la dieta siendo menor el peso seco de las

ratas KP y en las ratas lactantes se presenta esta diferencia al dia 14 siendo

menor el peso para las ratas KP. La lactancia tuvo mayor efecto en el peso seco

de la carcaza de las ratas, ya que tanto para las NP como para las KP a partir del

14 dia de lactancia se presento reduccion de peso.

Cuadro 9 Peso seco de las carcazas de las ratas.

Dias
1 14 21

Lactante

KP 35.10+£194% 33.04+ 2 1070 3131157

NP 37.01 +3.51 36.43+3717F 3188+584"%
Virgen

KP 3282+ 198% 40.78 £ 5.99° 42.03 +4.87 "

NP 3B99+3468° 41.56 £ 3.5_9° 3056+171%

Promedio {(gramos) + (DE) de 8 ratas por grupo
Los valores que tienen el mismo superindice estan comparados enire si
M Pz <0 05. %P P<0.005 € P=001. tde student y pos pruska.
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21 . Contenido de lipidos en la carcaza y su movilizacion durante 1a

lactancia.

El comportamiento de Jos lipidos corporales en lbs grupos virgenes es
similar a otros patrones ya conocidos (51-52), que con el pasc del tiempo el
contenido de lipidos en la carcaza va siendo mayor estos grupos, es decir hay una
mayor aposicién de grasa. En los dias pareados en edad 14 y 21, las ratas
virgenes con la dieta marginal (KP) tuvieron menor cantidad de lipidos que las
alimentadas con la dieta testigo (NP) pero sin alcanzar a ser estadisticamente
significativos (valor de p de 0.21 y 0.08).

Los dos grupos de ratas lactantes, tanto NP como KP iniciaron la lactancia
con una cantidad similar de lipidos en la carcaza (6.6 y 6.3 g, respectivamente).
Del inicio al dia 14 de lactancia, el grupo de ratas alimentadas con la dieta
marginal tuvo una pérdida de lipidos corporales de 1 g, mientras que las del grupo
con alimentacidn NP no presentd ninguna pérdida; por lo que en comparacién
hasta este momento (dia 14 de la lactancia) la cantidad de lipidos presenies en la
carcaza de las ratas es menor para las ratas KP con un valor de significancia de
0.0002.

Para el dia 21 de la lactancia , que corresponde al ultimo de este periodo
las ratas con alimentacion marginal terminan con un contenido de lipidos de 47 g,
aproximadamente 500 mg menos que el dia 14; pero las ratas con alimentacion
NP presentaron 4.6 g de lipidos. Es decir los dos grupos de ratas lactantes
perdieron la misma cantidad de lipidos, pero en diferente momento de la lactancia,
mientras las ratas KP manejaron al inicio los lfpidos disponibles, el grupo controf
los utilizo en la segunda parte de la lactancia. Aun con.la dieta marginal las ratas
no perdieron—'Una cantidad adicional de lipidos de su carcaza lo que posiblemente
indica un I'mite en la utifizacién de los lipidos del muisculo. También las ratas
lactantes a partir de dia 14 tuvieron menor cantidad de lipidos que sus controles
virgenes en los dos grupos de alimentacién, lo que hace suponer que la lactancia
condiciona a la pérdida de lipidos independiente del tipo de alimentacion.
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Cuadro 10. Contenido de lipidos totales (g) en la carcaza de las ratas NP y KP.,

Dias
1 14 21

Lactante

KP 625210723 5264 +0.691>* 4740+ 0949 "%

NP 5.647 £ 0.545 7.184£0.795°" 4 687 +1.262
Virgen

KP 6.018 £ 0.761° 72051717 7692 +1585"

NP 7033+£0468* 8.156 £1.1186 9075 +1.057 %

Promedio (gramos) x (DE) de 8 ratas por grupo.
Los valores que tienen el mismo superindice estan comparados entre si.
¥ pe o1, ™™ " P< 0001 tde student y pos prusba.

2.2 Contenido de proteinas en la carcaza de la rata.

Las proteinas contenidas en la carcaza de las ratas del estudio se
presentan en el cuadro 11, se encontrd que las ratas virgenes del grupo de
alimentacién KP no tuvieron diferencia significativa con el grupo virgen NP los
dias 14 y 21; pero en &l primer dia se presentd menor cantidad de proteina en
su carcaza. El grupo lactante con la dieta experimental (KP) presentd una
mayor cantidad de proteina que el NP al inicio de la lactancia (22.76 vs 20.3 g),
y mayor que la contenida en la carcaza de la rata virgen del mismo grupo
experimental (22.76 vs 17.6 ¢). Al dia 14 de Iéctancia {as ratas KP tienen
menor cantidad de proteina que las NP y el grupo KP tiene un contenido de
proteina significativamente menor (p= 0.051) gue su testigo virgen, Esta
observacion comresponde al dia de maxima produccion de leche y al dia de

mayor demanda de las proteinas.

47



Al final de la lactancia, las ratas de los dos grupos de alimentacion (tanto

KP como NP) tuvieron la misma proteina contenida en su carcaza sin que se

presentaran diferencias significativas.

Se considera una pérdida de proteina al dia 14 de lactancia para el grupo

experimental KP.

Cuadro 11. Contenido de proteinas totales (@) en la carcaza de las ratas NP y KP.

Dias
1 14 21

l.actante

KP 2276+ 1220 2054+£331°% 2280+ 2.71

NP 2034 +153° 21.83+3.04 21.88 +0.87
Virgen

KP 17.61+£341% 23.80+237% 23.78£2.12

NP 21.12 £ 2.96° 23.86+2.93 2213+ 143

Promedio (grames) + (DE) de 8 ratas por grupo

Los valores gue tienen el mismo superindice estan comparados entre si

4% pe .05, ™ P< 0 005. tde student y pos prueba
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3 PESO DE LOS TEJDOS DE LAS RATAS.
3.1. Peso himedo del higado.

Las ratas virgenes de los dos grupos de alimentaciéon NP y KP, presentan
un peso del higado de alrededor de 8 g, el cual no varid a lo largo del estudio.
Para las ratas lactantes KP se presenta un incremento del peso del higado a lo
largo de la lactancia, empezando al dia 1 con un peso de 11.5 g en promedio al
dia 14 aumentd 2 g y para el dia 21 se reporta un peso en promedio de 14.3 g. En
el grupo lactante NP, el higado aumentd su peso del primer dfa de lactancia al 14,
al final de la lactancia volvio a disminuir. En la lactancia, la atrofia del higado es
una adaptacién fisiolégica que se lleva a cabo para cubrir en su mayoria la
demanda necesaria de nutrimentos; se presentd en los dos grupos de alimenta-
cién, sin que la alimentacion marginal ocasione una atrofia mayor de dicho drgano.
El peso de este tejido es mayor para las ratas lactantes del grupo NP y KP en

comparacién con sus respectivos grupos virgenes en el dia 14

Cuadro 12. Peso del higado de las ratas virgenes y lactantes KP y NP.

Dias
1 14 21

Lactante

KP 11.5+104° 136157 143+ 1.9%"

NP 10324 149+09° 12.8+26
Virgen

KP 90+£11" 93017 98+03%"

NP 99+05 93+14° 96+14

Promedio (gramos} + (DE) de 8 ratas por grupo.

Los valores que tienen el mismo superindice estdn comparados entre si.
2#3" pe 0,001, "P< 0.005. por t de student y pos prueba.

P< 0 005 por ANOVA de 1 via, para los grupos lactantes NP y KP.
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32.

Peso himedo de la glandula mamaria

En las ratas virgenes el peso de la glandula mamaria corresponde al 2-3%

del peso corporal total de [as ratas. En el peso de {a giandula mamaria en las

ratas de este estudio del grupo V1, V14 v V21 no se encontrdé ningin cambio por

efecto del tipo de alimentacion recibida; pero si entre los dias de lactancia

comparandose por anova de 1 via. Siendo fa glandula mamaria en este periodo ¢

tejido mas imporiante para la sintesis y secrecion de la leche, esto se refleja en su

peso ya que las ratas lactantes presentan un peso de este tgjido significativamente

mayor que las ratas virgenes (con valores de significancia de 0.01 a 0.0001); esta

diferencia se observd entre las ratas de los dos grupos de alimentacion, No se

encontraron diferencia cuando se traté de la misma condicion y diferente dieta

Cuadro 13. Peso hiimedo de la glandula mamaria de las ratas virgenes y lactantes

KPy NP,
Dias
1 14 21

Lactante

KP 170+35¢ 185+31% 20.3+36"%

NP 205+2.1° 204 17" 178+ 48
Virgen

KP 7.3 £06° 92 +11°¢ 96 +0.8%

NP 7A7+x15" 941+26" 982+08%

Promedio (gramos} + (DE) de 8 ratas por grupo
L_95 valores que fienen el mismo su perindice estan comparados entre si
" P< .01, ¥ P< 0.001, % P<0.005 port de student v pos prueba
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3.3.  Peso himedo del paguete misculo esquelético.

Se tomé como peso del paguete muscular la carcaza completa de la rata, y
como se observa en el cuadro 14; Por los valores de p al compararse 10s grupos
de alimentacion tanto lactantes y virgenes no hay diferencia significativa alguna,
aplicando la prueba de “t” de student y la prueba de anova de una via.

Cuadro 14. Peso hiimedo del paquete muscular de las ratas virgenes y lactantes

KP y NP,
Dias
1 14 21

Lactante

KP 113.6+13 1154+ 386 113.9+6.3

NP 11322786 121.8+57 125.1 + 16.5
Virgen

KP 112.3.+ 9.9 1145+75 1222 +45

NP 1216+ 9.5 113.5+12.4 119.3 276

Promedio (gramos} + (DE) de 8 ratas por grupo
Los valores que tienen el mismo superindice estdn comparados entre si,
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4. ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LOS PROTEASOMAS EN TRES TEJIDOS EN
RATAS VIRGENES Y LACTANTES.

4 1. Actividad especifica en el higado de las ratas.

La actividad especifica de una enzima es la capacidad que tiene esta de
actuar en un sustrato y convertirlo en producto, en una unidad de tiempo, por mg
de proteina. En este caso es hidrolizar el polipéptide S-IM-MCA v liberar el
compuesto fiuorogénico MCA. Los proteasomas en &l higado (cuadro 15) presen-
tan difetencia en su actividad por efecto de la dieta en ratas lactantes en el dia que
coincide con la maxima produccion de leche (1.14), presentdndose la mayor
actividad en las ratas del grupo KP y también se encuentra diferencia entre este
grupo L14 KP y su virgen KP.

Cuadro 15, Actividad especifica de los proteasomas en el higado.

Dias .
1 14 21

Lactante

KP 4489+ 11.1 96.0 12143 582107

NP 4616+ 7.6 246+£6.8° 58.18 £ 10.6
Virgen )

KP 422 +68 4476+ 248" 78.36+95"

NP 489155 26.54 + 3.6 51.33£13.8°

Promedio {ng de MCA /mg de prot /min} + DE de & ratas por grupo
Los valores que tienen el mismo superindice estan comparados entre si
? P<0.000, ™ P<0.05 Portde studant y pos prueba

A fo largo de la lactancia tanto en el grupo NP como KP se encuentran
diferencias significativas (andlisis de varianza de una via) Se observa que la
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‘actividad especifica en el higado al dia 1 y 21 de lactancia son def mismo orden
para ios dos tipos de alimentacion (NP/KP) v es exactamente al dia 14 (dia de
maxima produccion de leche)} que tienen comportamientos contrastantes, mientras
que la actividad para las ratas NP disminuye significativamente, para las ratas KP
aumenta cerca del 100%.

En la actividad especifica del higado, para las ratas KP se presenta un
aumento gradual y estadisticamente significativo (P<0.05). Las ratas virgenes
presentan una disminucién en la actividad del dia 14 en el grupo NP”y un aumento
en la actividad el dia 21en el grupo de experimentacién Entre tipo de alimentacién
se reportan diferencias significativas en las ratas virgenes los dias 1y 21.

4.2. Actividad especifica en la glandula mamaria de las ratas.

La actividad especifica calculada en la glandula mamaria se presenta en el
cuadro 16. Con base a los resuftados de nuestro estudio podemos mencionar que
las ratas virgenes en comparacidon con las lactantes, mantienen este tejido
mamario casi inactivo, porque se presenté una actividad especifica basal en las
ratas virgenes de los dos grupos de alimentacion (NP/KP) similar de 7 a 16 ng de
MCA liberada /mg de proteina /min, sin que se presentara diferencia significativa a
lo fargo de este periodo.

En el cuadro 16 se muestran las diferencias entre los grupos lactantes de
los dos tipos de alimentacion, en los dias 14 y 21 de lactancia. La actividad
especifica de los proteasomas en la glandula mamaria de Ia ratas lactantes NP
tiene un incremento del dia 1 al dia 14 del 200%, para mantenerse hasta el dia 21,
en las ratas lactantes KP se presenta el primer dia una actividad similar a su grupo
testigo (NP} del mismo dia y similar a los grupos virgenes, pero tiene un
incremento del 300% para el dia 14 y tiene el mismo comportamiento que las NP,
ya que de igual manera se mantiene al dia 21 Ademas que la mayor actividad

especifica determinada se presenta en este tejido y en este dia.
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Cuadro 16. Actividad especifica de los proteasomas en la glandula mamaria.

Dias
1 14 21

Lactante

KP 1706277 5133+889° 5168+7.77

NP 1564 +1.7 3052+58° 3755+817
Virgen

KP 12.44 + 3.27 14 00 +6.87 706 +2.56

NP 16.60+6.4 14011871 793x110

Promedio (ng de MCA /fmg de prot /min) t DE de & ratas por grupo.
Los valores que tienen el mismo superindice estan comparados entre si
&% P 001. Por t de student y pos prueba

4.3. Actividad especifica de los proteasomas en el misculo.

El misculo como probable reserva de proteinas, en las ratas virgenes NP y
KP, mantienen una actividad especifica de 10 a 20 ng de MCA liberada / mg de
proteina / min, & lo largo del estudio (V1,V14,V21) que podria deberse al constante
recambio de proteinas sin que se encuentren diferencias significativas entre eflas
(Anova de 1 via). Cuando se comparan las virgenes con las lactantes se encontra-
ron diferencias significativas en NP al dia 14 (p=0.002) y en las KP al dia 14 VIL
p=0.001). Los dias que este tejido presenta mayor actividad es el 14 tanto en [as
ratas alimentadas con la dieta NP como las KP. Por efecto de la dieta en las ratas
virgenes no se encontraron diferencias significativas.

l.as ratas del grupo NP que atraviesan por el periodo de lactancia presentan
la maxima actividad especifica en el misculo al dia 14, siendo estadisticamente
significativa en comparacion con los otros dias en que se realizo esta medicion.

Para las ratas con alimentacién marginal (KP) se muestra que su maxima

actividad especifica se lleva a cabo el dia 14 de la lactancia, presentandose
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diferencia significativa en comparacion con los dias 1y 21 de lactancia, analizado
con un Anova de 1 via,

Los grupos testigos, sirven para observar el efecto de algunos cambios no
controlados que pueden intervenir o no en las lecturas. Parece ser que el masculo
es un tejido donde no se afecta de manera significativa la actividad especifica por
algun error que no se pudiera controlar,

Cuadro 17. Actividad especifica de los proteasomas en ! méisculo.

Dias
1 14 - 21

Lactante

KP 2467 +507 3284477° 25.85 + 9.52

NP 2183+84 46 66 +18.6° 23.03 +5.02
Virgen

KP 17.24+ 419 10.33+ 358" 21.16+28

NP 2016 +2.73 1542 +765° 15.63+6.9

Promedio (ng de MCA /mg de prot /min) + DE de 8 ratas por grupo.
Los valores que tienen el mismo superindice estan comparados entre si.
*p<0 002, *P < 0.001 . Port de student y pos prusba
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5 ACTIVIDAD TOTAL DE LOS PROTEASOMAS EN LOS TEJIDOS DE LAS -
RATAS.

5.1. Actividad total en el higado.

En el cuadro 18, se presentan los valores de la actividad en el higado total
de los proteasomas; se enconfraron diferencias significativas por el tipo de alimen-
tacion (NP/KP) en las ratas lactantes al dia 1 y 14 siende mayor la actividad en los
higados de las ratas alimentadas con la dieta marginal. En las ratas virgenes se
encuentra que estas tienen actividades de 16 a 38 pg de MCA liberada por minuto;
en el grupo de ias virgenes KP, Ia actividad se encuentra a lo largo del estudio
estable sin que se presente diferencia significativa por un andlisis de varianza de
una via (p=0.81) y para las virgenes NP se encontré un valor alto en las virgenes
de 1 dia comparandolc con el dia 14 y 21 (p=0.000).

Cuadro 18. Actividad total de los proteasomas en &l higado de las ratas virgenes y

lactantes KP y NP.
Dias
1 14 21
Lactante -
KP 169+£4.16 31241017 299+ 144
NP 9.61+186 > 445+£13.7°° 244725
Virgen .
KP 243 £7.41%° 230124 269+£325
NP 388+661"" 16.7£2.82° 255+4.19

Promedic {ug de MCA /6rgano total /min) £ DE, de 8 ratas por grupo
Los valores que tienen el mlsmo super:ndlce estan comparados entre si.
AT p20.0001, T P<0.01, PP <0 001, ™ ° P<0.05 Portde student y pos prueba.
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Las ratas lactantes solo aumentan su actividad del dia 1 de lactancia al dia
14 y es aqui donde se encuentra la mayor actividad de los proteasomas (L14) en
el higado. Las diferencias entre virgenes y lactantes del mismo tipo de alimenta-
cion se presentaron en el grupo de NP al dia 1 y el dia 14; Para el grupo KP solo
al dia 1 de lactancia entre el grupo lactante y su control virgen ( ®P< 0.001).

Este 6rgana que tiene la capacidad de administrar y regular el anabolismo
y el catabolismo de proteinas, en la lactancia presenta como respuésta un ajuste
en la actividad enzimética dependiente de ATP (proteasomas) disminuyendo la
hidrélisis de proteina al inicio de la lactancia (L1),

Pero las ratas con alimentacién marginal parece que no pueden bloquear
esta disminucion ya que no bajan los proteasomaé a su actividad como las ratas
NP, para el dia 14 se ve un aumento considerable y significativo de la hidrélisis de
las proteinas relacionandose con la mayor demanda de aminoacidos para la
produccién de leche y para el dia 21 ya se encuentra normalizada la aclividad
enzimatica con valores similares a los encontrados en las ratas que no estan
sometidas al estrés de la lactancia.

5.2. Actividad total en la glandula mamaria.

La glandula mamaria de las ratas virgenes tiene una actividad "basal” de
0.8 a 1.6 pg de MCA liberada por minuto, sin existir diferencia significativa entre
los dias V1, V14 y V21 de ratas alimentadas con la misma dista (NP o KP), Por
un andlisis de varianza de una via (P>0.05). Donde si se encontrd una diferencia
significativa { p = 0.049) en la actividad total de la glandula mamaria fue entre las
ratas virgenes al dia 14 del grupo NP vs las ratas alimentadas con la dieta KP de
esta misma condicién. Como era de esperarse desde el dia 1 de lactancia este
tejido se vuelve mas activo, para las ratas L1 NP aumenta su actividad total a 3.55
Hg de MCA liberada, con respecto a su confral virgen v sin que presente diferencia
significativa con la actividad totai de la glandula mamaria de las ratas del grupb
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alimentado con la dieta KP, aun cuando este ultimo aumento ligeramente mas su
actividad total (5.6ug de MCA liberada).

Cuadro 19. Actividad total de los proteasomas en la glandula mamaria de las ratas
virgenes y lactantes KP y NP.

Dias
1 14 21

Lactante

KP 56 +1.81° 279£7.32> 427 £13.3%°

NP 35522 223%3.7% 893+1.7%%
Virgen

KP 163+0.39°¢ 1.54 £ 060 1.08 £0.15¢

NP 166 £0.7 0.81£04% 1.02£03%

Promedio (g de MCA férganc total /min) + DE, de 8 ratas por grupo
Los valores que fienen el mismo sgperindice estan comparados entre si.
% pep 05, P4 p= 0 0001; % P= 0.0002. Por t de student y pos prueba

Como se observa en el cuadro 19, el dia 14 de lactancia las ratas tanto NP
como KP aumentaron su actividad total en la glandula, siendo significativo este
aumento. Las ratas KP en relacidn con NP para esie dia presentd mayor actividad,
teniendo un valor de p de 0.027.

Hacia el final de la lactancia, el grupo NP disminuye la actividad total que
presentaba el dia.de maxima produccién de leche (L14), mientras que para el
arupo KP aumenta aun mas la actividad total presentada al dia 14. Se puede
pensar que son los proteascmas que el dia 21 de lactancia, realizan un esfuerzo
adicional, hidrolizando proteinas de la misma leche, ya que no se relaciona este
aumento de actividad con regresion de tejido (peso del tejido).
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5 3. Actividad total en el misculo.

El musculo ha sido considerado por muchos autores el reservorio de
proteina que pudiera ser utilizado en cualquier condicién de estrés que induzca al
catabolismo de estas; pero esto no siempre es cierto, sobre todo si se considera el
cuadro 20 para discutilo. Ya que se presenta la actividad tofal de las ratas
alimentadas con la dieta normal a los dias que corresponderian en edad a la
lactancia del dia 1, 14 y 21 (virgenes) con valores de 34 ug de MCA liberada por
minuto, como la actividad basal de 1a hidrélisis "normal” del recambio de proteinas
musculares. Se observa para las ratas alimentadas con la dieta marginal una
hidrélisis menos estable pero en el rango presentado para las NP, Sin que existan
diferencias significativas por el tipo de dieta.

Cuadro 20. Actividad total de los proteasomas del musculo esquelético en las
ratas virgenes y lactantes KP y NP.

Dias
1 14 21

Lactante .

KP 837+£21.0% 548 +168.0*" 455+135°

NP 522+122° 059+ 212"k 2823707
Virgen

KP . 30.2 £7.21% 265+952°¢ 4814637

NP 324 £850¢° 34 8+600° 357 £ 9.60

Promedio (Mg de MCA /érgano total /min) £ DE, de 8 ratas por grupo
Los valores que tienen el mismo superindice estén comparados entre si.
Ap< D005, ™ P< 00005, ® P< 00001, ™"~ P<0.001 Portde student y pos prueba
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La actividad total del tejido muscular de las ratas de los dos grupos de
alimentacion (NP/KP) durante los tres dias claves de la lactancia tienen respuesta
diferentes, se observa que el primer dia de la lactancia tienen un aumento con
respectc a sus grupos virgenes de manera significativa (ver pie de notas del
cuadro 20). Sin que se presente esta diferencia por el fipo de alimentacion que
recibieron.

En el dia 14, la actividad es mayor significativamente en el grupo de las
ratas NP, y se ve disminuida casi a rangos basales para el dia 21, mientras que en
los grupos KP, se va cobservando una disminucién significativa entre L1 y L4 y
L21 (ANOVA reporta diferencia significativa, p<0 .05), pero eso si siempre la activi-
dad total por arriba de los valores encontrados en sus controles virgenes, excepto
al dia 21, donde se encontrd para las ratas V21KP un valor alto.
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6. PRODUCCION DE LECHE Y DE NUTRIMENTOS AL DIA 14 DE LACTANCIA.

El pericdo de méaxima produccion de leche es entre los dias 12-14 de
lactancia; en esos dias se realizé estad medicidn y se encontrd una produceién en
las ratas alimentadas con la dieta NP de 48.5 mL mientras que para las ratas KP
la produccion fue 16% menor, estd diferencia es estadisticamente significativa
entre los dos grupos. La produccién diaria de nutrimentos se caleulé considerando
la cantidad de leche producida y la composicion de esta mostrando una idea de la
cantidad diaria de proteinas, lipidos e hidratos de carbono que son ufilizados para
producir leche; encontrandose que las proteinas y la lactosa es significativamente
menor para los grupos KP en comparacion por 1a prueba de “t" con el grupo de las
ratas alimentadas con la dieta NP, la energia vertida a la leche por dia es significa-
tivamente mas alta para el grupo NP en casi un 14%. Los lipidos producidos para
fa leche son ligeramente mayor para el grupo de las ratas KP que para las del
grupo NP, sin tener diferencia estadistica.

Cuadro 21. Volumen de leche producida y los macronutrimentos y energia

producidas para la leche.

Volumen Proteinas Lipidos Lactosa Energla
(ml/dia) (g/dia) (g/dia) (g/dia) {Kcal/dia)

Lactante

KP 41.1+£6.00° 4.1x092" 6.1+123 086+0.1° 749+13.9"

NP 485+548 77+129 57+045 12+024° 872+114°

Promedio + DE, de 10 ratas por grupo.
Los valores gue tienen el mismo superindice estan comparados entre si
P<0.01, *P< 0.0001, * P< 0 001, Y P< 0.05 Port de student y pos prueba.
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7. COMPOSICION QUIMICA DE LA LECHE.

Las ratas alimentadas con la dieta KP {marginal), ademas de mostrar una
produccidn 16% menor que las ratas NP, mostraron en la composicion de su leche
cambios coma la disminucion en la concentracion de sus proteinas que se ven
afectadas en un 36 %, bajando la concentracion de 15.82 gfdL en la leche de las
ratas NP vs 10.14 g/dL enconfrados en la leche de las ratas que recibieron su
dieta marginal (KP). Los lipidos por el contrario tuvieron su concentracion mas alta
en la leche de las ratas KP en un 21 % en comparacién con la concentracion
enconfrada en la leche de las ratas NP, lo anterior hace que la densidad
energéfica de la leche sea estadisticamente signiﬁcativa mayor para este grupo
con alimentacion marginal. La cantidad de laciosa encontrada en la leche NP fue
ligeramente mayor que en el grupo KP encontrandese diferencias significativas
comparandolo con una prueba de "t".

Cuadro 22, Composicién quimica de la leche al dia 14 de la lactancia.

Volumen Froteinas Lipidos Lactosa Energia
{mL/dia) {a/dL) {g/dl) . {g/dL) {Kcal/dL)

Lactante

~KP 411+60° 101+£155° 148%1.1° 21005 1825+13.4

NP 485+548 158+184° 118+05° 246+04% 17943+71

Promedio + DE, de 10 ratas por grupo.
Los valores gue tienen el mismo superindice estan comparados entre si
2p=0.01, " P=0.0001, © P= 00000, ® P= 002

62



- 8. CRECIMIENTO DE LAS CRIAS DEL NACIMIENTO HASTA EL DIA 21 DE
LACTANCIA.

La dieta experimental que ofrecimos a un grupo de ratas (KP), no presenta
diferencias en su tasa de natalidad, ni en ef éxito de sus embarazos. Se observa
en el cuadro 23, que los promedios del numero de crias por camada es similar
para los dos grupos, sin que se presenten diferencias significativas tampoco en el
peso de la camada. "

Cuadro 23. Efecto de la dieta sobre el numero de crias y el peso de Iz

camada.
PESO DE LA
DIETA N® DE CRIAS CAMADA AL NACIMIENTOQ.
(@
NP 1033225 ' 716+ 16.5
KP M19+£22 780124

Promedio + DE, de las crfas de 10 ratas por grupo .
Peso de la camada estd reportada en gramos.

Las crias nacen con un peso de 648 g en promedic las de las ratas
alimentadas con la dieta NP y de 6.52 g para las ctias de las ratas KP, es al dia 5
de edad donde se hace una diferencia significativa de 0.0006, es aqui donde las
crias NP aumentan un 10% mas del peso que alcanzaron en este dia las crias de
las ratas KP. Basandose en la prueba de t es que se hace la diferencia
significativa a pariir de este dia. Se observa en la figura 20 que la curva de
crecimiento del peso se va separando a partir del dia &, donde se ve detenida para
las crias KP, que en el dia 14 |a deﬁciéncia en peso es del 16% en comparacion
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con el peso que llevan ese mismo dia las crias de las ratas alimentadas con la
dieta marginal (KP). Para el dia 21 de lactancia, el promedio del peso de las crias
KP es de 38.96 g gue se encuentra un 27% por debajo def peso registradoe para
las crias del grupo NP que es de 53.32 g. Por lo gque se puede resumir que el
consumo de la dieta marginal (KF) por las ratas afecta a la produccion vy
composicién de la leche negativamente a partir del dia 5 de lactancia, pero es
hasta el dia 14 donde se comprueba por su anélisis, sin embargo este efecto se
mantiene durante el resio del periodo de lactancia, donde se observa gue para el
final de la lactancia (L21) el efecto se acentla y se convierte en un peso casi 30%

menor.

Grafico 8. Peso corporal de las crias hasta el dia 21 dia de la lactancia.
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—&- Crias KP,
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DISCUSION

El estudio de la lactancia es tan amplio y aun con algunos aspectos por
aclarar, que este estudio es tan solo una pequefia aportacion a la investigacion de
este tema. La presente investigacion estuvo disehada para evaluar el efecto de
una alimentacién marginal adicional al efecto de la lactancia en el metabolisme de
proteina; especificarmente sobre la protedlisis en tres tejfidos claves del organismo
materno (higado, glandula mamaria y misculo). El estudio fue muy completo por
las mediciones que se realizaron ya que se tuvo el controt de todas las variables
de un trabajo experimental, previos y durante la intervencion de la alimentacion
marginal y durante los analisis quimicos de todas las mediciones que se
obtuvieron., Los resullados muestran varios haltazgos importantes, que se iran
discutiendo por tema.

1. CARACTERISTICAS DE LAS RATAS EN ESTUDIO.

La edad de los animales para iniciar un estudio de esta naturaleza es muy
importante porque estos animales necesitan haber pasado el periodo de creci-
miento; asi, los pesos fluctdan entre 180 g v 280 g en &l caso de la cepa Sprague-
Dawley segin como lo reporian varios autores (93-94). En este caso como en
todos los trabajos del grupo del Dr Heméndez—Moﬁtee se han utilizado ratas de un
peso de 220 a 260 g al inicio del estudio, las ratas de este trabajo experimental
iniciaton con un peso de 240 g. Después de las dos semanas de adaptacion a su
dieta correspondiente el peso comporal de las ratas de los dos grupos fue aumen-
tando gradualmente sin ninguna diferencia enfre ellos; esto se debe a gue en la
edad adulta las ratas incrementan su peso, esta observacién se mantiene en los
grupos testigos virgenes mientras que los grupos de las ratas lactantes tienen un
incremento por la gestacién, en los dos grupos de alimentacion el incremento de
peso es similar hasta la lactancia. El consumo de alimento que tuvieron estas
ratas durante todo el estudio dependen mucho de su estado fisiolégico, es decir,

las ratas lactantes aumentaron su consumo de alimento en comparacion con el
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grupo de ratas virgenes, de la manera ya descrita en otros trabajos (8,42-
44.46,51,52). Este aumento en el consumo de alimento se ha demostrado que se
debe al ineremento de energia mas que al medio hormonal de 1a lactancia (5),
aunque no se debe dejar de tomar en cuenta que para el dia 17 las crias ya
iniciaron su ablactacién y consumen del alimento sélido destinado a su madre.

Si se recuerda las diferencias en la composicion guimica de las dos dietas
utilizadas hacen la diferencia en el consumo de energia y proteina para las ratas
KP ya que su alimento tiene menor cantidad (18%) de proteina y energia que la
dieta testigo NP; vy por lo tanto su consumo es 30 % menor sobre todo para las
ratas lactantes con respecto a su grupo testigo lactante (NP).

2 COMPOSICION CORPORAL DE LAS RATAS DURANTE LA
LACTANCIA Y EL EFECTO DE LA ALIMENTACION MARGINAL.

La composicién corporal de un organismo se puede analizar a varios
niveles; métodos no invasivos como sucede en humanos a través de medidas
antropométricas que incluyen peso corporal, talla, circunferencias y pliegues
cuténeos; sirviendo para dar un aproximacion de contenido de agua, de grasa y de
masa libre de grasa. Recientemente se utilizan métodos invasivos que realizan
mediciones mas exactas como es la densitometria, la dilucidn de deuterio, la
impedancia bioeléctrica, que mediante el uso de modeles matematicos se puede
calcular los compartimentos corporales como es el % de agua, el % de masa
grasa, la cantidad de minerales y el % de proteina; Estos métodos varian de lo
impreciso a lo éostoso (95).

El estudic de |la compesicidn corporal en el modelo animal es relativamente
mas facil y preciso. En el caso de |a rata se realiza el analisis quimico (contenido
de proteinas, lipidos y agua) en la carcaza y de esta forma se hicieron las
determinaciones en todos los estudios con que comparamos nuestros resultados.

En el periodo de lactancia, la composicion corporal no influye sobre la

preferencia en la utilizacidn de algin sustrato en particular para la oxidacion ya
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que la utilizacién de la glucesa por la glandula mamaria no se ve afectada por las
diferencias en la composicién corporal (6). Aungue si existe correlacion de la
adiposidad de la madre con la cantidad de lipidos encontrados en la leche (40). En
el estudio de Kanto y cols (96), la rata gestante contiene mayor cantidad de agua
corporal qﬁe la rata virgen (rata fotal a la que solo se le retiré el pelo), esto se
debe a la mayor hidratacién que necesitan los tejidos del organismo materno y se
cree que esta retencion de agua se mantiene en la lactancia (86). Mientras que si
se realiza este contenido de agua Onicamente en la carcaza d"e ia rata, se
encuentra que se pierde una determinada cantidad de agua por el efecto de la
lactancia (51). Estas diferencias se deben a que se utilizd diferente técnica de
medicion, mientras que en el primer estudio citado se realizd con una técnica de
dilucién en la rata total, en el segundo trabajo fue por pérdida de agua de la
carcaza por calor En este segundo estudio del Dr Hernandez-Montes (51), la
masa libre de agua {peso seco) fue menor para las ratas lactanies en comparacion
con su grupo virgen y a las ratas que se les proporcioné una dieta deficiente en
proteina tuvieron una reduccion del peso seco de su carcaza al dia 14 de la
lactancia, sin que en el peso corporal se presentaran diferencias significativas; por
lo que se considera que la diferencia fue el contenido de agua de la carcaza

Los lipidos y el comportamiento de su movilizacién en este periodo ha sido
por demas estudiado ¥ en este caso muestran resultados que coinciden con los ya
reportados. Las ratas con la dieta NP de este estudio, presentan una movilizacion
de los lipidos de la carcaza entre los dias 14 y 21 de lactancia; aungue también se
ha encontrado que otros depositos de grasa como son el parametrial, el retroperi-
toneal y el subescapular disminuyen su tamafio y contenido de lipidos, este
proceso de movilizacion de lipidos se anuia cuando la rata lactante consume una
dieta alta en lipidos (97), o se acentda cuando la madre es multipara (98). En caso
de que las ratas consuman una dieta baja en proteinas, la movilizacion de lipidos
de la carcaza se modifica, ya que se pierde de manera inmediata en la primera
semana de lactancia (51). Caso similar con nuestros resultados de las ratas
alimentadas con la dieta KP. Aungue a diferencia del estudio mencionado
anteriormente con las ratas alimentadas con la dieta baja en proteina donde las
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ratas tuvieron un mayor consumo de lipidos ya que la dieta recibida fue isocalérica
confenia una cantidad mayor de lipidos v el organismo matermno fuvo la

oportunidad de formar mayor reservas para iniciar la lactancia, mientras que las

ratas KP de este estudio, recibieron su dieta que también fue baja en energia y en
lipidos, por 1o que no pudieron formar una mayor reserva al inicio de la lactancia
come en el caso anterior; pero la cantidad movilizada fue similar a la de las ratas
con la dieta testigo. La movilizacién de lipidos ha sido una importante aportacion
de energia para el costo que exige la lactancia, también debe de encontrarse una
aportacion de las proteinas corporales a la poza de amincacidos en este momento
de sintesis de proteinas de la leche. Por algunos afios se habia establecido al
tejido muscular como reservorio de proteinas, que podrian ser utilizadas para la
gran demanda durante la lactancia; el estudio de Pine (89) en ratas alimentadas a
partir def parto con una dieta baja en proteinas (9% de caseina) donde se
presenta una perdida de 5 g en la carcaza himeda al dia 12 de lactancia;
mientras que las ratas alimentadas con la dieta del 21 % de caseina nho tienen

perdida de proteina de la carcaza. Nuestros resultados de contenido de proteina -

en la carcaza de fa rata lactante no presentan pérdida alguna; ni por efecto de la
dieta marginal. Solo si comparamos las ratas lactantes KP con su grupo testigo
virgen en el dia 14 se observa un menor contenido de proteinas para la lactante.
Puede ser considerado este dia como el mas estresante para el organismo
materno por su mayor demanda por la glandula mamaria para la maxima
produceién de leche,

Pine en otro estudio (47} justifica que la movilizacidn de proteinas tisulares
es tan répida gue no puede ser cbservada en la carcaza pero que 10s cambios se
deberian ver a nivel de recambio; es decir, lg diferencia entre la sintesis vy la
degradacién de proteinas en los todos los tejidos. Segun este estudio la perdida
de proteina muscular ocurrida entre los dias 2 y 8 de lactancia es de apenas 133
mg aun cuando la rata consumid una dieta deficiente en proteina (9% de proteina).
Sin embargo la sintesis de proteina en fa glandula mamaria, se ve disminuida por
efecto de la calidad y la cantidad de la proteina de la dieta (36)
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3.- PESO DE LOS TEJIDOS DE LAS RATAS

Los pesos de los tejidos han sido utilizado como referencia en varias
estudios. En la lactancia, se habla de la hiperirofia de algunos de ellos como son
intesfino, estomago, higado y giandula mamaria (43). En nuestro estudio, se
encontrdé un aumento en el peso del higado en las ratas lactantes en comparacion
con sus controles virgenes tanto en las ratas del grupe NP como en el grupo KP.
Esta hipertrofia del higédo se puede deber a la gran demanda del trabajo
metabdlico que realiza este drgano, siendo fundamental para todas las adapiacio-
nes bioguimicas que suceden en la lactancia. Cuando ia rata se alimenta durante
la lactancia con una dieta de 21% de caseina, se promueve el anabolismo en el
higado al dia 12, ya que se observa un aumento significativo en el peso dei
higado, en la cantidad de proteina y en su contenido de ARN comparandose con
los mismos indicadores de ratas alimentadas con una dieta baja al 9% de caseina
(100). En ¢! presente estudio no se encontrd diferencia en el peso del higado entre
los dos grupos de alimentacion NP y KP, aunque existe el antecedentes que el
peso de este drgano se ve afectado por una dieta con una proteina de baja calidad
como es el trigo (36). Los dafos que presentan los estudios donde si hubo efecto
por la dieta se encuentran 3 ¢ por arriba de los pesos del higado de las ratas KP y
los higados de su grupo iestigo se encuentran 4 g por debajo del peso del higado
de las ratas NP. Aun cuando se tratan de la misma cepa de ratas.

La glandula mamaria en estado basal es un tejido practicamente inactivo
cuando el organismo no cursa por ningin estado fisioldgico de reproduccion; en el
embarazo este fgjido empisza a responder a los cambios hormonales para
prepararse para la lactancia, en este periodo llega a ser el tejido mas activo e
importante por la captacion de sustratos y la sintesis de nuttimentos necesarios
para la sintesis de la leche. En los estudios de Pine (47), una dieta del 9% de
caselna es suficiente para ver reducido el peso de la glandula mamaria abdominal,
su contenido de proteina y ARN. Pero una dieta con una concentracion de 13%
de caseina, no tuvo efecto en el peso total de la glandula mamaria (51). En los

experimentos de este estudio la dieta marginai no tuve ningan efecto en el peso de
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la glandula mamaria, ya que el aumento que presenté este tejido es similar en los
dos grupos de alimentacion. Si se recuerda, el peso se tomo del tejido humedo sin
considerar la cantidad de leche que pudiera contener el tejido. Los pesos de! tejido
muscular considerd a toda la carcaza del animal y no se detecto ninguna perdida
en €l peso de este tefido.

4 ACTIVIDAD ESPECIFICA Y TOTAL DEPENDIENTE DE ATP* Y
CUMARINA EN LOS TEJIDOS DE LAS RATAS.

l.a actividad especifica como total de los proteasomas fueron considerados
en los tres tejidos donde puede estar aumentada la hidrdlisis de proteinas. Existen
una serie de frabajos que han descrito muy bien los cambios en la sintesis de
proteina por efecto de la dieta; El grupo de Sampson y cols (368), encuentran
correlacion entré [a velocidad de sintesis de proteinas en el higado v en la
glandula mamaria con la calidad y la cantidad de proteina administrada en la dieta.
Cuando el consumo de proteina es menor al requerimiento, la velecidad de
sintesis del higado se ve limitada por el suministro de aminoacidos (37). Y a
manera de regutacidn la hidrélisis de proteina debe estar aumentada tomando en
cuenta que disminuye el peso y la cantidad de proteina del higade. Esto mismo
puede suceder en el periodo de lactancia, donde se ve aumeniado el
requerimiento de energia y de proteina, que el higado regule mejor sus proteinas
aumentando la hidrolisis de proteinas que pueden ser las de circulacion o en
ultimo de los casos las propias, para la sintesis de enzimas necesarias en esta
etapa como son las que intervienen en la glucdlisis y lipogénesis (43). Esto
coincide con la actividad hidrolitica de los proteasomas, que se tomd como un
indicador de la hidrdlisis de proteina, la cual se encuentra aumentada cuando la
rata consume la dieta KP que es una dieta marginalmente baja en proteinas y en
su mayoria de origen vegetal y en un dia clave para el desarrollo de la lactancia
como lo es el dia 14, gue comesponde al dia de maxima produccion de leche y de

maximo requerimiento. Una dieta con 13% de caseina condiciona a la rata lactante

70



a una mayor actividad hidrolitica de la catepsina D en este misme dia y la
catepsina L al dia 7 de lactancia {51) El higado como 6rgano total tiene una
actividad hidrolitica menor al primer dia de la lactancia para los dos grupos de las
diferentes dietas, esto puede ser que este dia todavia no existe una aumento en el
requerimiento ni utilizacidn de aminoacidos importante, si regresamos a ver gue
este dia el consume de alimento es similar af de las ratas virgenes.

La glandula mamaria en la lacfancia, tiene una actividad importante en
fodos los pasos anabdlicos cbmo es la lipogénesis, glucdlisis y sihtesis proteica
(45), ﬁnalmente, estos pasos raquieren en cieria forma energia y sustratos que '
deben de llegar de circulacién o ser obtenidos a bartir de otras vias metabdlicas,
como la protedlisis. Las proteinas qgue llegan a la gléndula mamaria, deben de
estar en constante recambio, tanto para la sintesis propias de la leche como las
estructurales y reguladoras, la glandula mamaria a partir del dia 14 de lactancia
aumenta la actividad de los proteasomas, para aumentar la protedlisis de
proteinas que pueden ser de vida corta o anormales (54), si recordamos la veloci-
dad que existe en la sintesis proteica, tendria que ser mayor el error en su sintesis
(49) y consecuentemente mayor su hidrolisis, como regulacion de las proteinas
anormales. Las ratas con alimentacion marginal (KP) mostraron mayor actividad

" de los proteasomas desde el dia 14 de lactancia en comparacién con el grupo NP,
se podria pensar que es por el esfuerzo adicional gue finalmente levan ia sinfesis
de ofras proteina, pero se desconoce de cuales especificamente se tratarian. La
hidrolisis proteica que realizan los proteasomas en el tejido mamario en el
Iacta'ncia, tiene comportamiento diferente para los dos grupos de estudio, mientras
que para el grupo NP, la mayor acfividad total que tiene este tejido es al dia 14 de
lactancia; el grupo KP, tiene una mayor actividad total y se incrementa aun mas al
final de la lactancia, que podria indicar el inicic de la regresion del tejido glandular.

La actividad especifica de los proteasomas que dependen de ATP en ef
musculo no mostro ningiin efecto por el tipo de dieta consumida. Pero es notoria la
mayor actividad que tuvieron los dos grupos de ratas al dia 14, que vuelve a
coincidir con el dia de mayer estrés nutricional, por el aumento en el requerimiento
del dia de maxima produccién de leche.
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El musculo esquelético, ha mostrado en algunos estudios tener una
participacién activa en la Iadtancia, ya que en este periodo es franca la reduccidn
en la sintesis de sus protelnas (43, 35) en los dias 12 y 21 de lactancia. Por ofro
lado, en el dia 15 de lactancia, la concentracidon de lisina libre en la poza de
aminoacidos del musculo se correlaciona con el contenido de lisina en la diefa que
consUme ia rata (33). En el presente estudio se mostré que en el {ejido muscular
total, la mayor actividad de los proteasomas fue el dia de maxima produccién de
leche (dia 14) en e! grupo NP y ademas fue mayor que en el grupo de
experimentacion.

Se debe de considerar que cuando se habla de actividad enziméatica como
es en este caso los proteasomas, no siempre quiere decir que fodo el sistema de
protedlisis este aumentade, ya que cada uno de los complejos enzimaticos pueden
responder a situaciones diferenies de estrés (101).

5. PRODUCCION DE LECHE Y DE NUTRIMENTOS AL DIA 14 DE
LACTANCIA.

Los cambios en la produccion de leche y en su composicion, han sido bien
estudiados por efecte de los cambics en la dieta; Cmic (100) encuentra que una
dieta baja en proteina (8% de caseina) ocasiona una leche con una disminucion
enh el contenido de N total en la leche v un aumento en el contenido de lipidos
estos datos coinciden ¢on un trabajo del grupo del Dr Homero Herhandez (8). Pero
limitando la eantidad de alimento al 0% del consumo ad-ibitum no ocasiona
cambios en el contenido de lipidos y nitrégeno de la leche producida.

El estudio de Grimble, encuenira que la produccion de leche se ve
severamente reducido por la dieta con una proteina pebre en calidad (maiz) pero
no se& encontrd diferencia en la composicion de la leche {26). Los cambios en la
composicion de la leche también puede presentarse por el numero de tetadas
previas, hora del dia y por el dia de la laciancia (94). Mientras que una dieta
marginal consumida por 12 rata afecta la cantidad de leche consumida, que se
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debe directamente a la baja calidad de la proteina, que es de origen de trigo y la
deficiencia en un 20% de la cantidad total de proteina consumida por la rata afecta
la cantidad de proteina en la leche en un 35%. La cantidad de lipidos contenidos
en la leche de las ratas con la dieta KP tuvieron un aumento del 20%, que
pudieran provenir de los lipidos de las reservas corporales (27). La cantidad de
lactosa resulio menor para el grupo de las ratas alimentadas con la dieta
experimental. Estos cambios en |a leche producida por las ratas con la dieta KP,
trag como consecuencia que la raia aun con una dieta marginal sea capaz de
ofrecerle una leche con una densidad energética adecuada.

La produccion diaria de energia, proteinas y lactosa destinadas a la
produccion de leche, se vio afectada por la dieta marginal y esto se ve refigjado
finaimente en el crecimiento de sus crias, sobre quien finalmente se puede valorar

todos los cambios anteriores.

6. CRECIMIENTO DE LAS CRIAS DEL NACIMIENTO HASTA EL DiA21
DE LACTANCIA.

La dieta que una madre consuma duranie el embarazo, es determinante
para el desarrollo intrauterino de Ia cria, ya que las deficiencias en la dieta pueden
tragr consecuencias irreversible para el desarrollo de su cria. Una dista con
restriccidn en la proteina (8%) consumida por una madre, programa a la cria para
que en la edad adulta maneje de manera diferente la via glucolitica (102), y
presentan deficiencias en las funciones del cerebro (38), pero pueden revertir el
retraso en el crecimiento con una dieta adecuada (103). La dieta marginal que fue
consumida por las ratas del grupo KP desde antes de la cruza, no tiene ninglin
efecto sobre el peso al nacimiento ya que parece haberse adaptado a las
deficiencias de la diefa.

Al dia 5 de lactancia, ya se hace una diferencia en ¢l pesa de las crias KP;
porque se va refrasando la curva de ganancia de peso normal que presentan las
ratas dei grupo testigo Las deficiencia en la proteina de Ia dieta puede ocasicnar
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desde un leve retraze en el crecimiento de las crias hasta una franca desnutricién,
esto depende de la intensidad y duracion de la restriccién de la madre (32),
existen otros estudios donde se ha utilizado diferente fuente de proteina vegetal
come frijol y maiz y han ocasionadeo una restriccion en el crecimiento longitudinal
{29). La restriccion en el peso corporal que tienen las crias de las ratas KP, hacia
el final de la lactancia es de casi el 30%, similar al refraso que presentaron las
crias de las ratas can restriccién de proteina al 11% (8).
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CONCLUSIONES

Con estos resultados y con su andlisis, se puede considerar lo siguiente:

La dieta de experimentacion, definida como marginal, ho produjo ningtn
retraso en la ganancia de peso por el embarazo de la réta, ni en la
iactancia provocd cambios en el peso corporal, por lo que parece que el
organisme se ajusta a la diefa, durante las semanas previas al embara-

Z0.

El organismo materno con alimentacidon marginal, maneja de manera
diferente la movilizacion de lipidos corporales, haciéndolo en las dos

primeras semanas de lactancia.

. Por lo menos la carcaza no es el reservorio de proteinas del organismo
en la lactancia, ya que no se enconird movilizacidn en este tejido que

subsidiara la demanda de proteinas durante la lactancia.

. Ademas del estrés de la lactancia, una alimentacion marginal, provoca
en el organismo la mayor participacion del sistema de los proteasomas
en el recambio de proteinas en el higado, al dia 14 de lactancia.

Los proteascmas en la glandula mamaria, participan en la hidrélisis de
proteinas (se sugiere que sean proteinas anormales y de vida corta), por
su elevada actividad de sinfesis-hidrdlisis Y se observd un aumento en
la actividad especifica en la rata con alimentacion marginal a partir del
dia 14.
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6 El tejido muscular presenta mayor actividad de los proteasomas en el

dia 14 de lactancia.

7. Finalmente, una alimentacion inadecuada presenta una reduccidn en la
produccién de leche y en ef contenido de algunos nuttimentos importan-

tes, especialmente proteina.

8. Y estos cambios a quien mayormente afectan es al desarrcllo de la cria
a partir del dia 5, agudizandose mas hasta al final de la lactancia. Es de
suponerse gue es de este quinte dia cuando las deficiencias de energia
y nuttimentos empieza afectar la produccion de leche y por ende a la

cria.
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ANEXO 1
EXTRUCTURA QUIMICA DEL SUSTRATO
N-Suce-Leu-Leu-Val-Tyr-7-aminometil ~Coumarina

(peso Molecular 763.9)

HOOC-CH,-C HZ—CO—NH—CH—CO--NH—CH-CO—NH—CH-CO--NH-CH-CHz-O

1 | 1 |

CH, CH; CH, NOC
1 ! | l o

CH CH CH; 70
I !

{CHs)» {CHa)a
Hs
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ANEXO 2.

PREPARACION DE REACTIVOS

Los reactivos utilizados en esta técnica fueron de la marca Sigma-Aldrich
(St Louis, MO) y Merck (México).

Solucién A

Pesar 100 g de carbonato de sodio anhidro (NazCOs3); 2 g de tartrato de
sodio y potasio 2 g disolver con agua bidestilada agregar 500 mL de hidréxido de
sodio al 1 N (NaOH). aforar con agua bidestilada a 1000 mL.

Solucién B

Pesar 2 g de tartrato de sodio y potasio, 1 ¢ de sulfato de cobre
pentahidratado (CuSQ, 5H,:0); disolver con agua bidestilada y agregar 10 mL de
hidréxido de sodio 1N (NaOH). Aforar con agua bidestilada a 100 mL.

Solucién €

Se prepara hasta el momento de usarse.

reactivo de Faolin - Ciocalteus 1 vol

agua destilada 15 vol

de preferencia en un recipiente ambar para protegerio de la luz.
*Para saber cuanto se va a preparar, aplicar la siguiente formula:
VT = (Node tubos X3 mL}+1mL

Vagua  =VT X0.9375

V reactivos = VT- V. agua

“Solucién estandar de albimina sérica bovina.

Para prepara la solucion estandar de una concentracion de 100 pg/ mL.
Tomando en cuenta que la albumina sérica bovina (SBA) tiene 94% de proteina,
pesar 10 6 mg de SBA, disolver y aforar con agua bidestilada a 100 mL. Hacer
alicuotas de 10 mL aproximadamente y congelarlas. Para cada curva estandar se

utiliza una alicuota. -
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