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RESUMEN

Una dieta adecuada debe proporcionar los diferentes nutrimentos
para un buen funcionamiento. El organismo desarrolla mecanismos
con los cuales pueda compensar las deficiencias que se presenten
mediante la busqueda de un alimento que contenga el nutrimento, el
incremento del consumo del alimento disponible, 6 disminuyendo el
metabolismo basal. El incremento en la ingesta calodrica puede inducir
obesidad si se presenta un desequilibrio entre el consumo de energia y
el gasto energético.

En este estudio se analizo el efecto de la calidad de la proteina
contenida en la dieta sobre la conducta alimentaria, el funcionamiento
del eje tiroideo, asi como en el estado de ansiedad o depresion.
Tomando como referencia los habitos alimentarios de la poblacion
rural mexicana de bajos recursos, el estudio se baso6 en las tortillas
como fuente del 70% de las calorias. La tortilla preparada con maiz
contiene solo el 8% de las Kcal en proteinas que son deficientes en los
aminoacidos esenciales Lys y Trp. Se realizaron dos experimentos, en
el primero se separaron a las ratas Wistar tanto machos como
hembras en cuatro grupos, las control alimentadas con Purina chow
5001, las ISO alimentadas con las mismas calorias que las control
pero 30% de ellas aportadas por el chow y 70% por tortilla Maseca, las
TAL alimentadas con el mismo 30% de chow y tortilla ad libitum y
TCAL, alimentadas con chow y tortilla ad libitum. Los resultados
mostraron preferencia por la tortilla en los grupos TAL y TCAL de
ambos sexos, siendo mayor en las hembras que aumentaron
considerablemente la ingesta caldorica lo cual repercutio en un
incremento en el peso y grasa. Sin embargo, las conductas ansiosas o
depresivas se vieron disminuidas comparadas al grupo ISO.

En el segundo experimento, para descartar el efecto hedonico de la
diferencia en sabores, las ratas fueron alimentadas con: tortillas de
masa hecha con Maseca y amaranto (que complementa los
requerimientos de lisina) y adicionada con Trp (grupo A); tortillas
Maseca y amaranto (B), tortillas Maseca adicionada con Trp (C) y,
exclusivamente con tortillas de masa Maseca (D). Las diferencias en el
consumo calorico entre los grupos A, B y D fueron leves pero en
general, las hembras tuvieron una mayor ingesta calorica. Aun asi,
hubo un aumento considerable en el peso del tejido adiposo
abdominal en los machos de los grupos B y D mientras que en las
hembras, los C y D. La adiciéon de triptéfano a la dieta deficiente en
proteina (C) disminuyo el consumo (comparado a D) y repercutio en
una conducta mas ansiosa en los machos. La mayor proporcion de
carbohidratos:triptéfano en el grupo D apoya lo sugerido en la
literatura sobre su efecto benéfico al permitir un mayor transporte a
cerebro. Las diferentes dietas no causaron hipotiroidismo (reduccion
del metabolismo basal) ni disminucion en la actividad (ejercicio
voluntario) por lo que el aumento en adiposidad se relaciona a la
mayor proporcion de carbohidrato:proteina en hembras y, a
carbohidrato:trp en machos.



INTRODUCCION

Los grandes problemas econdmicos y politicos del ultimo siglo, han
generado grandes problemas de salud publica, siendo sobresalientes
los problemas de desequilibrio nutricional. A nivel mundial se han
identificado cuatro tipos principales de desnutricion: desnutricién
caldrico-proteica, deficiencia de hierro (anemia), de yodo vy de
vitamina A (Stephenson et al., 2000).

Las dietas deficientes en calorias y/o proteinas generan estrés
nutricional (Elverdin et al.,, 2006), que se expresa con diferentes
sindromes: kwashiorkor (deficiencia proteica), marasmo (deficiencia
caldrica) y kwashiorkor marasmico (deficiencias caldrico y proteica)
(McGilvery, 1970, Stephenson et al., 2000; Rivera y Sepulveda, 2003).
La desnutricion caldrico-proteico puede generar pérdida de tejidos
grasos subcutaneos y musculares, bajo desarrollo fisico y mental en
nifos, bajo rendimiento laboral, debilidad muscular, hipotonia,
hipotrofia y depresién del sistema inmune (facilitando las recurrentes
infecciones), ademas de cambios en el estado de animo como apatia,
irritabilidad, ansiedad, fatiga crénica e hipo o hiperactividad
(Stephenson et al., 2000, Heike Hesse,2000)

A nivel cerebral, esta deficiencia puede generar cambios anatémicos
en la formacion hipocampal que ocasiona un déficit de aprendizaje y
memoria; cambios en el tamafo y peso del cerebro, fibras mielinizadas
de bajo calibre, falla en la elongacion internodal y desmielinizacion
segmentaria significativa. También se ha relacionado a este tipo de
desnutricion con disminucién de las espinas dendriticas, alteraciones
en la arborizacion dendritica y disminucion en el diametro del axén
(Heike Hesse, 2000)

La restriccion caldrico-proteica lleva a varios cambios en la anatomia y
funcién tiroidea como retraso en la formacion del foliculo tiroideo y
reduccion de la glandula, ademas de provocar un decremento en los
niveles de triyodotironina (T3) y de Tiroxina (T4), hormonas
importantes en la regulacion de la utilizacion de reservas energéticas
(Ramos et al., 2000; Flier et al., 2000).

Conviviendo con los problemas de desnutricion encontramos los
problemas de sobrepeso y obesidad, los cuales se han convertido en
una de las principales enfermedades del siglo XXI. La OMS en el 2001
reportd que de 1995 al 2000, el indice de obesos incrementdé en un
50%, alcanzando hasta 300 millones de adultos obesos a nivel
mundial. México no es la excepcidon, y son varios los problemas que
afectan a la poblacion en este ambito. Segun la Segunda Encuesta
Nacional de Nutricion (1999), “tanto la obesidad como el sobrepeso se
han convertido en una epidemia nacional”, con una alta incidencia en
adultos, aunque también empieza a ser un problema en nifos; el
aumento de personas afectadas se ve acentuado en comunidades



rurales (Rivera y Sepulveda, 2003). De acuerdo con Sanchez-Castillo
et al., 2001, el indice de obesidad es mas alto en mujeres que en
hombres, llegando a presentarse, junto con el sobrepeso, en el 59.6%
de las mujeres mexicanas de entre 18 y 49 afios de edad (Sanchez-
Castillo et al., 2001; Rivera y Sepulveda, 2003).

La obesidad se ha definido como el resultado de un desequilibrio entre
la ingesta caldrica y el gasto energético, que en la mayoria de los casos
se da por el consumo de dietas con un alto contenido energético
(Rivera y Sepulveda, 2003). EIl incremento del indice de obesidad en
comunidades rurales no parece estar relacionado con un consumo
excesivo de grasas, sino con un elevado consumo de carbohidratos
(Sanchez-Castillo et al., 2001). En un estudio realizado en mujeres de
una comunidad semi-rural (Ixtenco-Tlaxcala) (Charli-Joseph, 2005),
se determind que si bien la dieta consumida es adecuada en
proteinas, tiene grandes cantidades de carbohidratos, proporcionados
casi en su totalidad por el elevado consumo de tortillas.

Las tortillas son un alimento que se obtiene moliendo el maiz crudo
con cal (nixtamal) con el cual se prepara una masa, y se hacen tortas
delgadas que se cocinan sobre una superficie caliente (comal);
dependiendo de la forma de la torta se obtienen gorditas, sopes,
huaraches, etc. Este alimento es la base de la comida mexicana; son
mas consumidas en las familias de bajo nivel socioeconémico,
registrando un promedio de 200 gramos de tortilla por dia en mujeres
de entre 18 a 49 anos de edad, equivalente al 50-70% del consumo
total de calorias (Rivera y Sepulveda, 2003; Charli-Joseph, 2005).

Por contener grandes cantidades de almidén, las tortillas son
consideradas una excelente fuente de calorias (Alvarez Salas, 2006),
asi como de calcio (debido al proceso de nixtamaizacion), y otras
vitaminas (Arambula Villa et al.,, 2001). Como la mayoria de los
cereales, el maiz carece de hierro y zinc, y las proteinas que los
componen son deficientes en lisina ademas, el maiz tiene la
peculiaridad de ser deficiente en triptéfano. Ver tabla 1 y 2. Las
proteinas de alto valor bioloégico contienen la proporcion de
aminoacidos requeridos por el ser humano y se toma como referencia,
a la albumina de huevo. De particular importancia son los
aminoacidos esenciales que no pueden ser sintetizados por los
mamiferos, entre los que se encuentran la lisina y el triptéfano.
Algunos de éstos son ademdas precursores de neurotransmisores
(triptéfano de serotonina, tirosina de dopamina).

Tabla 1: composicion de marconutrimentos en 100
gramos de tortilla. (Maseca)



Energia Kcal 369
Proteina 8 gr
Carbohidratos | 75.4 gr
Lipidos 3.9 gr
Ca 111(mg)
P 184 (mgQ)
Fe 2,21 (mg)

Tabla 2: Composicion de aminoacidos en tortilla
Mufoz de Chéavez, 1996

Aminoécido (aa) | mg de aa/100 gr
de proteina

Isoleucina 351
Leucina 953

Lisina 147
Metionina 112
Fenilalanina 258
Treonina 240
Triptéfano 32

Valina 310
Arginina 247
Histidina 160

Los organismos cuentan con mecanismos de regulacion que incluyen
el consumo de nutrimentos; asi, cuando a las ratas se les ofrece una
dieta baja en proteinas (5-8%) y una dieta con cantidades normales
(14%), éstas tienden a elegir la segunda, asegurandose la ingesta de
las cantidades adecuadas de proteinas (Harper y Peters, 1989;Tome,
2004; Elverdin et al.,, 2006). Consecuentemente, si las ratas son
alimentadas Unicamente con una dieta deficiente en proteinas, éstas
aumentaran su consumo de alimentos, buscando homeostasis (Du et
al., 2000, Tome, 2004).

Control alimentario y homeostasis energética

La homeostasis energética es el proceso que, por medio de diferentes
mecanismos, logra un ajuste del organismo para poder responder
adecuadamente a sus demandas tanto internas como externas; y se
basa, principalmente, en un equilibrio entre la ingesta (Que se puede
determinar por el comportamiento alimenticio) y el gasto energético.

El gasto energético esta compuesto por tres factores, el metabolismo
basal, la termogénesis y la actividad fisica que realice el individuo.
Estos factores llevan a la conversion de oxigeno y comida (o energia
almacenada en forma de grasa, glucégeno o proteinas) a dioxido de
carbono, agua y ATP (de Gortari y Joseph-Bravo, 2006).

La homeostasis se logra mediante una regulacion neuronal y
hormonal del gasto energético y la ingestién de comida.



Las hormonas adrenales y tiroideas son los principales factores
catabdlicos que regulan el metabolismo basal. Un aumento transitorio
de cortisol, estimula la degradacién de glucogeno, lo que lleva a un
aumento en las concentraciones de glucosa en sangre, y a la
movilizacion de aminoacidos a musculo y la lipdlisis (de Gortari y
Joseph-Bravo, 2006). Las hormonas tiroideas son responsables del
20-25% del gasto energético basal y juegan un papel importante en la
termogénesis (al regular la expresion de las proteinas desacopladoras,
en tejido graso y musculo, que permiten la generacion de calor) asi
como de la sintesis de enzimas que participan en el metabolismo de
carbohidratos y proteinas, (Yen, 2001, Bianco et al., 2005, de Gortari
y Joseph-Bravo, 2006).

Las sensaciones de saciedad o hambre se generan a partir de sefnales
periféricas que provienen del aparato gastrointestinal y, de la
activacion de neuronas sensoras, principalmente del hipotalamo. El
estbmago, al estar vacio secreta grelina, que activa a las neuronas
hipotalamicas productoras de péptidos orexigénicos. Al ingerir
alimentos, el estbtmago deja de liberar grelina y por la absorcién de
nutrimentos a través del intestino secreta colecistoquinina, que
disminuye el vaciamiento gastrico aumentando la secrecion de
enzimas pancreaticas; el incremento de glucosa en sangre libera
insulina del péancreas. Todas estas moléculas inciden sobre las
neuronas hipotalamicas y generan la sensacién de saciedad (Joseph-
Bravo 2004).

Algunas seflales metabdlicas como la glucosa y aminoacidos pueden
afectar directamente las propiedades electrofisiolégicas de las
neuronas, y otras como la insulina y la leptina (secretada de
adipositos), pueden modificar la expresion y liberacion de péptidos con
actividad anoréxica (que inhiben la sensacion de hambre) u
orexigénica (que la provocan). Varios nucleos hipotaldmicos estan
involucrados en el control del peso corporal y la conducta alimentaria;
en particular, las neuronas de los nucleos del arcuato, localizados en
la base del hipotalamo, el lateral, el ventro y el dorso medial emiten
sefales aferentes que inervan al nudcleo paraventicular (PVN). En el
PVN se sintetizan dos péptidos importantes para la homeostasis
energética: el TRH que regula al eje hipotalamo-hipéfisis-tiroides (HPT)
y el CRH, al eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HPA) (de Gortari y
Joseph-Bravo, 2006).

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) es un tripéptido
sintetizado como un precursor proteico en el nucleo paraventricular
(PVN) del hipotalamo que es procesado en granulos y transportado a
la eminencia media; en respuesta a estimulos neuronales y sefales
metabdlicas, el TRH es liberado a la adenohipdéfisis por medio del
sistema portal hipofisiario. Alli el TRH actia sobre su receptor TRH-
R1 lo que genera la secrecion de la hormona estimuladora de tiroides
(TSH) de la hipdfisis. La secrecion de esta hormona estimula la



sintesis y liberaciéon de triyodotironina (Ts) y Tiroxina (T4) de la tiroides
(Lechan y Toni, 1992; Joseph-Bravo et al., 1998, Joseph-Bravo, 2004)

(Fig. 1).
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Fig. 1. Eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides. EI TRH se sintetiza en el ndcleo
paraventricular del hipotdlamo y es liberado al sistema hipofisiario, donde estimula
la secrecion de TSH. Esta hormona estimula la secrecion de Tz y T4 en la tiroides.
Las hormonas tiroideas viajan via el torrente sanguineo y actéian sobres sus 6rganos
blanco, donde regulan la expresidén de varios genes. El eje tiroideo se autorregula
por retroalimentacidon negativa inhibiendo la sintesis y secrecion de TRH y de TSH.
Imagen obtenida de Nussey y Whitehead, 2001.

Los niveles circulantes de glucocorticoides (corticosterona en los
roedores; cortisol en humanos) dependen de la activacién del eje
hipotdlamo- hipdfisis- adrenal (HPA) (Fig. 2) ante la exposicion a un
agente estresor. La respuesta se inicia en el nucleo paraventricular
donde se sintetiza la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la
vasopresina que, liberados de la eminencia media, llegan a la hipofisis
y estimulan la liberacion de la hormona adrenocorticotropina (ACTH).



Esta, actGa sobre la corteza de la glandula adrenal induciendo la
secreciéon de los glucocorticoides (GC), los cuales actuan sobre varios
organos blanco para movilizar la energia y permitir los cambios
adaptativos fisiolégicos necesarios (Garcia Vazquez, 2006) (Fig. 2).

astrés

g |CRH (BYN)
hipotalamo

hipdfisis

corteza adrenal

o medula adrenal
dlucocodicoides

Fig. 2 Regulacidn de la actividad del eje HPA. El estrés induce la sintesis de CRH en
el nucleo paraventricular, y su liberacidon de la eminencia para llegar a la hipdfisis,
donde estimula la liberacién de la ACTH, que en la corteza de la glandula adrenal
induce la liberacidon de glucocorticoides. Imagen obtenida de Nussey y Whitehead, 2001

La actividad del eje HPT y del HPA esta regulada por
retroalimentacion negativa: incremento en los niveles de hormonas
tiroideas (o glucocorticoides) en el torrente sanguineo inhiben la
sintesis y liberacion de TRH (6 CRH) en el nacleo paraventricular y la
de TSH (6 ACTH) al actuar en la hipdéfisis, lo que restaura los niveles
basales de Tz y T4 (6 glucocorticoides) (Akil et al., 1999; Bornstein et
al., 2006) (Fig.1y 2).

Son varios los factores que pueden alterar el funcionamiento de estos
ejes. El frio, por ejemplo, estimula la liberacion de TRH, generando un
aumento en la liberacién de las demas hormonas tiroideas. EIl estrés
psicologico estimula al eje HPA mientras que inhibe al HPT,
modificando la actividad de las neuronas TRHérgicas en el nucleo
paraventricular (Uribe et al., 1993; Garcia Vazquez, 2006). En casos
de balance energético negativo como en el ayuno se incrementan las
concentraciones circulantes de corticosterona y disminuyen las de
hormonas tiroideas. Sin embargo, no incrementa la expresion de TRH



0 TSH, sino que se encuentran disminuidas (Shi et al., 1992, Ramos
et al., 2000); esto se ha explicado por el efecto de la disminucién de
leptina que actua sobre las neuronas del ndcleo arcuato modulando la
expresion de TRH, asi como por el aumento de glucocorticoides que la
inhiben (de Gortari y Joseph-Bravo, 2006).

De manera similar, el consumo de una dieta deficiente en proteina por
un largo periodo, baja las concentraciones séricas de Tz y Ta y
disminuye la captacién del yodo, provoca un ligero aumento en las
concentraciones de TSH pero un decremento en las de TRH (Shi et al.,
1992; Ramos et al., 2000; Van Haasteren et al, 1996). Se presenta
ademas una elevacion en las concentraciones de gluocorticoides, un
aumento en la sintesis y secreciéon de ACTH. Bajo esta desnutricidn,
las acciones catabdlicas de los glucocorticoides facilitan la liberacién
de la proteina corporal almacenada (Herbert et al., 1993, Alvarez
Salas, 2006). Sin embrago, si la dieta es consumida por un lapso
corto de tiempo, una dieta con 9% de proteina aumenta la
concentracion de Tz (Smallridge et al., 1982). Debido a la relacion de
las hormonas tiroideas con el metabolismo basal, la disminucion en
las concentraciones hormonales pueden alterar el peso corporal al
reducir la utilizacion de las reservas energéticas provocando un
aumento de peso (sobrepeso y obesidad) (Shi et al., 1992; Bornstein et
al., 2006).

En el caso de glucocorticoides, un exceso induce acumulacion de
grasa abdominal, elevan el consumo de alimentos por la estimulacion
del neuropéptido Y (NPY), y la inhibicién de la hormona liberadora de
CRH (Berthoud, 2002; Broberger, 2005; Alvarez Salas, 2006),
permitiendo un balance positivo de energia independiente de las
concentraciones de leptina (Smart et al.,, 2006). Alteraciones en el eje
HPA, como ocurre en pacientes con depresion, aumentan la incidencia
de la obesidad (Bornstein et al., 2006).

Efecto de la dieta sobre el consumo alimentario

Las proteinas tienen el indice de saciedad mas alto, seguido por las
grasas. Asi, una dieta baja en proteinas esta asociada a un gran
consumo de alimento y viceversa (Harper y Peters, 1989; Tome, 2004,
Elverdin et al., 2006). Esto coincide con lo ya mencionado sobre el
aumento en el consumo del alimento cuando éste es deficiente en
proteinas.

Una dieta deficiente de proteina y alta en carbohidratos esta
relacionada con un aumento en el transporte de triptéfano (Trp) al
cerebro (Harper y Peters, 1989; Fernstrom, 2000; Wurtman et al.,
2003). Los aminoacidos son transportados al cerebro por medio de
proteinas que distinguen grupos de aminoéacidos con caracteristicas
hidrofébicos, de cadena larga, 6 con carga. El triptéfano compite con
los aminoacidos de cadena larga (LNAAs) para ser transportado al



cerebro. El transporte de los LNAAs es inhibido por la insulina por lo
que se ha propuesto que los carbohidratos, al ser digeridos y
provocar la liberacion de insulina, facilitan el transporte de Trp al
cerebro. Debido a que el Trp es el precursor de la serotonina, la
sintesis de este neurotransmisor depende de la concentracién de este
aminoacido en el cerebro que a su vez, depende de las
concentraciones plasméticas (Wurtman et al., 1983; Harper y Peters,
1989; Young, 1996; Fernstrom, 2000; Wurtman et al., 2003; Coskun
et al., 2006; Koopmans et al., 2006).

La serotonina es un neurotransmisor sintetizado a partir del Trp (Fig.
3) y esta implicado en un sin numero de procesos entre los que
destacan el estado animico (depresién, ansiedad) (Leibowitz vy
Alexander, 1998; Bell y Abrams, 2001; Del Angel Meza et al., 2001;
Berthoud, 2002; Steiger, 2004; Coskun et al., 2006; Hassegawa et al.,
2006; Bornstein et al., 2006; Waselus et al., 2006), el control del HPA
(Bornstein et al., 2006) y la regulacion de la ingesta de alimentos. La
serotonina es un fuerte anorexigénico, que amplifica las sefales
mediadoras de la saciedad, inhibiendo la ingesta de alimentos y el
peso corporal (Leibowitz y Alexander, 1998 Berthoud, 2002; Steiger,
2004; Coskun et al., 2006).

La disminucién de serotonina neuronal causada por la ingestion de
una dieta baja en proteinas, dirige el comportamiento hacia la
busqueda e ingesta de alimentos con proteinas (Fernstrom et al.,
2001). Por esto se propone que dicho neurotransmisor tiene una
funcion reguladora que evalta la cantidad de proteinas de la dieta
(Harper y Peters, 1989; Hallem y Haider, 1996; Haider y Haleem,
2000; Coskun et al., 2006). Ratas sometidas a restriccion proteica
tienen un incremento en las concentraciones de serotonina, sin
embargo el incremento es ain mayor en las ratas alimentadas con
maiz, lo cual es coherente con la relacion propuesta entre la ingesta
de carbohidratos y las concentraciones de Trp y serotonina en el
cerebro (Del Angel Meza et al., 2001)
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El conjunto de estas observaciones sugiere una relacion directa entre
la ingesta de proteinas y carbohidratos con el estado animico, al
mantener la sintesis adecuada de serotonina. Se cree que es por esta
relacion serotonina-ingesta de alimento- estado de &nimo, que el
neurotransmisor se ve alterado en pacientes con anorexia y bulimia
(Steiger, 2004). También se ha relacionado la variacion en las
concentraciones de serotonina durante el ciclo menstrual (estral) de
las hembras (mayor en las etapas preovulatorias y menores en las
etapas menstruales) con el estado animico y el “carbohydrate craving”
(Del Angel Meza et al., 2001).



ANTECEDENTES

Si bien son muchos los trabajos que han analizado la ingesta de
proteinas y carbohidratos en relacion con la concentracion de
serotonina y Trp, tanto en plasma como en el cerebro de ratas, solo
hay un estudio (Alvarez Salas, 2006) en el que se analiza la influencia
de la dieta basada en tortillas con la conducta alimenticia (consumo
calorico), la ansiedad y la depresion.

En dicho trabajo se dividieron a las ratas en tres grupos: las control
(alimentadas con chow ad libitum), las alimentadas isocaloricas (30%
de chow y 70% de tortilla) y las tortilla ad libitum, alimentadas con
30% de chow y acceso libre a tortilla. Las ratas que tuvieron acceso
libre a tortilla tuvieron un consumo calérico mayor, un aumento en el
peso del tejido adiposo blanco y, una menor proporcion de proteinas
(en consecuencia, de triptoéfano (Trp) y de lisina (Lys)), a pesar de que
la ingesta de estos nutrimentos fue la minima necesaria. Este
comportamiento fue mas pronunciado en las hembras quienes
ademas, en pruebas conductuales presentaban una menor depresion
y ansiedad.

Basado en dicho trabajo, se propone un estudio en el cual se
comprueben los resultados y analice la relacion entre el consumo de
los nutrimentos, el aumento en los tejidos adiposos (y el peso
corporal) y el comportamiento de las ratas. Con un segundo
experimento, se propone elucidar si la motivacion por consumir las
grandes cantidades de tortillas es la deficiencia en proteina o la
deficiencia en triptéfano.



HIPOTESIS

Debido a que la tortilla es deficiente en triptofano, al administrarles a
las ratas una dieta basada en tortilla, éstas aumentaran su ingesta
con el fin de compensar las deficiencias de dicho aminoacido, y
garantizar el consumo minimo necesario de los nutrimentos. Al
aumentar la cantidad de alimento consumido, y por lo tanto de
carbohidratos, las ratas tendran un aumento en el peso corporal, asi
como un aumento en el peso de las grasas. El aumento en el consumo
alimenticio va a garantizar una adecuada proporcion de
carbohidratos: triptofano que evitara deficiencias en serotonina las
cuales se veran reflejadas en menor depresion y ansiedad.

OBJETIVOS

En este trabajo, en el que se usaron ratas como modelo animal, se
pretende definir el efecto de la calidad y cantidad de proteina en la
dieta sobre el eje tiroideo y las conductas alimenticias, asi como de
depresion y ansiedad.

En particular:

e Reproducir los datos obtenidos por Alvarez Salas.

e Determinar el efecto de la cantidad de proteina de la dieta
sobre el consumo calorico.

e Estudiar el efecto de la dieta con relacion al comportamiento de
depresion y ansiedad.

e Evaluar el efecto de una dieta baja en proteina y alta en
carbohidratos en el desarrollo de obesidad en ratas.

e Estudiar la relacion entre las diferentes dietas administradas
(cantidades diferentes de proteina) y el funcionamiento del eje
tiroideo (mediante la cuantificacion de hormonas en suero).

e Analizar el efecto de dietas con diferentes cantidades de Trp y
proteina en relacion al comportamiento alimenticio y el
metabolismo de las ratas para elucidar el nutrimento (Trp o
proteina) que motive a las ratas a consumir mas alimento.

e Comparar el efecto de la cantidad de proteina en la dieta entre
machos y hembras.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para lograr estos objetivos, se disenaron dos experimentos. En el
primero se analizo el efecto de la dieta basada en tortilla y alimento
para ratas Purina chow 5001; dividiendo a las ratas en los tres grupos
del experimento de Alvarez-Salas e incluyendo un cuarto grupo en el
cual se suministré chow y tortilla ad libitum permitiendo asi, que el
animal tuviese libre eleccion entre el alimento completo o la tortilla.



En el segundo, se suministro a los distintos grupos el alimento
preparado a partir de masa (complementada con mas proteina o mas
triptofano). Este experimento permitira evitar el efecto hedonico del
sabor de la tortilla vs. el de chow que se tiene en el experimento 1 y
definir si el aumento en el consumo de alimento se debe a la
deficiencia de proteina o de Trp en la dieta. En ambos, se determinara
el consumo de alimento, las variables ponderales y los niveles de
hormonas tiroideas y corticosterona.



MATERIAL Y METODOS

EXPERIMENTO 1

El experimento se llevo a cabo con ratas Wistar crecidas y mantenidas
en el bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente
Muiiz (INP), en colaboraciéon con Elena Alvarez.

Ratas macho (n=25) y hembras (n=25) de dos meses de edad (170-
270 g), se mantuvieron en cajas individuales, con ciclo regular de luz-
oscuridad de 12+12 horas a una temperatura constante de 24+1°C.

Los animales fueron divididos en cuatro grupos con diferentes dietas y
diariamente se cuantifico su consumo registrando diferencia del peso
del alimento colocado el dia anterior. Las ratas fueron manipuladas
diariamente entre las 11 y las 16 hrs. El experimento tuvo una
duracion de 15 semanas.

Dietas experimentales

e Grupo control, C (n=6), alimentado a base de Purina Chow 5001
ad libitum con 23% de las kcal totales provistas por proteina.

e Grupo isocaldrico, ISO (n=6), alimentado con el 30% del chow
consumido del grupo control (8% de proteina), y tortilla hasta
alcanzar las kilocalorias (Kcal) consumidas por el grupo control,
el dia precedente.

e Grupo tortilla ad libitum, TAL (n=6), alimentado con 30% del
chow consumido por el grupo control (8% de proteina), y acceso
ad libitum a tortilla de maiz nixtamalizado.

e Grupo tortilla y chow ad libitum, TCAL (n=7), alimentado con
libre acceso de Purina Chow 5001 y tortilla de maiz
nixtamalizado.

Se registro el alimento consumido diariamente para el calculo del
consumo de energia (kcal), marconutrimentos (proteina, lipidos y
carbohidratos), triptéfano y lisina (tablas del chow y tortilla en el
anexo 1). Semanalmente se registro el peso de los animales.

Extraccion vy analisis de tejido

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion al término del
experimento (semana 15). La sangre troncal fue colectada para
obtener el suero y cuantificar triyodotironina (T3), tiroxina (T4),
hormona estimulante de tirotropina (TSH) y corticosterona (CORT),
por radioinmunoensayo (RIA).

Se recolect6 la sangre del tronco de cada animal, se extrajeron y
pesaron el tejido adiposo blanco epididimal u ovarica (obtenido de de



la grasa que cubre los testiculos 60 los ovarios), el tejido adiposo pardo
(interescapular) y las glandulas adrenales (como medida de estrés
cronico). El tejido adiposo blanco tiene relacion con el estado de las
reservas energéticas del animal; el pardo participa en el balance de
energia y en la activacion de la termogénesis disipando la energia en
forma de calor (Yen et al.,, 2001, Bianco et al., 2005; Cousin B. et al,
1993). Los cerebros se extrajeron y congelaron a —70°C para analisis
posterior.

El dia del sacrificio se realizo un frotis vaginal para determinar la
etapa del ciclo estral en el cual se encontraban las hembras.

Pruebas conductuales

Para analizar las conductas de depresion y ansiedad de las ratas se
llevaron a cabo las pruebas conductuales, previamente utilizadas (E.
Alvarez-Salas, 2006).

e Prueba de nado forzado

Esta prueba es conocida como el paradigma de Porsolt y es usada
para predecir la eficacia de tratamientos antidepresivos (Porsolt et al.,
1977, Barros HM, 1998) y se realizo durante la semana 10 en el
laboratorio de Farmacologia Conductual (Dept. Neurociencias,
INPRFM). La prueba consta de dos sesiones de nado: la pre-prueba y
la prueba. En la primera se introduce al animal durante 15 minutos a
un cilindro de vidrio, de 46 cm. de alto por 20 cm. de diametro, que
contenga agua (de entre 23 y 25 °C) hasta una altura de 30 cm.
Veinticuatro horas después, se realiza la prueba con una duraciéon de
5 minutos.

Las sesiones (pre y prueba) fueron video grabadas para su evaluacion
posterior. Esta evaluacion se lleva a cabo por muestreo temporal, en el
cual, cada 5 segundos se observa y registra el comportamiento de la
rata durante la prueba. Los comportamientos se clasifican en: a)
inmovilidad (refleja estado de depresion), la rata permanece flotando
en el agua, sin tratar de salir del tanque y realizando unicamente los
movimientos necesarios para mantener su cabeza a flote; b) nado, la
rata presenta movimientos activos de nado, mas alla de los necesarios
para mantener su cabeza fuera del agua; c) escalamiento, la rata lleva
a cabo movimientos activos con sus patas delanteras, fuera y dentro
del agua, dirigidos hacia las paredes del cilindro (Detke et al., 1995; B.
Petit-Demouliere et al., 2005; Alvarez Salas, 2006).

e Prueba de enterramiento defensivo



La prueba de enterramiento defensivo es un paradigma utilizado para
identificar el papel ansiolitico de las drogas (Treit et al., 1981). Como
la prueba anterior, fue realizada en el laboratorio de Farmacologia en
el Departamento de Neurobiologia del Instituto de Psiquiatria “Ramoén
de la Fuente Muniz”. En éste se colocan a los animales, de forma
individual, en una caja de plastico de 40x30x40 cm., cubierta con una
capa de 5 cm. de aserrin molido en el fondo y que contiene un
electrodo en una de las paredes de la caja situado a 2 cm. del material
del fondo. Cuando la rata toca el electrodo recibe un breve choque de
0.3mA. (Treit et al.,, 1981). En respuesta al choque, el animal entierra
el electrodo empujando el aserrin con sus patas delanteras, con
movimientos rapidos, tratando de tapar el electrodo (la conducta de
enterramiento es una conducta natural de roedores ante elementos
nocivos).

La prueba tiene una duracion de 15 minutos y el comportamiento de
cada rata es video grabado para su posterior evaluacion. En la cual
se registra: a) latencia de enterramiento, tiempo que tarda la rata en
enterrar el electrodo. Con este parametro se evalua la reactividad del
animal; b) enterramiento, que es el tiempo acumulado en el que la rata
entierra el electrodo a lo largo de la prueba. Cuanto menor sea el
tiempo de enterramiento, menor sera la ansiedad que presente la rata
(Treit et al, 1981); y c) choques recibidos, que es el numero de
choques a los que es sometida la rata a lo largo de la prueba. (Treit et
al., 1981; Alvarez Salas, 2006). Esta prueba se realiz6 en la semana
14.



EXPERIMENTO 2

El experimento se llevd a cabo en el Bioterio del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de México.

Ratas Wistar machos (n=24) y hembras (n=24) de dos meses y medio
de edad, se mantuvieron en cajas individuales, con ciclo regular de
luz-oscuridad de 12+12 horas, a una temperatura constante de
20£1°C.

Los primeros quince dias se suministré a las ratas las mismas dietas
que en el experimento anterior, con el fin de corroborar si las ratas de
ambos bioterios se comportaban de igual manera a pesar de las
diferencias en las condiciones ambientales. Las ratas fueron divididas
en tres grupos, control, ISO y TCAL (eliminando el tercer grupo debido
al comportamiento similar que presenté con el grupo TCAL en el
experimento 1). Al observar que las ratas presentaban el mismo
comportamiento, se las aliment6é durante dos semanas mas con una
dieta basada en tortilla adicionada con harina de soya, de tal modo
que durante ese tiempo, los animales se alimentaron con los
nutrimentos necesarios (ver tabla 3) y se acostumbraron al sabor, olor
y textura de la tortilla, ya que estos parametros pueden cambiar el
comportamiento alimenticio de la rata (Berridge, 2000; Macht y
Dettmer, 2006). Al grupo control se suministro tortillas hechas a base
de masa Maseca adicionada con harina de soya (relacion 1:0.29) y L-
triptéfano (Sigma) (0.12 gr de Trp por cada 100gr de masa); al grupo
[SO, la misma masa sin el triptofano adicional, en cantidades
isocaloricas al control y, el grupo ad libitum, esta masa (sin Trp) al
libre consumo.

A partir de la semana S5 y hasta la semana 13 del experimento
(durante 9 semanas), los animales fueron divididos en cuatro grupos
que recibieron las dietas experimentales calculadas para cubrir las
cantidades de carbohidratos, lipidos, proteinas y lisina consumidas
por las ratas ISO del experimento 1, dejando el triptéfano variable
entre las dietas (ver tabla 4 y 5).

La masa para las tortillas fue preparada en el laboratorio mezclando
las cantidades (correspondientes a cada dieta) de Maseca, harina de
soya (adquirida en tienda naturista) o amaranto (grano tostado sin
azucar; Via Verde). El triptéfano se disolvio en 100 ml de NaOH 0.1N y
se incorporé al agua (Electropura). La masa con la textura adecuada
se utilizé en la preparacion de tortillas (aprox. 12 cm de diametro) en
cantidad suficiente para 3 dias (mantenidas a 4°C). Todas las tortillas
hechas en el laboratorio fueron pesadas para el calculo adecuado de
gramos consumidos y su equivalencia en Kcal.

Se cuantifico el consumo diario de alimento de los grupos del mismo
modo que en el experimento 1.



Tabla 3: Informacién nutricional de la dieta administrada durante las semanas 3 y 4 a las
ratas del experimento 2.

Harina Maseca | Harina de soya Total (en 100 kcal)
(100gr) (29.32gr)

Kcal 369 104.37

CHO 754 g 10.73 g 72.7%

Proteina |8 ¢ 10 g 15.21%

Lipido 39¢g 19g 11.02%

Trp 32 mg 155.98 mg 41.5 mg

Lys 147 mg 777.85 mg 204.3 mg

Dietas experimentales

El grupo A consumio6 una dieta de tortilla preparada con masa Maseca
y amaranto (relacion 1:1) adicionada con Trp (0.31 g de Trp por cada
kilo de Maseca), la cual contenia los requerimientos de nutrimentos
minimos para la manutencion de las ratas (NCR, 1995). El grupo B
consumi6 una dieta a base de tortilla preparada con harina Maseca y
grano de amaranto (relacionl:1), que ofrecia las cantidades adecuadas
de proteina y lisina pero era deficiente de Trp. La dieta C fue basada
en Maseca adicionada con Trp (0.42g de Trp por cada kilo de Maseca)
por lo cual su deficiencia era en la proteina, que cubria Gnicamente
los requerimentos minimos, y la dieta D fue a base de tortilla (Maseca)
unicamente, deficiente en Trp y solo ofrecia las concentraciones
minimas de proteina (ver tabla 4 y 5). Estas dos ultimas dietas tenian
una menor cantidad de lisina.

Tabla 4:Informacién nutricional de la dieta administrada a las ratas del segundo experimento.

Harina Maseca | Amaranto tostado | Total (en 100 kcal)
(100gr) (100gr)

Kcal 369 383

CHO 754 ¢ 66 g 75.21%

Proteina 8¢g 14 g 11.7%

Lipido 39¢ 7g 13.04%

Trp 32 mg 51 mg 11.03 mg

Lys 147 mg 970 mg 148.53 mg

Tabla5: Porcentaje de kcal aportada por los nutrimentos contenidos en cada dieta.

dieta | % CHOs | % % lipidos | Triptofano Lisina
proteinas (mg/100kcal) | (mg/100kcal)

A 75.2 11.7 13 20 148

B 75.2 11.7 13 11 148

C 81.7 8.6 9.5 20 39.8

D 81.7 8.6 9.5 8.6 39.8

Extraccion y analisis de tejido

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion al término del
experimento (semana 13). La sangre troncal fue colectada para



medicion en suero de corticosterona, triyodotironina (T3), tiroxina (T4),

hormona estimulante de tirotropina (TSH), por radioinmunoensayo
(RIA).

Al igual que en el experimento anterior, al sacrificar las ratas se
recolecto la sangre de cada animal, se extrajo y peso el tejido adiposo
blanco y el tejido adiposo pardo interescapular , el tejido adiposo
blanco epididimal, el tejido adiposo blanco abdominal y las glandulas
adrenales (Garcia Vazquez, 2006).

Se obtuvo el cerebro de las ratas y las adenos para un analisis
posterior.

Se realizo un frotis vaginal ya que hay una relacion entre la etapa del
ciclo estral y la sintesis de serotonina (Joffe y Cohen, 1998; Del Angel-
Meza et al.,, 2001) y se sacaron y pesaron los ovarios, pues se han
reportado alterados por las cantidades de proteina en la dieta (Del
Angel-Meza et al., 2001).

Pruebas conductuales

e Laberinto en cruz elevado (LCE)

La prueba del laberinto en cruz elevado (LCE) permite detectar el
estado de ansiedad del animal (Hoog, 1996) y ha sido optimizada en
el laboratorio (Mariana Gutiérrez Mariscal). Los animales son
colocados en el centro de un laberinto en cruz de 70 cm. de alto, el
cual tiene dos brazos con paredes (brazos cerrados) y dos brazos sin
paredes (brazos abiertos). Las ratas permanecen en dicha cruz
durante cinco minutos durante los cuales estan libres de explorar el
terreno.

La prueba se realizo en la semana 9 del experimento, entre las 10 y
las 13 horas. Para la evaluacion de las pruebas, el laberinto es
dividido en tres zonas, la neutra, los brazos abiertos y los brazos
cerrados (figura 4). El analisis de la prueba se realizo mediante el
software SMART y los resultados son presentados en porcentaje.
Durante los cinco minutos las ratas son videograbadas, para
corroborar el analisis computacional.



Fig4. LCE, a) fotografia del laberinto b) esquema de las zonas establecidas para la evaluacion,
de verde los brazos cerrados o también llamadas zona segura, en rojo los brazos abiertos y en
azul la zona neutra.

e Ejercicio voluntario

Esta prueba se realizé en la semana 12, durante el ciclo activo de la
rata, de siete de la noche a siete de la manana. En este periodo la rata
es colocada en una caja cubica de acrilico (45 cm x 45 cm, con comida
y agua) que contiene una rueda de 25 cm. de diametro. Al momento
de retirar a las ratas de la caja se anoto el numero de vueltas que el
animal dio durante la noche y se multiplico por 0.254 para obtener la
distancia recorrida en metros.

Analisis biogquimicos

La sangre troncal se dejo reposar durante 3h a temperatura ambiente
y posteriormente se centrifugé a 3000 rpm durante 30 minutos a 4
°C. Del suero obtenido, se prepararon alicuotas que se congelaron a -
20° C para la posterior determinacion de corticosterona, hormonas
tiroideas y TSH , por la técnica de radioinmunoensayo (RIA) realizada
con el QFB Miguel Cisneros.

¢ Radioinmunoensayo de corticosterona (CORT)

Se realizé una dilucion 1:1000 de todos los sueros tomando 10 ply 5
ml de buffer de RIA y se calentaron en un bano con agua a 98°C por
10 minutos. Las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente,
se tomaron 500 pl y se le adicion6: 100 pl de anticuerpo contra CORT
previamente diluido a 1:1200 y 100 pl de 3H-Corticosterona (ICN
Farmaceéutica) equivalentes a 10000 cpm. Las muestras se agitaron y
dejaron incubando a 4°C por 18-24 horas. Transcurrido dicho tiempo,



se tomaron los tubos exceptuando los cpm totales, y se les adiciono
200 pl de Carbon-Dextran (ICN Farmacéutica), se agitaron e
incubaron a 4 °C por 20 minutos. Posteriormente se centrifugaron a
980 x g por 15 minutos, el sobrenadante fue transferido a viales
especiales para conteo de radiaciones B y se les adicion6 a cada vial 4
ml de liquido de Centelleo, incluyendo a los tubos cpm totales. Se
contaron las cpm en un contador B.

e Radioinmunoensayo de tirotropina (hormona estimulante de la
tiroides, TSH)

Realizado mediante las técnicas usadas en el laboratorio, en la que se
colocan en tubos 100pl de la muestra y se le adiciona 100 pl de buffer
RIA. A cada tubo se le agrega 100 pl de anticuerpo (Ab) dilucion
1:10000. A continuacion se anade 100 pul de 1125-TSH.

Se incuba por 48 horas a 4°C y se anade 1ml de etanol frio. Se
centrifuga a 3000 rpm por 30 minutos. Se aspira el sobrenadante y se
cuantifica en 1125 con el contador gamma.

¢ Radioinmunoensayo de tiroxina (T4)

Mediante el kit comercial de radioinmunoensayo 1125 de fase solida
Coat-A-Count Total T4 DPC®TKT41, se cuantifico la concentracion de
T4, intervalo de calibracion de 1 a 24 pg/dl. El procedimiento fue de
acuerdo a las instrucciones del kit.

¢ Radioinmunoensayo de triyodotironina (T3)

La cuantificacion de Ts total en suero se llevo a cabo con el kit
comercial de radioinmunoensayo I[!25 de fase sodlida Coat-A-Count
Total T3 DPC®:TKT31], intervalo de calibracion: 20 y 600 ng/dl.

Calculo de concentraciones:

El contenido de las hormonas en sangre fue calculado a partir del
valores en cpm de las curvas estandar y de las muestras problemas
mediante el software “ENRI”, que calcula la funcion logit-log con la
formula B=(cpm-NSB)/Bo

e Determinacion de triptofano (Trp) en suero por florometria

Hay dos formas de medir el triptéfano que se encuentra en el plasma,
una es el triptofano total y la otra es el triptofano libre; si embargo,
solo el triptofano libre tiene la propiedad de cruzar la barrera hemato-
encefalica. El método se basa en transformar al Trp en un producto



muy fluorescente (Norharman) mediante wuna reaccion de
condensacion con formaldehido en medio acido (acido tricloroacético).
Dicho procedimiento fue optimizado por el QFB Miguel Cisneros
Ramirez.

Las muestras de suero fueron tratadas por duplicado. En tubos de
tapa con rosca, se colocan 50 pl del suero, 50 pl de agua, 2.9 ml de
acido tricloroacético al 10% y 100 pl de formaldehido al 17.5%; se
incubaron durante 20 minutos en bano de agua hirviendo. A los tubos
se les adicion6 100 pl de Peroxido de Hidrogeno al 5% y se incubaron
nuevamente por 20 minutos. Se sacaron los tubos y se los dejo
equilibrar a la temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaron
a 3000 rpm durante 15 minutos. De dicha centrifugacion se obtuvo el
sobrenadante, el cual se us6 para leer la fluorescencia a 365 nm de
activacion (con valor de 15 para la longitud del paso 6ptico) y 440 nm
de emision (con 20 de longitud para el paso optico). El fluorometro se
calibré con una curva estandar preparada a partir de una solucion de
Trp que tenia 1nmol/ pl, de la cual se tomaron diferentes volimenes
0, 2.5, 5, 10, 25, 50 y 100 pl) y se complementoé a 100 pl con agua.

Analisis de los resultados

Se aplicé un analisis estadistico de varianzas (ANOVA) seguido por la
prueba Postchoc de Fisher; en algunos casos se realizé la prueba T de
student. Se utilizo el paquete estadistico SuperANOVA® y el paquete
StatView®. Los datos son representados como la media + error
estandar.

Para normalizar los resultados, el consumo de los nutrimentos es
presentado como gramos del nutrimento consumido al dia por
kilogramo de peso de la rata. En el caso del experimento 2 se
muestran los resultados obtenidos a partir de la semana 5 cuando se
inici6 la alimentacion con las dietas experimentales.



RESULTADOS.

Experimento 1
e Consumo de alimentos

Las ratas tuvieron diferente comportamiento ante la comida
disponible. Las ratas ISO consumieron toda la tortilla y el chow (30 %
de las Kcal) que les fue administrado dia a dia. Los grupos TAL y
TCAL disminuyeron el consumo de chow a lo largo de las quince
semanas, incrementando el de la de tortilla.

Los machos del grupo ISO consumieron casi todo el alimento
proporcionado (78.99%£1.46% de tortilla y 21.00%£ 1.46% de chow); los
del TAL se alimentaron con un 84.6+2.63% de tortillay 15.3+2.63% de
chow en promedio; los del grupo TCAL se alimentaron con 83.7+£1.85%
de tortilla y 16.2+1.85% de chow. [n = 6/grupo].

En las hembras, el consumo de tortilla es mayor (p<0.05). En el grupo
TAL el consumo de tortilla fue de 91.95%£1.64% y de chow fue de
8.911.64%. En las ratas del grupo TCAL, el consumo de tortillas fue
de 94.50+1.73% y de chow fue de 5.49+1.73%; las del grupo ISO
consumieron 79.0£2.16% de tortilla y 20.9%* 2.16% de chow. [n =

6/grupo]
e Consumo de energia

El aumento en el consumo de tortilla provocé un mayor consumo de
kcal por Kg. de peso comparado al grupo chow.

Entre las ratas macho, hubo diferencia significativa en las ratas del
grupo TAL y TCAL al compararlas con el control y las ISO. Mientras
que el grupo control consumi6é un promedio de 195.4+4.5 kcal/Kg/dia
y el grupo ISO 191.46+2.70, el grupo TAL, 204.45+4.83, y el TCAL,
200.5+6.7 [ANOVA una via: F(3,371)=28.1 p<0.001](Fig. 5).

Las hembras TAL y TCAL presentaron un mayor consumo (Fig. 5). Las
del grupo control consumieron 193.92+3.59 kcal/Kg/dia, las ISO
193.81+5.08, las TAL 212.6+9.2 y las TCAL, 209.7+5.06 kcal/Kg/dia
[ANOVA una via: F(3,326)=25.9 p<0.001].

Comparando machos y hembras se observa un incremento en el
consumo de Kcal/Kg/dia en los grupos TAL y TCAL de las hembras si
bien, no llega a ser estadisticamente significativo.
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Fig. 5 Promedio del consumo diario de calorias por Kg. de peso en las ratas * el error

estandar.
* p<0.05 al compararlas con las control y ** p<0.001 vs. las ISO. n=6 ratas por grupo.

e Peso

En los machos se observa un aumento significativo (p<0.05) en el peso
del grupo TCAL que, en la ultima semana del experimento llegaron a
pesar 499.44+24 g; las ratas del grupo control registraron un peso
maximo de 445+7.6 gr, las ISO, 438.25+13.6, y las TAL 412+27.5 gen
la misma semana (Fig. 6).

En las ratas hembras, el cambio se presento tanto en las ratas TAL
como en las TCAL, llegando a pesar en la semana 15 hasta 279+6.3 y
273+£12.2 g respectivamente, contra los controles (258.7+5 g) y las ISO
(244.9+5.6 g) (Fig. 7).

Las ratas machos mostraron un mayor peso que las ratas hembras
dia [ANOVA una via: F(1,4285081)=4341 p<0.001].
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Fig. 6 Peso semanal de las ratas machos, donde se muestra el promedio + el error

estandar. [ANOVA una via: F(3,122239)=41.2 p<0.001].
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Fig. 7 Peso semanal de las ratas hembras. Se grafica el promedio del peso * el error
estandar, donde el n de cada grupo es igual a 6. [ANOVA una via:
F(3,122239)=41.2 p<0.001].

e Ganancia de peso

Hay diferencia entre la ganancia de peso de las ratas machos y las
hembras (p<0.001) [ANOVA una via: F(3,144764)=48.8 p<0.001].



Los machos TCAL presentan un aumento significativo (p<0.05) en la
desde la primer semana comparado con el control; la cual fue
acentuandose con el transcurrir del experimento, llegando a ser de
hasta 208.55 +23.6 g en la semana 15 (C=157.1111.6 g); los otros
grupos no presentan diferencias (Fig. 8).

Las hembras tienen un cambio en la ganancia de peso tanto en las
ratas del grupo TAL como en las TCAL (p<0.05) a partir de la primer
semana mientras que el grupo ISO tiene una pequena pérdida de peso
(Fig.9). En el grupo TAL, la ganancia de peso llega a ser de 68+6.6 g
en la semana 15 y en el grupo TCAL, de 63.15£11.6 g comparado a
48.1+ 5 g en el control.
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Fig. 8 Ganancia de peso de los machos por semanas, se grafica el promedio + el error
estandar. La muestra es igual a 6 ratas por grupo. * p<0.05 resultado de prueba T de
Student.




Ganancia peso, hembras CONTROL —#— SO —4— TAL —e— TCAL

100 -
80 -

o 60 -
40 +

20 ~

0

-20

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Tiempo

Fig.9 Ganancia de peso de las ratas hembras por semana. se grafica el promedio * el error
estandar. La muestra es igual a 6 ratas por grupo. * p<0.05 resultado de prueba T de Student

e Peso tejido adiposo blanco

En las ratas machos y en las hembras se observa un aumento en el
peso del tejido blanco epididimal/ovarcio en las ratas ISO, TAL y TCAL
al compararlas con las control (Fig. 10).

e Peso tejido adiposo pardo interescapular
Solo el grupo ISO de los machos tuvo diferencia significativa (p<0.09)

en el peso del tejido pardo, si bien se observa una tendencia al
aumento en TAL y TCAL (Fig. 11).
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Fig. 10 Peso de los tejidos adiposos blancos. Se grafican los promedios * el error estandar .
*p<0.05 vs. control como resultado de un aprueba T de Student.
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Fig. 11 Peso de los tejidos adiposos pardos. *p<0.05 vs. control. Se grafican los promedios * el
error estandar . *p<0.05 vs. control como resultado de un aprueba T de Student

e Consumo de Carbohidratos

Debido a la alta cantidad de carbohidratos en las tortillas, los grupos
ISO, TAL y TCAL de ambos géneros presentaron un aumento
significativo en el consumo de macro nutrimentos (Fig. 12).

Los machos control consumieron un promedio de 32.15+£0.75
gCHO/Kg/dia a lo largo del experimento, mientras que las ratas ISO
tuvieron una ingesta promedio de 35.10+0.49, las TAL de 37.85%0.9
y las TCAL, 37.06x1.4 gCHO/Kg/dia [ANOVA una via: F(3,356)=52.9
p<0.001].

Las hembras control consumieron 31.8+0.59 gCHO/Kg/dia, las ISO,
35.66+0.93, las TAL 39.8+1.79 y las TCAL 39.4£0.99 [ANOVA una via:
F(3,357)=71.9 p<0.001].

Los grupos TAL y TCAL de ambos géneros consumen mas
carbohidratos siendo significativa (p<0.001) la diferencia entre
géneros.
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Fig. 12 Promedio del consumo diario de carbohidratos por kg de peso. Se grafica las medias *
el error estandar. A partir de las ANOVAS, *p<0.001 al compararla contra control y
**p<0.001 al compararla contra ISO

e Consumo de lipidos

El consumo de lipidos por Kg. de peso por dia tuvo el mismo
comportamiento que el del consumo de proteinas. Asi, a mayor
consumo de tortilla, menor consumo de lipidos(Fig. 13).

Las ratas control macho ingirieron un promedio de 6.34%+.0.19 g
lipido/Kg/dia, mientras que las ratas de los grupos ISO, TAL y TCAL
consumieron 2.77+0.06, 2.60+0.13 y 2.89+0.22 respectivamente
[ANOVA una via: F(3,371)=383.8 p<0.001] (Fig. 13).

Las ratas control hembras consumieron 6.37+0.11 lipido/Kg/dia, las
ratas ISO, 2.840.10 y las TAL y TCAL, 2.28+0.15 y 2.01£0.04,
respectivamente [ANOVA una via: F(3,341)=1149 p<0.001] (Fig.14).
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Fig. 13 Promedio del consumo diario de lipidos por Kg. de peso. Se grafica medias + error
estandar. A partir de ANOVA, *p<0.001 al compararlas con las control.

e Consumo de proteina

El consumo de proteinas fue inversamente proporcional al consumo
de tortilla

En los machos, las ratas control consumieron un promedio de
15£0.35 g proteinas/Kg de peso/dia, mientras que los demas grupos
consumieron 7.1£0.35 las TAL y 7.6+0.11 las TCAL (Fig.14) [ANOVA
una via: F(3,371)=709.5 p<0.001].

Las hembras control consumieron 14.9+0.27g proteinas/Kg/dia, las
ratas ISO, 7.43%£0.24, y las ratas TAL y TCAL, 6.5+0.35 y 5.9+0.11
respectivamente [ANOVA una via: F(3,341)=807.8 p<0.001] (Fig.14).

¢ Consumo de lisina

El consumo de lisina fue proporcional al consumo del tipo de proteina.
Hay una diferencia marginal (p<0.058) entre lo consumido por los
machos y las hembras del grupo TCAL.

Los machos presentan una disminucion en el consumo del
nutrimento en los grupos ISO (0.4 £0.009 g Lys/Kg de peso/dia), TAL
(0.37+£0.019) y TCAL (0.39+0.030) al comparalos con el control
(0.91+0.021). También se observa un decremento al comparar lo
consumido por las ISO y las TAL [ANOVA una via: F(3,371)=819.4
p<0.001] (Fig. 15).
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Fig. 14 Promedio del consumo diario de proteinas por Kg. de peso. Se grafica medias + error
estandar. A partir de ANOVA, *p<0.001 al compararla contra la control y **p<0.001 al
compararla con TAL.

Las hembras mostraron un decremento en las ratas [SO (0.40+0.014 g
Lys/Kg de peso/dia), TAL (0.33£0.021) y TCAL (0.29+0.006), al
compararlas con el control (0.90+0.016) [ANOVA wuna via:
F(3,371)=1054.9 p<0.001] (Fig. 15).

e Consumo de triptofano

Debido a la baja ingesta de proteinas y la alta deficiencia de triptéfano
en el maiz, hubo un decremento considerable en el consumo diario de
g de Trp por Kg de peso. Entre los géneros, la cantidad de triptéfano
ingerido tiene una diferencia marginalmente significativa (p<0.06).

Las ratas macho presentan un decremento significativo en el consumo
de Trp en los grupos ISO (0.082+0.001 g Trp/Kg peso/dia), TAL
(0.077+£0.003) y TCAL (0.085+0.006) en comparacion con el grupo
control (0.18+0.004). Asi como una diferencia (p<0.05) del grupo TAL
al compararlo con el grupo ISO y el grupo TAL con el TCAL [ANOVA
una via: F(3,371)=819 p<0.001] (Fig. 16).
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Fig. 15 Promedio del consumo diario de lisina por Kg. de peso. Se grafica medias + error
estandar. A partir de ANOVA, *p<0.05 vs. control. ** p<0.001 vs. TAL.

Del mismo modo, las hembras presentan un mayor decremento en el
consumo de Trp conforme al consumo de tortilla. Asi, los grupos ISO
(0.083+0.003 g Trp/Kg peso/dia), TAL (0.068+0.004) y TCAL
(0.068+0.0013), disminuyeron (p<0.001) su consumo de Trp al
compararlo contra el control (0.18+0.003) . Las ratas del grupo TAL se
ve disminuido al compararlo con el grupo ISO y el TCAL se ve aun
menor que los dos grupos anteriores [ANOVA una via:
F(3,356)=1137.6 p<0.001]. (Fig. 16).
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Fig. 16 Promedio del consumo diario de triptéfano por kilogramo de peso. Se grafica medias *
error estandar. A partir de ANOVA, *p<0.001 en comparacién al control. **p<0.001 vs. ISO y
***p<0.001 vs. TAL.

e Relacion de CHOs:Trp consumido por Kg. de peso



Debido a la disminucion en el triptofano consumido por Kg. de peso
en las ratas ISO, TAL y TCAL, la relacion de carbohidratos ingeridos
vs. triptofano por Kg de peso/dia aumentdé en dichos grupos en
relacion al control.

En las ratas machos, los grupos ISO (422.8+8.07), TAL (475.6121.7) y
TCAL (471.9145.3) presentan un aumento en la relacion al
compararlas con las ratas control (172.4+0.0000009) [ANOVA una via:
F(3,20)=28.3 p<0.001] (Fig. 17).

En las ratas hembras, se observé el mismo incremento en el grupo
I[SO. Sin embargo, es mayor en las ratas TAL (590.1£38.4) y TCAL
(649.3+£17.7) al compararlas con las ratas ISO (427.9+6.3). Las control
tuvieron un promedio de 172.4+0 [ANOVA una via: F(3,20)=105.8
p<0.001] (Fig. 17).
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Fig. 17 Relacion del consumo diario de CHOs: Trp por Kg. de peso. Se grafica medias * error
estandar. A partir de ANOVA, *p<0.001 vs. control y **p<0.001 vs. ISO

e Triptofano sérico
Tanto en machos como en hembras, se observa s6lo una tendencia a

la disminucion en los niveles de triptofano de las ratas macho TCAL y
las hembras TAL y TCAL (Fig. 18)

Efecto de la dieta en el estrés




Para analizar el efecto de la dieta baja en proteinas y alta en
carbohidratos sobre el estrés, se midio la corticosterona sérica y se
pesaron las glandulas adrenales.
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Fig. 18 Concentraciones de triptéfano en suero de las ratas. Se grafica medias + error
estandar. A partir de ANOVA no se observa diferencia significativa entre los grupos.

e Conrticosterona sérica

En las ratas macho se observa una tendencia a disminuir las
concentraciones de CORT sérica en las ratas TAL (470.8+72.3) y TCAL
(372.3+80.1) al compararlas con las ratas control (554.3+77.9) e ISO
(559.4+£107.8), pero no llega a ser significativo [ANOVA una via:
F(3,20)=1.71 p<0.001] (Fig.19) (tabla 2).

En las hembras, las concentraciones de CORT sérica disminuyo6 en las
ratas del grupo ISO (902.8£129.6), TAL (815.8+147.17) y TCAL
(951.2+194.02) al compararlas con las control (1472.33172.9)
[ANOVA una via: F (3,21)=2.1 p<0.001] (Fig. 19) (Tabla 2).

También se observa diferencia en las cantidades de CORT sérica entre
géneros (p<0.05).
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Fig. 19 Corticosterona sérica (ng/ml) encontrada en las ratas. Se grafica medias * error

estandar. A partir de ANOVA, * p<0.05 vs. control.

e Peso de las glandulas adrenales

No se observa diferencia en el peso de las glandulas adrenales en los
machos de los diferentes grupos (Fig. 20). En las ratas hembras, se
observa un aumento en el peso de las glandulas adrenales izquierdas
en las ratas TAL y TCAL, al compararlas con las control (Fig. 20).
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Fig. 20 Peso de las glandulas adrenales.A partir de prueba T de Student, *p<0.05 vs el

control.

e Hormona estimulante de tiroides (TSH) sérica




La hormona TSH, al igual que las hormonas tiroideas (TH), fueron
cuantificadas como indicador del efecto de la dieta en la tasa
metabolica.

No se observo diferencia significativa en las concentraciones de la
hormona TSH sérica de las hembras o de las macho [ANOVA una via:
F (3,21)=1.6 p<0.001] (tabla 4).

e Triyodotironina (T3) sérica

Las concentraciones de Tz sérica aumentaron en las ratas machos del
grupo TAL al compararlas con el control. También, en las ratas
hembras TAL y TCAL al compararlas contra las ratas control [ANOVA
una via: F (3,21)=1.7 p<0.001] (Fig. 21) (Tabla 4).

e Tiroxina (T4) sérica

En los machos, la concentracion de T4 sérica disminuye en los grupos
con acceso a tortilla (ISO, TAL, TCAL) (Fig.22) (tabla 4).

En las hembras del grupo TAL, se observa un gran decremento en las
concentraciones de T4 sérica [ANOVA una via: F (3,21)=1.5 p<0.001]
(Fig. 22) (Tabla 4).
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Fig. 21 Concentraciones de T3 sérica en las ratas. Se grafica medias * error estandar. A partir
de ANOVA *p<0.05 vs. control las concentraciones estan expresadas en ng/dl.

Tabla 4. Concentraciones de hormonas séricas encontrada en las ratas * maca las diferencias
encontradas significativas (p<0.05) al compararlas con las control.

| Machos




CONTROL ISO TAL TCAL
CORT 554.3177.9 559.4+107.8 | 470.8£72.3 372.3+80.1
(ng/ml)
TSH (ng/ml) | 3.8+0.94 2.68+0.36 2.66x0.26 3.410.26
Ts (ng/dl) 71.816.5 86.6+£6.89 91.94%£10.4* 97.3617.82
T4 (ng/ml) 2.4+0.31 1.7£0.11* 1.7£0.22* 1.8£0.27*
Hembras
CONTROL ISO TAL TCAL
CORT 1472.33+£72.9 | 902.8+129.6* | 815.81147.1* | 951.2+194.02*
(ng/ml)
TSH (ng/ml) 1.84+0.15 2.03+0.38 2.15+0.36 2.35+0.30
Ts(ng/dl) 82.88+8.4 93.6+5.8 107.17£7.69* | 114+7.64*
T4(pg/ml) 1.44+0.19 1.09+0.09* 0.49+0.10* 1.14+0.2
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Fig. 22 Concentraciones de T4 sérica. Se grafica medias + error estandar. A partir de ANOVA
*p<0.05 vs. control. La concentracion esta expresadas en pg/ml

Pruebas conductuales

e Prueba de nado forzado

Al analizarlas con la prueba ANOVA no hubo cambios significativos en
comportamiento de inmovilidad de los machos [ANOVA una via:
F(3,420)=6 p=0.0042] y si, en la conducta de escalamiento de las ratas
del grupo TAL contra el control [ANOVA una via: F(3,109.7)=0.67
p=0.164 asi como en el comportamiento de nado que disminuy6 en
TCAL y TAL al comparar contra el control y, en menor grado, contra
ISO [ANOVA una via: F(3,270)=4.6 p=0.01] (Fig. 23).




Las hembras no presentaron cambios en la conducta de escalamiento
[ANOVA una via: F(3,109.7)=0.67 p=0.164]; el grupo TAL nad6 mas
tiempo que los demas grupos [ANOVA una via: F(3,270)=4.6 p=0.01] y
éste junto con TCAL estuvieron menos inmoviles [ANOVA una via:
F(3,420)=6 p=0.0042] (Fig. 23).

Prueba de nado forzado machos prueba nado forzado hembras

CONTROL OISO m TAL mTCAL CONTROL OISO mTAL mTCAL

escalamiento nado inmovilidad escalamiento nado inmovilidad

Fig. 23 Resultados de la prueba de nado forzado. En el eje de las ordenadas se muestra el
numero de conductas desplegadas en 5 min. Se grafica la media + el error estandar. En los
machos se observa una diferencia significativa p<0.05 en el comportamiento de escalamiento
entre el grupo TAL y el CONTROL, asi como en la conducta de nado (p<0.05) entre los grupos
TAL y TCAL vs el CONTROL y esos dos grupos vs. el ISO. En las hembras se observa
diferencia significativa (p<0.05) en el comportamiento de nado en los grupos CONTROL, ISO y
TCAL al compararlas contra el grupo TAL; y en la conducta de inmovilidad hay diferencia
(p<0.05) entre los grupos ISO y TCAL.

e Prueba de enterramiento defensivo

En esta prueba solo se presentan cambios en el comportamiento de
enterramiento, tanto de machos [ANOVA una via: F(3,7.4)=1.7
p=0.039]|como de hembras [ANOVA una via: F(3,6)=1.7 p=0.039], en el
grupo TCAL al compararlo contra el control (Fig.24).

Machos Hembras

4.5

CONTROL OISO mTAL mTCAL CONTROL OISO m TAL m TCAL

4
3.5

enterramiento latencia enterramiento latencia

Fig. 24 Resultados prueba enterramiento defensivo..A partir de ANOVA *p<0.001 vs el
CONTROL.



Experimento 2

Durante las primeras 4 semanas se administraron dos diferentes
dietas (2 semanas cada una) para acondicionar a las ratas. En los
primeros quince dias, las ratas recibieron la misma dieta
administrada en el experimento anterior (grupo control, ISO y TCAL).
Los siguientes quince dias, el grupo control recibié una dieta basada
en tortillas preparadas con masa Maseca y harina de soya
suplementada con triptéfano; tortillas preparadas sin triptéfano
fueron suministradas al grupo ISO (en cantidad isocalérica al control)
y al TCAL (ad libitum).

A partir de la 5* semana todos los grupos fueron alimentados con las
tortillas preparadas a partir de la masa de maiz y amaranto (Ay B) 6
maiz solo; las dietas de los grupos A y C fueron adicionadas con
triptéfano.

PERIODO DE ACONDICIONAMIENTO
¢ Consumo energia

Durante las primeras dos semanas, tanto en machos como en
hembras, se observéo el mismo comportamiento que en el experimento
1: el grupo administrado con 30% de chow y tortilla ad libitum
consumio un exceso de Kcal/Kg de peso/dia (Fig. 25 y 26, semanas 1
y 2). Al cambiar a todos los grupos a tortillas preparadas con masa de
maiz y harina de soya (semanas 3 y 4) los grupos que tenian tortilla
ad libitum disminuyeron su ingesta igualando a los grupos control e
ISO (Figs. 25 y 26).
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Fig. 25 Promedio semanal del consumo diario de Kcal por Kg. de peso de las ratas macho. A=
11.7% proteina + 0.02% Trp; B= 11.7% (0.011% Trp) proteina; C= 8% proteina + 0.02%Trp;
D= 8% proteina (0.011% Trp) [n=6 por grupo]. Solo se observa una diferencia (p<0.05) en las
ratas A y B en la semana 9, en la cual se aplicé el EPM. Se grafican las medias + error
estandar.
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Fig. 26 Promedio semanal del consumo diario de kcal por Kg. de peso de las ratas hembras.
En las semanas 5, 8, 9, 11 y 12 hay diferencia (p<0.05) en los grupos A y B al compararlos
con los grupos C y D. En la semana 7, 10, 12 y 13 hay una disminucién en el consumo de
kcal/kg de peso de las ratas del grupo C al compararlas con los demas grupos. Cabe sefialar
que en la semana 9 fue aplicada la prueba EPM y el consumo de kcal de las ratas Ay B se ve
muy aumentado (p<0.05). Se grafican las medias * error estandar

e DPeso

El aumento en el consumo observado en el grupo ad libitum, durante
las primeras dos semanas del experimento, se vio reflejado en un
incremento de peso en las hembras (Fig. 28).

Al cambiar a tortillas preparadas con masa de maiz y harina de soya
adicionadas con Trp, el aumento en peso fue similar en los grupos de
los machos (Fig. 27) mientras que las hembras que consumieron solo
masa de maiz y harina de soya ad libitum permanecieron con un peso
mayor (Fig. 28).
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Fig. 27 Pesos de las ratas machos antes de administrarles la dieta experimental. Se presentan

las medias * el error estandar. No se observan cambios significativos. Analizado con T de
Student
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Fig. 28 Pesos de las ratas hembras antes de administrarles la dieta experimental. Se observan
cambios (p<0.05) en el grupo ad libitum al administrarles la dieta del experimento anterior a
base de chow y tortilla. Analiza con T de Student y se grafican las medias * el error estandar.



PERIODO EXPERIMENTAL

De los 3 grupos control, ISO, TCAL (8 ratas/grupo) se formaron 4 de
la siguiente forma: 6 del control = A; 6 ISO = B; 6 de TCAL = C y los
dos restantes de cada grupo (C, ISO, TCAL) conformaron el grupo D.

e Consumo energia

A lo largo del experimento el promedio del consumo semanal de cada
grupo se mantiene estable a excepcion de los grupos A y B (de ambos
géneros) que incrementaron su ingesta en la semana 9, cuando se
sometieron a los animales al laberinto en cruz (Fig.25 y 26). En
promedio, las ratas hembras de todos los grupos presentan un mayor
consumo de Kcal/Kg de peso/dia que los machos.

Diferencias significativas entre grupos se observan, para los machos
del grupo C (menor consumo) so6lo en las semanas 7, 12 y 13 (Fig. 25).
Las hembras de los grupos A y B consumieron mas Kcal que las Cy D
desde el inicio de cambio de dieta, siendo significativo en las semanas
5,8,9, 11 y 12. El grupo C muestra menor consumo que el grupo D
en las semanas 7, 12 y 13 (Fig. 26).

El analisis del consumo diario durante todo el experimento (Kcal/Kg
de peso/dia) muestra diferencias significativas en los machos de los
grupos A (179.8+1.9) y B (185.5+ 3.8) comparados a D (159.1+2.4) y C
(139.844). Las ratas hembras de los grupos los grupos A (248.6%£5.1) y
B (242.7+ 6.1) presentan también mayor consumo que C (189.4+5.6) y
D (201.6%£5) [ANOVA una via: F (3,20)=18.24 p<0.001].

e Consumo carbohidratos

La tendencia en el consumo de carbohidratos fue similar a la
tendencia en el consumo de kcal si bien las diferencias son mayores
ya que la dieta de los grupos A y B contiene 75.2 % de Kcal
proveniente de carbohidratos contra 81.7% en los grupos C y D. El
consumo de los machos del grupo C (28.4£7.4) fue el menor
(A=33.8%£0.35, B=34.8+0.75, D=32.32+0.48 g/Kcal/dia) (Fig. 35). Las
hembras del grupo B (45.5£1.12), C (37.5%£1.1) y D (41.3+£0.98) tienen
un menor consumo al compararlas con el grupo A (46.6+0.99).
También hay diferencia entre los grupos B y C (Fig. 29).
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Fig. 29 Promedio del consumo diario de carbohidratos (g) por Kg. de peso/dia. Se presentan
las medias * el error estandar. Analizado a con ANOVA. A= 11.7% proteina + 0.02% Trp; B=
11.7% (0.011% Trp) proteina; C= 8% proteina + 0.02%Trp; D= 8% proteina (0.011% Trp) [n=6
por grupo]. *p<0.05 vs. A, **p<0.05 vs. By ***p<0.05 vs. C.

e Peso

Como era de esperarse, las ratas machos de todos los grupos
presentaron un mayor peso que las hembras (p<0.001).

El cambio a la dieta experimental (semana 4) produce una ganancia
de peso menor en los machos del grupo C aunque no alcanza a ser
significativa (Fig. 30).
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Fig. 30 Peso semanal de las ratas macho del experimento 2 a partir de la semana 5. No hay
cambios significativos entre los grupos. Analizado con t de Student. Se presentan las medias
+ el error estandar. A= 11.7% proteina + 0.02% Trp; B= 11.7% (0.011% Trp) proteina; C= 8%
proteina + 0.02%Trp; D= 8% proteina (0.011% Trp) [n=6 por grupo].




Las hembras del grupo C, mantienen el aumento de peso ganado
durante las primeras dos semanas del régimen TCAL, si bien hay una
disminucion en la semana 11 que coincidiéo con un descenso de 3°C
en la temperatura del bioterio. La ganancia de peso es menor en el
grupo D; las diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos se
observan antes de la semana 10 (mayor C y D y menor en B
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comparado a A) (Fig. 31).

Fig. 31 Peso semanal de las ratas hembras. De las semanas 7-10 hay un aumento en el peso
de las ratas del grupo C al compararlas con el grupo A. De la semana 2 a la semana 7 hay
diferencia (p<0.05) en el peso de las ratas del grupo B al compararlas con los grupos Cy D. A
partir de la semana 10 no se registran cambios significativos entre los grupos. Analizado con
T de Student. Se presentan las medias * el error estandar. A= 11.7% proteina + 0.02% Trp;
B= 11.7% (0.011% Trp) proteina; C= 8% proteina + 0.02%Trp; D= 8% proteina (0.011% Trp)
[n=6 por grupo].

e Peso del tejido adiposo blanco

Para este experimento se diseco el tejido adiposo blanco de diferentes
regiones: abdominal, ovarico o testicular, y del espacio interescapular.

Tejido adiposo blanco abdominal

En los machos del grupo B, hubo un aumento al compararlas con las
del grupo A; la diferencia entre los grupos A y D no alcanza a ser
significativa [ANOVA una via: F (3,20)=1.98, p=0.15] (Fig.32)

En las ratas hembras, hay un aumento en el peso del tejido del grupo
C al compararlas con el grupo A, ademas de una tendencia al
aumento en el grupo D al compararlo con el grupo A [ANOVA una via:
F (3,20)=2.35 p=0.10] (Fig.33).



Tejido adiposo blanco testicular

No se observo diferencia significativa el tejido epididimal de los
grupos, si bien hay una tendencia al aumento en los grupos que
estaban deficientes de triptofano (B y D) [ANOVA una via: F
(3,20)=0.23 p=0.87] (Fig. 32).

Tejido adiposo blanco ovdrico

En este tejido no se observo diferencia significativa entre los grupos,
s6lo una pequena tendencia al aumento en aquellos grupos con
restriccion proteica (C y D) [ANOVA una via: F (3,20)=1.57 p=0.23].
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Fig. 32. Peso de los diferentes tejidos adiposos blanco de las ratas machos. Se presentan las
medias * el error estandar. A= 11.7% proteina + 0.02% Trp; B= 11.7% (0.011% Trp) proteina;
C= 8% proteina + 0.02%Trp; D= 8% proteina (0.011% Trp) [n=6 por grupo]. Se analizé6 con
ANOVA, de lo cual se obtuvo que * p<0.05 vs. A.
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Fig. 33 Peso de los tejidos adiposos blanco de las ratas hembras. Se presentan las medias * el
error estandar. A= 11.7% proteina + 0.02% Trp; B= 11.7% (0.011% Trp) proteina; C= 8%



proteina + 0.02%Trp; D= 8% proteina (0.011% Trp) [n=6 por grupo]|. Se analizé con ANOVA,
de lo cual se obtuvo que * p<0.05 vs. A

Tejido adiposo blanco interescapular

Se observa un aumento en el peso del tejido de las ratas machos D al
compararlas con las ratas A [ANOVA una via: F (3,20)=1.98 p=1.15]
(Fig. 33). En las hembras, se encuentra un cambio en las ratas C al
compararlas con las ratas A y B [ANOVA una via: F (3,20)=4 p=0.029]
(Fig. 34).

e Peso del tejido adiposo pardo interescapular

En las ratas machos de los grupos C y D se observa un aumento al
compararlos con los grupos A y B [ANOVA una via: F (3,20)=9.95
p<0.001] (Fig34). En cambio, en las ratas hembras no se observa
diferencia entre los grupos [ANOVA una via: F (3,20)=1.48 p=0.23]
(Fig. 35).

Para comparar los incrementos entre los grupos y los géneros se
calcularon los pesos de los tejidos respecto al grupo A. El aumento del
tejido adiposo blanco interescapular de los machos del grupo B fue del
24.6 £ 4%, 37 *12 % del C y 37+12.5 del D; los cambios relativos
fueron similares en el tejido adiposo blanco abdominal de B (36 %
13%) pero menores en C (no significativo) y 28 £+ 6 % en D. En las
hembras, el aumento en el tejido adiposo blanco interescapular fue de
25+ 13% en B,78 + 14 % en Cy 32 * 16% en D. A diferencia de los
machos, el incremento en el tejido adiposo blanco abdominal se
incremento solo en C (55 + 15 %) y en D (40 £ 15%).
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Fig. 34 Peso de los tejidos adiposos interescapulares extraido de las ratas macho. Se observa
un aumento (p<0.05) en el tejido adiposo pardo interescapular de las ratas C y D al
compararlas con las controles. También hay un aumento (p<0.05) en el tejido adiposo blanco
interescapular de las ratas D.
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Fig. 35 Peso de los tejidos adiposos interescapulares de las ratas hembras. Se presentan las
medias % el error estandar. A= 11.7% proteina + 0.02% Trp; B= 11.7% (0.011% Trp) proteina;
C= 8% proteina + 0.02%Trp; D= 8% proteina (0.011% Trp) [n=6 por grupo]. No se observa
diferencia en el peso del tejido adiposo pardo interescapular. Se observa un aumento (p<0.05)
en el peso del tejido adiposo blanco interescapular en las ratas del grupo C al compararlas
con el grupo A y B.

e Peso ovarios

No se observé un cambio significativo en el peso de los ovarios de las
ratas [ANOVA una via: F (3,20)=1.48 p<0.25].

Tampoco se encontré ninguna tendencia ni relacion entre las etapa
del ciclo estral de las ratas y los parametros analizados en este
trabajo.



e Consumo de lipidos

El consumo de lipidos por Kg. de peso fue similar al consumo de
proteinas.

En los machos, se ve un decremento en el consumo del nutrimento
(g/Kg de peso/dia) en los grupos C (1.47+0.033) y D (1.67+0.027) al
compararlas con el A (2.61+0.029) y B (2.68%£0.097). También se ve
diferencia entre el grupo D contra el C (Fig. 36).

Al igual que con el consumo calodrico, las hembras consumieron mas
lipidos pero la diferencia entre los grupos fue similar a la de los
machos (A: 3.59+0.075, B: 3.42%+0.09, C: 1.94+0.062 y D: 2.13+£0.052
(Fig. 36).
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Fig. 36 Promedio del consumo diario de lipido por Kg. de peso. Se presentan las medias * el
error estandar. A= 11.7% proteina + 0.02% Trp; B= 11.7% (0.011% Trp) proteina; C= 8%
proteina + 0.02%Trp; D= 8% proteina (0.011% Trp) [n=6 por grupo]. *p<0.05 vs. A y **p<0.05
vs. B

e Consumo de proteina

Los grupos C y D muestran un consumo considerablemente menor en
proteina debido a la composicion de la masa de maiz que contiene sélo
el 8% de las Kcal provenientes de proteina, comparada a la masa de
maiz y amaranto, que equivale al 11.7%.

El comportamiento fue similar en ambos sexos sin embargo, el
aumento en la ingesta caldrica de las hembras se refleja en un
consumo de mas proteinas que la de los machos (Fig. 37).




Las ratas hembras del grupo A consumieron 7.26x0.17 g de
prot/Kg/dia, las B, 6.86+0.27, las C, 4.05£0.13 y las D, 4.46%0.12; los
machos del grupo A, 5.27+0.17, el grupo B 5.38+ 0.28, C 3.07£0.066 y
D 3.47+0.066 (Fig. 37).
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Fig. 37 Promedio del consumo diario de proteinas por Kg. de peso. Se presentan las medias *
el error estandar. A= 11.7% proteina + 0.02% Trp; B= 11.7% (0.011% Trp) proteina; C= 8%
proteina + 0.02%Trp; D= 8% proteina (0.011% Trp) [n=6 por grupo]. *p<0.05 vs. Ay **p<0.05
vs. B

e Consumo de lisina

El amaranto tiene grandes cantidades de lisina (253 g/100Kcal)
comparado al maiz (40 g/ 100 Kcal) por lo que la mezcla provee (148.5
g / 100 Kcal) explicando la fuerte diferencia de los grupos A y B
contra C y D (Fig. 38). La ligera disminucion del grupo C coincide con
la disminucion de la ingesta calorica.

En consumo de lisina por Kg de peso/dia fue similar al de triptofano.
En los machos de los grupos C (0.058+0.0020) y D (0.065+0.0021) se
observa un decremento al compararlos con el grupo A (0.27+0.0033) y
B (0.27£0.013), asi como Cy D con el B (Fig. 38).

En las hembras, el comportamiento fue similar: grupo A
0.37+0.0082, B= 0.35%0.015, C = 0.077+0.0033 y D =
0.084+0.0033g de lys/Kg. de peso (Fig. 38).
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Fig. 38 Promedio del consumo diario de lisina por Kg. de peso de las ratas. Se presentan las
medias * el error estandar. A= 11.7% proteina + 0.02% Trp; B= 11.7% (0.011% Trp) proteina;
C= 8% proteina + 0.02%Trp; D= 8% proteina (0.011% Trp) [n=6 por grupo|. *p<0.05 vs. Ay B.

e Consumo triptéfano

Ademas de las diferencias en el contenido de triptéfano de las masas
de maiz y amaranto (Ay B = 11 mg de Trp/100 Kcal) contra la de maiz
(8.7 mg) hay que recordar que a la masa de los grupos A y C se les
adicion6 Trp para alcanzar 20mg/100kcal.

En las ratas machos se observan diferencias significativas entre todos
los grupos; como era de esperarse, los grupos B (0.0231£0.0006 g
Trp/kg de peso/dia) y D (0.015+0.00024) presentaron un menor
consumo que el grupo C (0.027+0.00065), el cual a su vez tiene una
menor ingesta que el grupo A (0.040+0.0004) (Fig. 39).

En las ratas hembras de los grupos B (0.032+0.0027), C (0.034+0.002)
y D (0.022+0.0034), se observo un decremento al compararlas con el
grupo A (0.052%+0.0042); la diferencia entre C y D también es
significativa (Fig. 39).
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Fig. 38 Promedio del consumo diario de tript6fano por Kg. de peso. Se presentan las medias *
el error estandar. A= 11.7% proteina + 0.02% Trp; B= 11.7% (0.011% Trp) proteina; C= 8%
proteina + 0.02%Trp; D= 8% proteina (0.011% Trp) [n=6 por grupo]. *p<0.05 vs. A; **p<0.05
vs. B; ***p<0.05 vs. C

e Relacion de CHOs:Trp consumido por Kg. de peso

Los grupos C y D ingieren un 30-37% menos de proteina que los
grupos A y B si bien la diferencia en carbohidratos es de 20% maximo.
Sin embargo, la adicion de Trp a la dieta de los grupos A y C
disminuye considerablemente la relacion de carbohidratos:Trp. En
ambos géneros se observa una mayor relacion g CHO/Kg de peso/dia
en el grupo D, seguido por el B que es mayor que la de los grupos a
los que se les adiciono triptéfano (C y A) (Fig. 40). El grupo C presenta
una mayor relacion que el A dado el mayor contenido de
carbohidratos en la masa de maiz.

En los machos, el grupo A (893.64%£1.04) es el que presenta una
menor relacion CHO:Trp, seguido por el grupo C (1053.72+£99.6) y los
grupos B (1625.78%£25.45), y D (2263+£177).

Las ratas hembras mostraron cambios similares: un aumento en la
relacion CHO:Trp en los grupos D (2089.06£241.07) y B
(1530.97+£118.38), comparados al grupo A (1006.33+108.92) y el C
(1147.94£111.95) (Fig. 40).

Las diferencias entre los grupos son similares en ambos géneros a
diferencia del grupo B que presenta un aumento del 83 + 3 % del valor
del grupo A en machos comparado a 52 * 8% del B en hembras.
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Fig. 40 Relacion de carbohidratos vs. triptéfano consumido por Kg. de peso de las ratas. Se
presentan las medias * el error estandar. A= 11.7% proteina + 0.02% Trp; B= 11.7% (0.011%
Trp) proteina; C= 8% proteina + 0.02%Trp; D= 8% proteina (0.011% Trp) [n=6 por grupo].
*p<0.05 vs. A; **p<0.05 vs. B; ***p<0.05 vs. C.

e Triptofano sérico

Los grupos B, C y D de los machos tuvieron menor concentracion de
triptéfano en plasma que el grupo A. También hay una disminucion
en el grupo D al compararlo con el B (Fig. 41).

En las ratas hembras, los grupos A y B presentan una mayor
concentracion que el grupo C, siendo el D menor que el B (Fig. 41).

EA OB mCmuD

* * * *k% *k%k *%
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Trp sérico

MACHOS HEMBRAS

Fig. 41 Concentraciones de triptéfano libre en plasma en las ratas. Se presentan las medias *
el error estandar. A= 11.7% proteina + 0.02% Trp; B= 11.7% (0.011% Trp) proteina; C= 8%
proteina + 0.02%Trp; D= 8% proteina (0.011% Trp) [n=6 por grupo]. *p<0.05 vs. A; **p<0.05
vs. By ***p<0.05 vs. C.

Efecto de la dieta en el estrés




Con la misma finalidad que en el experimento anterior, se registro el
peso de las glandulas adrenales. Desafortunadamente no ha sido
posible medir las concentraciones de corticosterona por la falta de
reactivos (los sueros estan en congelacion y seran evaluados
posteriormente).

e Peso glandulas adrenales
En este experimento no se observaron cambios significativos en el
peso de las glandulas adrenales de las ratas machos ni de las

hembras.

Pruebas conductuales

e LCE

Se eligio para este experimento una prueba conductual en la que el
animal no fuera sometido a un estimulo agresivo como el de
enterramiento defensivo, sino uno que midiera el estado de ansiedad
del animal como es el caso del de exploracion en el laberinto de cruz
elevado.

Se encontraron muy pocas diferencias significativas entre los grupos.
En general, las hembras tuvieron mas entradas y permanecieron mas
tiempo en los brazos abiertos que los machos sugiriendo un estado
menos ansioso.

En los machos, si bien es evidente que todos los grupos permanecen
mas tiempo en los brazos cerrados que en los abiertos, no se observa
diferencia entre los grupos en el tiempo de permanencia en cada brazo
(Fig. 42). El grupo C presenta menos entradas al brazo abierto, y mas
al cerrado, que el grupo A, sugiriendo un estado de mayor ansiedad en
el grupo C (Fig. 42).

En las ratas hembras no se observan diferencias en el numero de
entradas a los brazos; el grupo B permanecié un mayor tiempo en los
brazos abiertos y menor tiempo en los cerrados comparado a los
demas grupos (Fig. 43) siendo asi el grupo menos ansioso.
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Fig. 42. Resultados del EMP de las ratas macho. Se presentan las medias + el error estandar.
A= 11.7% proteina + 0.02% Trp; B= 11.7% (0.011% Trp) proteina; C= 8% proteina +
0.02%Trp; D= 8% proteina (0.011% Trp) [n=6 por grupo|. No hay diferencia significativa en el
tiempo de permanencia en los diferentes brazos entre los grupos experimentales, sin
embrago las ratas del grupo C presentan menos entradas al brazo abierto y mas entradas al
cerrado (p<0.05) que el grupo A n= 6 ratas por grupo. En el eje de las Y se encuentra el
tiempo que permanecieron las ratas en cada brazo y el nimero de entradas.
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Fig. 43 Resultados del EPM de las ratas hembras. Se presentan las medias * el error
estandar. A= 11.7% proteina + 0.02% Trp; B= 11.7% (0.011% Trp) proteina; C= 8% proteina +
0.02%Trp; D= 8% proteina (0.011% Trp) [n=6 por grupo]. Los animales del grupo C
permanecen menor tiempo en el brazo abierto y mayor en el cerrado (p<0.05) que los del
grupo A. No se observan diferencias en el numero de entradas a los brazos entre los grupos.
En el eje de las Y se encuentra el tiempo que permanecieron las ratas en cada brazo y el
numero de entradas.

e Ejercicio voluntario

El aumento en tejido adiposo pudiera estar relacionado no so6lo a un
incremento en la ingesta sino a un menor gasto energético. Con el
objetivo de verificar si la dieta causaba cambios en actividad fisica, se
determino la capacidad de realizar ejercicio voluntario.



Los machos del grupo D (118.2+17.1 metros) corrieron mas que el
grupo A (83%11 m). Si bien el grupo B (89.2+11 m) y el C (111.33%£15
m) no presentaron cambios significativos, se registra una tendencia a
mayor actividad que ratas del grupo A (Fig. 44).

Las ratas hembras de todos los grupos hicieron mas ejercicio
(p<0.001) que las ratas machos pero no se observa diferencia
significativa entre los grupos (Fig. 44).
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Fig. 44 Prueba de ejercicio voluntario. Se presentan las medias * el error estandar. A= 11.7%
proteina + 0.02% Trp; B= 11.7% (0.011% Trp) proteina; C= 8% proteina + 0.02%Trp; D= 8%
proteina (0.011% Trp) [n=6 por grupo]. En las hembras no se observa diferencia significativa,
mientras que en las machos se observa un aumento (p<0.05) en las ratas del grupo D al
compararlas con las ratas del grupo A.

El resumen de los resultados se presenta en la tabla anexo 3.



DISCUSION

El presente trabajo analiza el comportamiento alimenticio y la
respuesta al estrés de las ratas adultas con una dieta basada en
tortilla. En el primer experimento se estudi6 el efecto de la dieta chow
con distintas proporciones de tortilla (70% de Kcal [ISO]| 6 ad libitum).
El grupo control recibié6 chow ad libitum, y en base a su consumo, se
administro el 30 % de las Kcal como chow y el 70% como tortilla al
grupo isocalodrico (ISO); el tercer grupo recibié la misma cantidad de
chow que el ISO y tortilla ad libitum (TAL), mientras que el cuarto tuvo
los dos alimentos ad limitum (TCAL). Los resultados de los primeros 3
grupos fueron similares al experimento realizado por E. Alvarez Salas
(20006), las ratas alimentadas con 30 % de chow y tortilla ad libitum
incrementaron el consumo de tortilla disminuyendo voluntariamente
el de chow a 16% los machos y a 9% las hembras lo cual llevé a un
aumento del consumo total de Kcal y de carbohidratos.

El comportamiento alimenticio observado en el grupo TCAL contradice
lo reportado por varios autores que sugieren que los animales son
capaces de elegir una dieta con cantidades balanceadas de
macronutrimentos (Harper y Peters, 1989; Tome, 2004) en cuyo caso
debieran haber consumido una mayor proporcion de chow. Es
evidente que la diferencia en el sabor y la textura de la tortilla,
comparada a la pastilla de chow, representa un factor hedonico que
favorece su eleccion (Berridge, 2000).

En los machos de los grupos TAL y TCAL, el consumo total de Kcal/Kg
de peso es solo de 4% y de carbohidratos 18% mayor al control, lo que
repercutio en una ganancia en tejido adiposo blanco (testicular) del
10%; este tejido aumento también en el grupo ISO (93%) pese a haber
consumido las mismas Kcal que el control (con 9% mas de
carbohidratos). En las hembras, el exceso en el consumo de Kcal es
solo del 9%, pero llega a 25% de carbohidratos que ocasionan una
ganancia de peso de 45% en TAL y de 52% en TCAL; la grasa blanca
(ovarica) aumenta aun en el grupo ISO (135%; 119 en TAL y 115 %
19% en TCAL). Estos resultados confirman la diferencia entre géneros:
un mayor consumo de Kcal y CHOs de las hembras TAL comparado a
los machos TAL, asi como un incremento del grupo ISO en tejido
adiposo blanco de las hembras similar al grupo TAL.

El experimento 2 permitio demostrar que las diferencias encontradas
en el experimento 1 entre el grupo chow y el de tortilla ad libitum se
debieron al efecto hedonico. En el experimento 1, el grupo control de
machos consumié un promedio de 195 Kcal/Kg de peso al dia
provenientes de chow (193 las hembras) y las TCAL, 200-209. El
experimento realizado por Alvarez-Salas obtuvo un consumo de 152 *
8 Kcal/Kg peso al dia en los controles macho y 187 + 14 en hembras
mientras que las TAL consumieron 176 + 8 (machos) y 241 * 15
(hembras). En contraste, el consumo del grupo A (similar en B) fue



de 180 * 9 en machos; mientras que el de las hembras fue 249 + 5. La
dieta con menor proteina (C y D) causé una leve disminucion en el
consumo del grupo D so6lo de hembras (17 = 2%) pero, la adicionada
con triptofano (C) disminuy6 en 20 + 3 % en los machos y 24 = 3 % en
las hembras.

En todos los experimentos, las hembras tuvieron un mayor consumo
diario (en Kcal/Kg de peso) que los machos. El menor consumo
calorico fue en los grupos C y D que afectaron muy poco el peso
corporal, ya que éste s6lo varié6 en menos del 2% en los machos, y
5% en las hembras al final del experimento. Sin embargo, la ganancia
de peso obtenida desde el cambio de dieta fue mayor en el grupo B (22
% en machos comparada a 73% en hembras).

El peso del tejido adiposo blanco en el segundo experimento se vio
incrementado en mayor proporcion en la zona abdominal y la
interescapular, comparada a la testicular/ovarica (que aumenté en
forma similar al exp. 1 en machos). En las ratas macho la mayor
acumulacion se observo en la zona abdominal de los grupos B y D
mientras que en las hembras, en C y D. S6lo los machos presentaron
incrementos en tejido adiposo pardo (grupos C y D). Como se
menciono, el grupo C de ambos géneros fue el que tuvo el menor
consumo calérico con una diferencia menor al 20% y sin embargo, fue
el grupo que en las hembras, presentd mayor aumento de grasa
blanca abdominal e interescapular (78 y 55% respectivamente),
seguido por el grupo D (40 y 32% respectivamente). En los machos,
los aumentos en grasa blanca fueron so6lo del 30% en los grupos B y
D, mientras que el mayor incremento se detect6 en grasa parda tanto
en C como D.

Todos estos resultados sugieren una mayor susceptibilidad de las
hembras a acumular tejido adiposo al incrementar la ingestion de
carbohidratos y, confirman la diferencia en las respuestas entre
hembras y machos ante situaciones intrinsecas y que favorecen el
desarrollo de la obesidad, tales como cambios hormonales, estrés,
efecto de la dieta y genes, entre otras ambientales (Bates et al., 1999;
Del Parigi et al., 2002; Geary, 2004). Si bien las diferencias en la
acumulacion de grasas pueden estar dadas por un menor gasto
energético debido a baja actividad fisica realizada, las determinaciones
de ejercicio voluntario permiten descartar esta posibilidad ya que en
ambos géneros, el grupo A fue el que presenté menor actividad.

Por los resultados observados en el segundo experimento, pareciera
que la relacion entre carbohidratos y proteinas tuviese un papel
importante en la acumulacion de grasa blanca en las hembras, y en la
parda en los machos machos (CHO:prot en Ay B =6.4, Cy D = 9.3)
mientras que la acumulacion en grasa abdominal en machos de By D
correlaciona solo con la relacion CHO:Trp ya que es mas alta en estos
grupos. Esto corrobora la diferencia entre géneros en la asimilacion



de alimento y desarrollo de reservas energéticas (Del Parigi et al,
2002; Bates et al, 1999). Dichas diferencias entre machos y hembras
se han asociado a las hormonas sexuales ya que los machos tienden a
acumular mas tejido adiposo en las regiones viserales (tejido adiposo
intrabdominal) donde se encuentran altas concentraciones de
receptores de androgenos, mientras que en las hembras, la
acumulacion de grasa tiende a ser en la zona gluteo-femoral (tejido
adiposo subcutaneo), con altas concentraciones de receptores de
oestrogenos y progesterona (Woods et al. , 2003; Mayers y Watson,
2004, Wagener et al., 2006) Woods y colaboradores (2003) proponen
que también hay diferencia en la sensibilidad cerebral de machos y
hembras ante las hormonas encargadas del balance energético
(insulina y leptina), ya que al aplicarles inyecciones de estas
hormonas a las ratas observaron que las hembras son mas
susceptibles a las bajas concentraciones de leptina, mientras que los
machos tienen una mayor susceptibilidad a bajas concentraciones de
insulina. En el trabajo realizado por Alvarez-Salas se cuantificaron las
concentraciones de leptina sérica (la cual es secretada por el tejido
adiposo), los niveles detectados coincidieron con los aumentos en el
tejido adiposo blanco, siendo mayor el aumento en las hembras que
en los machos, lo cual apoya las diferencias planteadas entre los
géneros en relacion a la acumulacion y distribucion de la grasa
corporal.

Como se mencionoé en la introduccion, también las hormonas tiroideas
juegan un papel muy importante en regular el metabolismo basal. El
funcionamiento del eje tiroideo se encuentra inhibido en condiciones
de restriccion alimentaria fundamentalmente, en deficiencia proteica
(Van Haasteren, 1996). En los dos experimentos realizados con chow y
tortilla (el presente y el de Alvarez-Salas) se cuantificaron las
concentraciones de hormonas tiroideas y de tirotropina para evaluar
el efecto de la dieta en el eje HPT. En ninguno de los dos
experimentos (Alvarez Salas y el presente) se detectaron cambios
significativos en los niveles de TSH y si, una disminucion en los de T4
en los grupos ISO y TAL en hembras; solo en el presente experimento
se detecto esta disminucion en los machos TCAL, TAL e ISO. Bajos
niveles de T4 pudieran indicar un hipotiroidismo primario sin
embargo, el incremento en los niveles de Tz en TAL y TCAL en
hembras y TCAL en machos aunados a los niveles normales de TSH
descartan esta posibilidad. El ligero aumento de T3 coincide con lo
reportado por Smallridge et al. en 1982, que observa que la
administracion por corto tiempo, de una dieta con 9% de proteina,
aumenta las concentraciones de Tz en plasma. Con estos resultados
podemos sugerir que el aumento en la acumulacion de grasa y peso
no se deben a una disfuncion tiroidea.



Respuesta al estrés.

De acuerdo a lo reportado (Beiko et al,, 2004), los niveles basales de
corticosterona en hembras es mayor que en machos. Se postula que
los estrogenos amplifican la respuesta al estrés en la corteza
prefrontal lo cual aumenta la susceptibilidad a trastornos de ansiedad
y depresion (Shansky et al., 2004). Las concentraciones de dicha
hormona modulan el aumento en la actividad de serotonina, tanto en
su sintesis como en su recaptura (Joffe y Cohen, 1998) y este
neurotransmisor tiene importantes efectos antidepresivos (Bell y
Abrams, 2003) y anxioliticos (Kent et al., 2002), lo cual ademas
cambia el comportamiento hacia el consumo de diferentes alimentos
(Fernstrom et al., 2001).

Solo las hembras presentaron cambios en los niveles circulantes de
CORT dependiente de la dieta, disminuyendo en un 50% del control
tanto en ISO, TAL, como TCAL. Es dificil distinguir si los niveles
reducidos se deben a un estado de estrés cronico mayor en estos
grupos que causa una inhibicion del eje HPA o, efectivamente, estan
menos estresadas. Los experimentos conductuales apoyan la segunda
opcion.

La prueba de nado forzado es una herramienta que permite medir el
estado de depresion en las ratas, inferido por una menor inmovilidad
o un mayor nado durante la prueba (Porsolt et al.,, 1977, Barros HM,
1998). Los grupos de hembras TAL y TCAL fueron las que,
comparadas a todos los demas grupos, mostraron menos inmovilidad;
en cambio, los machos TCAL tuvieron una tendencia al aumento.

Para evaluar la respuesta de ansiedad ante un estimulo nocivo se
utilizo la prueba de enterramiento defensivo; a mayor latencia o
tiempo de enterramiento, mayor ansiedad. En general, se ha visto que
las hembras permanecen mas tiempo en el comportamiento de
enterramiento, lo cual se ha relacionado con una mayor prevalencia
de trastornos de ansiedad en dicho género, sin embargo, en este
experimento, las ratas TCAL tanto en machos como en hembras
mostraron una disminuciéon significativa en el tiempo de
enterramiento de TCAL al compararlas contra el control. Si bien la
tendencia a la disminucion en los grupos ISO y TAL no llego a ser
significativa los resultados apuntan a una disminucion en la
ansiedad, que es mas evidente en los grupos TCAL (y mayor en
hembras).

No ha sido posible ain medir corticosterona del experimento 2 por
problemas de importacion de reactivos. Sin embargo las pruebas
conductuales realizadas apoyan una respuesta diferencial entre
hembras y machos. La prueba del laberinto elevado en cruz no
provoca el mismo grado de ansiedad que la de enterramiento y
permite evaluar el estado intrinseco del animal. En ella fue evidente



que las hembras presentaban una conducta menos ansiosa. Los
machos alimentados con una dieta deficiente en proteina y triptéfano
mostraron el mas alto grado de ansiedad mientras que las hembras de
este grupo se comportaron como el control. Entre los grupos de
hembras, el B fue el iinico que mostré diferencias (menor ansiedad).
La disminucion en la ansiedad y la depresion en las hembras del
grupo con mayor consumo de tortilla (exp. 1) coincide con una mayor
proporcion de CHO:trp lo que apoya la hipotesis de que el alto
consumo de tortilla compensa la deficiencia de Trp provocado por el
bajo consumo de chow. Si bien no se observo diferencia significativa
en las concentraciones del aminoacido libre en plasma, la tendencia a
la disminucion del aminoacido libre de las ratas hembras TAL y TCAL,
pudiera deberse a que éste tiene mayor facilidad de ser transportado
al cerebro, una vez inhibido el transporte de los aminoacidos de
cadena larga por la insulina liberada a causa del alto consumo de
carbohidratos (Harper y Peters, 1989; Wurtman et al.,, 2003); dicha
inhibicion y la posterior transportacion del aminoacido al cerebro
puede estar generando un aumento en la sintesis de la serotonina, lo
que bajaria la depresion, la ansiedad y la respuesta fisiologica al
estrés, por esta razon se mediran las concentraciones del aminoacido
en diferentes regiones cerebrales, asi como de serotonina y sus
metabolitos.

Los niveles de triptofano sérico en el experimento 2 si mostraron
diferencias significativas siendo menor en los dos grupos alimentados
con harina de maiz. En hembras, los niveles de triptéfano sérico del
grupo B fueron iguales al que fue suplementado con triptéfano (A)
mientras que en machos, el B si esta disminuido con respecto al A. Se
ha sugerido que el requerimiento de este aminoacido es mas alto en
hembras que en machos por el efecto inhibitorio de estrogenos en la
conversion de éste a niacina. Para sustentar esta posibilidad, se
requerira comparar los datos en animales cuya dieta sea
complementada con vitaminas lo cual, no se realizO en este
experimento con la intencion de evaluar lo mas fielmente posible la
dieta (deficiente) de la poblacion mexicana de bajos recursos.

Es importante considerar que los grupos C y D son, ademas,
deficientes en lisina y, aunque existen pocos estudios, un grupo ha
reportado que esta deficiencia incrementa la ansiedad ya sea
modificando la liberacion de serotonina en el nucleo central de la
amigdala (sin modificar la sintesis del neurotransmisor) (Smriga et al.,
2002; Smriga y Torii, 2003) o alterando las concentraciones de cortisol
en plasma sin tener un efecto directo en las glandulas adrenales
(Smriga et al., 2004). Esto puede estar generando que, a pesar de la
adicion de Trp a las tortillas del grupo C, al estar deficientes en Lys
las ratas macho sean mas susceptibles a la ansiedad. El efecto se ve
solo en machos que restringen mas su consumo; es posible que las
hembras alcancen el nivel requerido (lo cual sera corroborado una vez
que se tengan los niveles de corticosterona).



En conjunto, los resultados obtenidos muestran una disminucion en
los niveles de corticosterona, en ansiedad y depresion en las hembras
del grupo con mayor consumo de tortilla y mayor proporcion CHO:Trp
(exp. 1) y, en aquellas con alta proporcion CHO:Trp no deficientes en
Lys (grupo B, exp. 2). Estos resultados apoyan la importancia de la
relacion CHO:Trp, en situaciones de nutricion desbalanceada por la
baja calidad de la proteina consumida, que posiblemente optimice el
transporte de Trp a cerebro y la sintesis de serotonina.



CONCLUSION

La obesidad puede ser el resultado de un elevado consumo de energia
y un bajo gasto de ésta (Rivera y Sepulveda, 2003), sin embargo
alteraciones de origen tanto hormonal como neuronal en el
metabolismo pueden favorecer el desarrollo de esta enfermedad. Estas
alteraciones pueden ser generadas por factores intrinsecos (como son
los genéticos) o extrinsecos (ambientales) al individuo. Los resultados
de esta tesis apoyan la idea de que la calidad de la dieta es un factor
determinante en el desarrollo de la obesidad, ya que puede motivar a
un mayor consumo calorico que incida en una sensacion de bienestar
al disminuir el estado de ansiedad o depresion.

En este trabajo se propone que, al tener opcion de elegir entre el chow
(dieta con todos los nutrimentos necesarios) y la tortilla, las ratas
eligen la segunda por el factor placentero (hedonico) del sabor. Sin
embrago, estas dietas son deficientes en triptéfano y lisina, por lo que
las ratas aumentan la ingesta del alimento en busca de homeostasis
en los nutrimentos consumidos. La dieta basada en tortillas
proporciona los carbohidratos necesarios para que aumente la
liberacion de insulina en los animales, esta hormona inhibe el
transporte de los aminoacidos de cadena larga favoreciendo el
transporte del triptéfano al cerebro, lo que debe aumentar la sintesis
de serotonina.

El aumento en el consumo de tortillas, genera un aumento de peso
corporal y de la cantidad de tejido adiposo que no se debe a un
incremento en glucocorticoides (los cuales incrementan la
acumulacion de grasa abdominal) ya que si bien la desnutricion
proteica genera su aumento, las ratas que consumieron mas tortilla
presentaron los menores niveles. Esto puede deberse a la interrelacion
con la serotonina (por las altas concentraciones de Trp) sin embargo
en las ratas con alimento adicionado en Trp presentan una mayor
ansiedad, debida, posiblemente, a la deficiencia en Lys.

En resumen, en este trabajo se propone que la cantidad de CHOs,
pero sobre todo la calidad proteica de la dieta, afecta sustancialmente
el desarrollo de obesidad en las ratas, ademas de favorecer el
desarrollo de enfermedades tanto metabdlicas como psicologicas (al
cambiar el estado de animo).
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ANEXO 1

Informacion nutricional de Purina chow 5001.

Kcal
Hidratos g
Proteina g
Lipidos g

Acido ascorbico (Vit C) mg
Acido félico mcg

Calcio mg

Cobalamina mcg
Fosforo mg

Hierro mg

Magnesio mg

Niacina (Vit B3) mg
Piridoxina (Vit B6)mg
Potasio mg

Retinol (Vit A) mcg
Riboflavina (Vit B2) mg
Sodio mg

Tiamina ( Vit B1) mg
Zinc mg

100 gr chow
304

49.9

23.4

10

0
0
950

670
27
210
12.4
0.6
1001
6.6
0.8
400
1,7
7

Contenido de aminoacidos

prot

aminoacido
Arginina
Fenilalanina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Treonina
Triptofano
Valina

gr aa en 100 gr proteina

1.38
1.03
0.55
1.18
1.70
1.42
0.43
0.91
0.29
1.21

CHO



Informacion nutricional de la tortilla hecha con Maseca.

Kcal
Hidratos g
Proteina g
Lipidos g

Acido ascérbico (Vit C) mg
Acido félico mcg

Calcio mg

Cobalamina mcg
Fosforo mg

Hierro mg

Magnesio mg

Niacina (Vit B3) mg
Piridoxina (Vit B6)mg
Potasio mg

Retinol (Vit A) mcg
Riboflavina (Vit B2) mg
Sodio mg

Tiamina ( Vit B1) mg
Zinc mg

100 gr harina
369

75.4

8

3.9

0
0
108

111
2.50
0]
0.90

1

0.08
variable
0.17
2.5

Contenido de aminoacidos

prot

aminoacido
Arginina
Fenilalanina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Treonina
Triptofano
Valina

gr aa en 100 gr proteina

0.247
0.258

0.16
0.351
0.953
0.147
0.112

0.24
0.032

0.31

lip

CHO



Informacion nutricional de la harina de soya.

Kcal
Hidratos g
Proteina g
Lipidos g

Acido ascérbico (Vit C) mg
Acido félico mcg

Calcio mg

Cobalamina mcg
Fosforo mg

Hierro mg

Magnesio mg

Niacina (Vit B3) mg
Piridoxina (Vit B6)mg
Potasio mg

Retinol (Vit A) mcg
Riboflavina (Vit B2) mg
Sodio mg

Tiamina ( Vit B1) mg
Zinc mg

100 gr harina
36.6

34.1

6.7

410
263

593
9.10
229
2.60
0.52
2570

0.36

18
0.83
1.18

Contenido de aminoacidos

aminoacido
Arginina
Fenilalanina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Treonina
Triptofano
Valina

gr aa en 100 gr proteina

3
2.05
1.05
1.89
3.23
2.65

0.525
1.60
0.532
1.99

CHO



Informacion nutricional del amaranto tostado

(Via Verde).

Kcal
Hidratos g
Proteina g
Lipidos g

Acido ascorbico (Vit C) mg
Acido félico mcg

Calcio mg

Cobalamina mcg
Fosforo mg

Hierro mg

Magnesio mg

Niacina (Vit B3) mg
Piridoxina (Vit B6)mg
Potasio mg

Retinol (Vit A) mcg
Riboflavina (Vit B2) mg
Sodio mg

Tiamina ( Vit B1) mg
Zinc mg

100 gr amaranto
383
66
14
7 prot

Contenido de aminoacidos

aminoacido
Arginina
Fenilalanina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Treonina
Triptofano
Valina

gr aa en 100 gr proteina
1.45
0.71
0.451
0.69
1.03
0.97
0.34
0.676
0.051
0.842

CHO



Informacion nutricional de las tortillas de Maseca +
harina de soya (1:0.29)

100 gr masa

Kcal 366
Hidratos g 66.5
Proteina g 13.9
Lipidos g 4.5

Acido ascérbico (Vit C) mg -
Acido folico mcg 92.9

Calcio mg 140
Cobalamina mcg -
Fosforo mg 319
Hierro mg 5
Magnesio mg 51.9
Niacina (Vit B3) mg 1.5
Piridoxina (Vit B6)mg 0.11
Potasio mg 582
Retinol (Vit A) mcg 1.6
Riboflavina (Vit B2) mg 0.11
Sodio mg 4.8
Tiamina ( Vit B1) mg 0.35
Zinc mg 2.1

Contenido de aminoacidos

aminoacido gr aa en 100 gr proteina
Arginina 1.76
Fenilalanina 1.24
Histidina 0.65
Isoleucina 1.20
Leucina 2.2
Lisina 1.52
Metionina 0.34
Treonina 1
Triptofano 0.30

Valina 1.23




Informacion nutricional de las tortillas de Maseca +

amaranto tostado (1:1)

Kcal
Hidratos g
Proteina g
Lipidos g

Acido ascérbico (Vit C) mg
Acido félico mcg

Calcio mg

Cobalamina mcg
Fosforo mg

Hierro mg

Magnesio mg

Niacina (Vit B3) mg
Piridoxina (Vit B6)mg
Potasio mg

Retinol (Vit A) mcg
Riboflavina (Vit B2) mg
Sodio mg

Tiamina ( Vit B1) mg
Zinc mg

100 gr masa
376

70.7

11

5.45

0.085
1.25

Contenido de aminoacidos

aminoacido
Arginina
Fenilalanina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Treonina
Triptofano
Valina

gr aa en 100 gr proteina

2
1.09
0.7
1.1
2
1.3
0.5
1.03
0.09
1.3

CHO



ANEXO 2

Requerimientos alimenticios necesarios para la manutencion de ratas
segin NCR 1995.

TABLE 2-2 Estimated Nutrient Requirements for
Maintenance, Growth, and Reproduction of Rats
Amount, per kg diet
Repro-
Mainte- duction
Nutrient Unit nance Growth  (Female)
Fat g 50.0 50.0 50.0
Linoleic acid g “ 6.0° 3.0°
(n-6)
Linolenic acid g R R R
(n-3)
Protein g 500° 1500° 1500
Amino Acids®
Arginine g ND 43 43
Aromatic AAs® g 1.9 102 10.2
Histidine g 0.8 28 28
Isoleucine g 3.1 6.2 6.2
Leucine g 1.8 10.7 10.7
Lysine g 1.1 92 9.2
Methionine + g 2.3 9.8 9.8
cystine’
Threonine g 1.8 6.2 6.2
Tryptophan g 05 20 2.0
Valine g 2.3 74 74
Other (including g f 66.0 66.0
nonessentials)
Minerals
Calcium g ¥ 5.0 6.3
Chloride® g g 05 0.5
Magnesium g & 0.5 0.6
Phosphorus £ & 3.0 3.7
Potassium” g £ 3.6 36
Sodium g 8 0.5 0.5
Copper mg & 5.0 8.0
Iron mg & 35.0 75.0
Manganese mg & 10.0 10.0
Zinc' mg & 12.0 25.0
lodine g & 150.0 150.0
Molybdenum (193 & 150.0 150.0
Selenium RE s 150.0 400.00
Vitamins
A (retinoly mg £ 0.7 0.7
D (cholecalciferol)* mg ¢ 0.025 0.025
E (RRR-a-tocopherol)! mg ¢ 18.0 18.0
K (phylloguinone) mg £ 1.0 1.0
Biotin (d-biotin) mg & 0.2 0.2
Choline (free base) mg £ 750.0 750.0
Folic acid mg & 1.0 1.0
Niacin mg & 15.0 15.0
(nicotinic acid)
Pantothenate (Ca-d- mg £ 10.0 10.0
pantothenate)
Riboflavin mg £ 3.0 4.0
Thiamin (thiamin-HCI)™ mg 3 4.0 4.0
Bg (pyridoxine)” mg 8 6.0 6.0
Bys pg ¢ 50.0 50.0




ANEXO 3

Resumen de los datos obtenidos en ambos experimentos.

Experimento 1 Experimento 2
Machos Hembras Machos Hembras
ISO TAL TCAL ISO TAL TCAL B C D B C
anel - ol | ]t

o4 i

“f — |«
<« <+« >

<«
<« — |«
4 | « |« [T

1 r
Prot/kg ¢¢ ¢¢ ¢ ¢¢ ¢¢ ¢ ¢
Lio/ke | ¥v | wvv | v | ¥ | v | ¥ :

¢
-
<
«

-
-
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4._
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v v
ys/ke | wy | wv | v | ww | v |y

Peso - f f - f f _ - _ - f f

corporal

Al compararlos en el experimentos 1 con el control y en el experimento 2 con el grupo A. Las flechas hacia arriba indican un aumento, las fechas hacia abajo
indican un decremento, y las flechas en gris indican los datos obtenidos por Alvarez-Salas.
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