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RESUMEN

Si bien es cierto que la nutricion es de suma importancia en la vida del ser
humano, para la mujer embarazada es de indole vital, debido a que la
gestacion es un proceso predominantemente anabdlico en donde se requieren
sustratos no sélo para el mantenimiento del organismo materno sino también
para la sintesis de tejido nuevo, requeridos principalmente para el sustento del
feto. Es entonces necesario que exista una balanceada alimentacion ya que de
esto depende el adecuado desarrollo y maduracion de los 6rganos del feto.

De este modo durante esta etapa es necesario que la disponibilidad de
nutrientes sea la adecuada para cubrir el requerimiento energético. Cuando hay
restriccion por deficiencia de proteinas en la dieta, el metabolismo materno
comienza a degradar las reservas corporales antes de tiempo, alterando
algunas vias de sintesis como la lipogénesis que necesita de cofactores como
el NADP, que en su forma reducida es indispensable para este proceso, esto se
logra gracias a la enzima malica, la cual participa en la sintesis de acidos
grasos en el higado.

Se sabe que el desarrollo del feto muestra fuerte relacion con el estado
nutricional materno. Lo anterior encuentra apoyo en diversas investigaciones
con modelos animales y estudios epidemiolégicos en donde la dieta materna
durante la gestacion provoca efectos sobre la organizacion del sistema
nervioso asi como en la constitucion de diversos 6rganos, que pueden persistir
en la edad adulta, es decir la deficiencia alimenticia durante el periodo de la
gestacion puede causar efectos irreversibles en la descendencia.

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de la restriccion
proteinica en la dieta al dia 19 de la gestacion, sobre las reservas de grasa y la
actividad de la enzima mélica en el higado de la rata madre.

Se utiliz6 como modelo bioldgico la rata prefiada de la cepa Wistar, se
establecieron dos grupos, el grupo control (C) que fue alimentado con dieta
isocaldrica con 20% de proteina a lo largo del embarazo, y el grupo restringido
(R) que fue alimentado con dieta con 10% de proteina durante la gestacion.
Las ratas se sacrificardn el dia 19 del embarazo, se extrajo y se peso el higado,
a dicho 6rgano se le realizaron varias determinaciones: 1) la cantidad de grasa
utilizando el método de Soxhlet, 2) la cantidad de proteinas totales utilizando el

método de Kjeldhal, 3) la actividad de la enzima malica realizada por método

1



Ingrid B. De la Peria Vallejo

espectrofotométrico. Por otra parte se obtuvo el diametro y peso placentario.
De cada una de las crias se registré el peso corporal, se sacrificaron y se
obtuvo el peso del higado y del cerebro.

El empleo de este modelo permiti6 identificar que la dieta baja en

proteinas durante la gestacion de la rata hasta el dia 19 causo6 disminucion en
el peso corporal de la rata madre, asi como del peso de su higado, esto a su
vez redujo la cantidad de grasa acumulada en el higado, ademas también se
encontro disminuida la actividad de la enzima malica.
El peso corporal, el peso del higado y cerebro de las crias de madres
restringidas no resultaron ser significativamente menores con respecto al grupo
control, lo cual nos habla de la capacidad que tuvieron las madres restringidas
para adaptarse ante la restriccion proteinica y asi poder proveer a sus crias los
nutrientes necesarios para su adecuado desarrollo hasta el dia 19 de
gestacion.

En conclusion, los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren
gue los cambios que ocurren en el organismo materno durante el embarazo en
la rata al consumir dieta deficiente en proteinas, conlleva a la alteracién en las
reservas lipidicas del higado, viéndose afectada al dia 19 de la gestacion al
menos una de las enzimas que intervienen en el proceso de la lipogénesis: la

enzima malica.
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1.INTRODUCCION

1.1.PROGRAMACION DURANTE EL DESARROLLO

El desarrollo del individuo depende de manera directa, de las condiciones
nutricionales durante la gestacion y periodo postnatal ya que la baja o
deficiente calidad de la dieta en estas etapas criticas del desarrollo infantil
puede provocar alteraciones tanto en la organizacién del sistema nervioso
como en la constitucion de diversos organos, que pueden persistir en la edad
adulta™?3*°,

El individuo mal nutrido se adapta a su ambiente restringido en
nutrientes mediante el lento aumento del peso corporal sobre todo en los
periodos tempranos del desarrollo, ademas de ajustar su metabolismo a la
deficiente disponibilidad de nutrientes. Estudios epidemiologicos demuestran la
relacion entre deficiencias nutricionales durante el desarrollo temprano con
diferentes enfermedades en la vida adulta, principalmente relacionadas con el

uso y tolerancia de la glucosa, la resistencia a la insulina®’®

9,10

con hipertension y
dafio vascular™™ y otras mas vinculadas con el sindrome metabadlico.

El desarrollo de modelos animales que tratan de explicar como se
establece la programacion metabdlica del individuo en etapas tempranas del
desarrollo, abordan como variables el funcionamiento de la placenta, flujo de
sangre uterina, hipoxia materna y limitacion de la energia y de la proteina
materna con la consecuente limitacion del feto. De estos modelos, la
desnutricibn materna es el paradigma que mas se ha utilizado para inducir

alteraciones en el metabolismo*'*?.

1.2.EMBARAZO

Se entiende como gestacion a la secuencia de procesos que comienza con la
fecundacion, continda con la implantacion y el desarrollo embrionario y fetal,
hasta terminar normalmente con el nacimiento, unas 38-40 semanas después

en la mujer*®, sin embargo en la rata su gestacioén dura tan sélo 21 dias.
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1.2.1.Adaptaciones fisiol6égicas durante el embarazo.

Es un proceso predominantemente anabdlico en donde se requieren sustratos

no sélo para el mantenimiento del organismo materno sino también para la

sintesis de membranas embrionarias y de Organos como la placenta e

indudablemente para el mantenimiento del mismo feto™**°.

Por esta razén la mujer y otros mamiferos como la rata sufren en esta
etapa una serie de cambios fisiolégicos para desarrollar y mantener la sintesis
necesaria para sostener el crecimiento del feto. Por citar algunos cambios se
encuentran los siguientes:

- La placenta se desarrolla para transferir nutrientes y eliminar desechos
provenientes del feto, sin embargo no es su Unica funcion, las demas se
explicaran més adelante.

- El volumen de la sangre materna se incrementa hasta en un
50%,mientras que el higado, corazén, pulmones, de la mama trabajan
fuertemente para brindarle al feto nutrientes y oxigeno y eliminar los
desechos de ambos tanto de la mama como de los del feto**>

- EIl utero se expande y los musculos que soportan al feto crecen para
sostener el aumento del peso fetal 1341°.

- La grasa corporal aumenta con la finalidad de generar almacenamientos
de energia que necesitara para la Ultima etapa de la gestacién y la
lactancia®.

- La capacidad del filtrado de los rifiones aumenta lo que facilita la
eliminacibn mas rapida de los desechos adicionales que produce el

feto'®.

Por otra parte las hormonas juegan un papel muy importante en el
transcurso del embarazo. La placenta se encarga de producir progesterona ,
estrogenos, gonadotropina  coridbnica humana (GCh), relaxina vy
somatomamotropina coriénica humana (SCh), hormonas que en conjunto son
esenciales para que la gestacion transcurra de forma normal.

La funcion mas importante de la gonadotropina corionica humana (GCh)
es impedir la involucion normal del cuerpo lateo al final del ciclo sexual

femenino por lo que gracias a esta hormona el cuerpo Iluteo secreta cantidades
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mayores de estrégenos y progesterona para impedir la menstruacion, sin
embargo también ayuda al crecimiento del endometrio y a la acumulacion de
grandes cantidades de nutrientes al principio del embarazo.

Ademas contribuye en la dilatacion del cuello uterino durante el parto, efectos
que facilitan el nacimiento del bebé.

La progesterona en un principio proporciona sustancia nutritivas que se
necesitan para el desarrollo de la morula y del blastocito. También ayuda al
mantenimiento del endometrio al principio del embarazo por lo que desempeia
un papel importante en la nutricion del embrion recién formado. También
reduce las contracciones uterinas que puedan causar un aborto espontaneo.

Por su parte las funciones de los estrégenos (estradiol, estronal y estriol)
son basicamente tres: (1) aumentar el tamafo del utero; (2) aumentar el
tamafo de las mamas y (3) aumentar el tamafio de los genitales externos de la
madre con la finalidad de volver mas flexibles los ligamentos pélvicos de la
madre para que se realice mas facil el paso del feto por el canal del parto, este
ultimo también se logra con la participacion de la relaxina.

La hormona somatomamotropina coriénica humana (SCh) tiene como
funcion disminuir la sensibilidad a la insulina para la utilizacion de la glucosa en
la madre ya que este sustrato es el principal utilizado por el feto para obtener
la energia requerida para su crecimiento.

También estimula la liberacion de &cidos grasos a partir de los depdsitos de
grasa de la madre y con ello brinda una fuente alternativa de energia para
atender el metabolismo del feto durante esta etapa .

Puntualizando la importancia de la  placenta como un &rgano
trascendental a lo largo de la gestacion, su funcion no se limita a un sitio de
intercambio de nutrientes y desechos entre la madre y el feto, ya que también
dirige la nutricion embrionaria al almacenar los nutrientes como los hidratos de
carbono, proteinas, hierro y calcio, que se liberan en la circulacion fetal segun
se requiera.

Y como se menciond anteriormente también produce las hormonas que
se necesitan para que el embarazo se desarrolle normalmente. Esto a su vez la
hace asumir muchas funciones que fuera del embarazo estan localizadas en
otras glandulas endocrinas como son la hipdfisis, las suprarrenales y los

ovarios?®.
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Este 6rgano también permite que el oxigeno y nutrientes se difundan de
la sangre materna a la fetal, mientras que el dioxido de carbono y otros
desechos lo hacen en sentido opuesto. También funge como barrera protectora
puesto que algunos microorganismos no pueden cruzarla.

Es por esto que la funcion de este 6rgano es especializado y no es

limitante a una Unica funcion®®.

1.2.2.Adaptaciones metabolicas durante el embarazo.

Diversos estudios se han realizado para conocer mas acerca de la fisiologia del
embarazo, en los cuales se ha preferido utilizar a las ratas como modelo
bioldgico. Lo que se ha encontrado es que no solo en la mujer sino también en
otros mamiferos como la rata, los cambios hormonales se llevan a cabo para
satisfacer los requerimientos de sustratos energéticos y estructurales, con la
finalidad de mantener el adecuado crecimiento y desarrollo del concepto, las
cuales condicionan los cambios metabdlicos que ocurren en la madre®’.

Las adaptaciones fisiologicas y metabdlicas que se llevan a cabo
durante esta etapa involucran la maxima conservacion de energia y el eficiente
uso de nutrientes para el mutuo beneficio de la madre y el desarrollo del
bebé'®,

Se han hecho diversos estudios donde sugieren que el embarazo es un
proceso que consta de dos fases: la fase anabdlica (comprendida del dia 1-14
en la rata y los primeros dos tercios en la mujer) durante este periodo la madre
incrementa sus reservas tanto de proteinas como de lipidos lo que ocurre en
presencia de una intensa hiperplasia y de una hiperinsulinemia materna®®
aunque la glucemia se encuentre inalterada, el crecimiento fetal y sus
requerimientos metabdlicos son minimos; la segunda fase es catabdlica y
comienza el dia 15 para concluir el dia 21 en la rata y en la mujer se ubica en el
altimo trimestre del embarazo, ésta etapa comprende el crecimiento rapido del
feto por lo que las reservas de almacenamiento son retiradas. Se ha descrito
ademas, que en esta fase puede estar aumentada la sensibilidad a la insulina.

La utilizacion de proteinas y lipidos para el almacenamiento en periodos
tempranos en el embarazo subsidia el alto costo de las demandas energéticas

en el Gltimo periodo del embarazo®*?**?> Cémo se explica a continuacion:
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Fig.1 Representacion
esquematica de la
ganancia de reservas
energéticas y
corporales en el primer
periodo de la gestacién
reportado por Naismith
(1969) y la ganancia del
peso fetal. Tomado de
los datos de Beaton,
Beare, Ryu y McHenry,
1954.
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1.3.NUTRICION DURANTE EL EMBARAZO

La nutricidon es el conjunto de procesos quimicos que realiza el organismo
digiriendo, absorbiendo y utilizando los nutrientes contenidos en los alimentos
para su crecimiento, mantenimiento y reparacion®.

Pero, si bien es cierto que una buena alimentacibn es de suma
importancia a lo largo de la vida del ser humano también lo es durante el
embarazo. Por tal motivo la gestacion constituye una de las etapas de mayor
vulnerabilidad nutricional en la vida de la mujer. Existe una importante actividad
anabdlica que determina un aumento de las necesidades nutricionales en
relacién al periodo preconcepcional*®*** Al igual que existe una actividad
catabdlica en el ultimo trimestre del embarazo enfocado al crecimiento méaximo
del feto y esto se produce porque el cuerpo de la madre utilizé los depdsitos
almacenados maternos previamente formados™****°,

Los elementos basicos de la nutricion del feto son glucosa, aminoacidos,
lipidos, agua, iones, minerales y vitaminas®>?*%.

Cada uno de estos componentes atraviesa la placenta por distintos
mecanismos.

Por otra parte el consumo de glucosa y oxigeno por la placenta son muy
altos, principalmente para abastecer los requerimientos que exige el cerebro
del feto. Asi 2/3 partes de la glucosa liberada por la circulacion materna es
consumida por el tejido Gtero-placenta®® para dirigirse a diversos 6rganos del

feto dependiendo sus prioridades.
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Por su parte los requerimientos proteinicos durante el embarazo se
incrementan en promedio en 12%. La acumulacion total de proteinas en el
embarazo es 925 g, equivalente a 0,95 g/kg/dia.

Mientras que los lipidos deben aportar no mas del 30% de las calorias
totales. Cabe mencionar que son importantes los acidos grasos esenciales de
la familia omega 3 y 6 porque son utilizados fundamentalmente para el buen
funcionamiento del sistema Utero-placentario y para el desarrollo del sistema
nervioso y la retina del feto durante el embarazo®’?"

Estos cambios del metabolismo estdn dados por una acelerada sintesis,
necesaria para la expansion del volumen sanguineo materno, el crecimiento de
las mamas, del Gtero y muy especialmente el aumento de los tejidos fetales y
placentario®’.

Como nutrientes necesarios durante el embarazo también se encuentran
las vitaminas y los minerales ya que estos intervienen en el desarrollo de los
huesos del feto y del tejido conectivo. Por citar algunos ejemplos el folato y la
vitamina B, tiene una singular importancia para la sintesis de acidos nucléicos
y un aumento de eritrocitos en sangre. Por otra parte el hierro es necesario
para la sintesis de hemoglobina y otras proteinas que lo necesiten. El zinc por
su parte es importante para evitar malformaciones congénitas**?*%.

Es por esta razon que también las vitaminas y los minerales durante esta
etapa en la mujer aumenta su demanda por parte del organismo como se

muestra a continuacion.
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Tabla 1. Ingesta recomendada de nutrientes segln el Instituto de Ciencias Médicas y
Nutricion “Salvador Zubiran” (IDR 2001).

Necesidades energéticas
y de nutrientes durante el | Mujer adulta Durante el | Durante la
embarazo y la lactancia (20-45 afos) embarazo | lactancia
Proteina (g) 60 70 80
Vitamina A(mg) 750 1000 1200
Vitamina D(mg) 2.5 10 10
Vitamina E(mg) 8 10 12
Vitamina K(mg) 65 67 65
Vitamina C(mg) 60 70 80
Tiamina(mg) 1 1,5 1,6
Riboflavina(mg) 1,5 1,8 2
Niacina(mg) 14 17 20
Vitamina B12(mg) 2 3 3
Calcio(mg) 800 1200 1200
Fosforo(mg) 800 1200 1200
Hierro(mg) 15 30 30
Magnesio(mg) 280 350 400
Zinc(mg) 12 15 20
Yodo(mg) 150 175 200
Calorias 2000 2300 2600

Durante el embarazo la alimentacion se vuelve de suma importancia, sin
embargo lo es mas la calidad de los nutrientes que se ingieren durante esta®’.
Una buena nutricion durante el embarazo muestra menos complicaciones
durante este periodo y en el parto, ademas la madre producira un infante mas
sano y con mejores condiciones fisicas después del parto, que una progenitora

cuyo estado nutricional es insuficiente?>%%2°,

1.3.1.Desnutricién materna y fetal.
La nutricibn adecuada durante el embarazo no so6lo es importante para la
madre sino también para el feto ya que los mecanismos reguladores de los
tejidos maternos se aseguraran de abastecer de todos los nutrientes el cerebro
de la madre, para inmediatamente abastecer después el cerebro del feto3*332,
Cuando la desnutricibn materna es grave entonces se restringe el
crecimiento del feto y la placenta, mientras que durante la desnutricion
moderada el crecimiento del feto puede sacrificarse para mantener la funcion
de la placenta®.
También se sabe que en condiciones no favorables al inicio de la

gestaciéon se produce un retardo simétrico en el crecimiento, en donde el
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cuerpo completo del feto es afectado. EI nUmero total de células en todas las
partes del cuerpo es reducido. Por otro lado condiciones desfavorables a
finales de la gestacion, producen efectos asimétricos los cuales afectan el
namero total de células de los diferentes 6rganos fetales. Cada 6rgano es
afectado de forma diferente de acuerdo al ritmo de crecimiento de cada uno y
dependiendo del tiempo preciso de cuando al feto estuvo expuesto a la
condicion desfavorable, en este caso a la desnutricién fetal %,

En el dltimo trimestre, la desnutricion puede resultar en la disminucién
inmediata del crecimiento fetal y alterar la interaccidbn metabdlica entre el feto y
la placenta mientras que la desnutricion prolongada puede disminuir el ritmo de
crecimiento fetal de manera irreversible por lo que hay reduccién del tamafio
del bebé al nacer®®®.

Por otra parte cuando la demanda nutricional es mayor que el aporte
placentario en el feto, se desencadena la desnutricion fetal (Figura 2). El feto
humano es capaz de adaptarse a la desnutricion .Sus respuestas incluyen
cambios metabdlicos y cambios en la produccion fetal y placentaria de
hormonas reguladoras del crecimiento®.

La desnutricion fetal prolongada se refleja en la disminucion en el ritmo
de crecimiento, esto hace que la capacidad del feto para adaptarse a la
desnutricion, reduzca el uso de sustratos asi como su metabolismo. Si
disminuye el ritmo de crecimiento en el ultimo trimestre de la gestacion el feto
desarrollard 6rganos de tamafios desproporcionados debido a que los érganos
y tejidos que estan creciendo rapidamente en esta etapa de la gestacién son

los mas afectados®®®°,
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Dieta materna Pocas reservas Disminucion  del
insuficiente corporales maternas flujo sanguineo
Utero-placentario

| _—

Demanda nutricional>Aporte placentario

DESNUTRICION FETAL

Fig.2.0rigen de la desnutricion fetal.
(Tomado de Barker,1998)

1.4.METABOLISMO DURANTE EL EMBARAZO

Como se mencion6é anteriormente el balance energético a través de la
gestacion, depende de la estrecha relacion madre-placenta-feto mediada por
hormonas, garantizando la conservacion de energia y el adecuado
aprovechamiento de nutrientes, siendo los lipidos como las demas
biomoléculas, de capital importancia en el proceso de formacién del nuevo
bebé. En la formacién de sistemas fetales como el nervioso y en el balance de
requerimientos extra de energia en el embarazo avanzado es indispensable la
utilizacién de los lipidos®®3"28,

Dentro de los oOrganos y tejidos que poseen considerablemente la
actividad de almacenamiento de lipidos principalmente se encuentran: el
higado, el intestino, los rifiones, y el tejido adiposo *°.

El higado es el érgano (Figura 3) principal del metabolismo de
carbohidratos, proteinas, lipidos, porfirinas y acidos biliares al igual que es
responsable de la mayor produccion de fuentes energéticas enddégenas usadas
por el cuerpo. Es un importante sitio de almacenamiento de glucégeno, amino

acidos, de vitaminas y lipidos.

11
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Wena “ena Cava
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Fig 3.El higado es el 6rgano
gque por su tamafo, por el
ndmero, variedad y
complejidad de sus funciones
ocupa un lugar primordial en
el metabolismo del
organismo. (Tomado de
Brunicardi FC, Andersen DK,
Dunn DL y Hunter JG,1987)
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Bajo circunstancias normales el higado funciona como un sitio temporal
de almacenamiento tanto para los lipidos sintetizados en el higado como para
los absorbidos obtenidos de la dieta®.

Esta formado por células denominadas hepatocitos.

En el hepatocito existe todo un conjunto de vias metabdlicas bien
descritas:

-Via glucolitica, que degrada el glucogeno y la glucosa hasta acido piravico y
lactico.

-La glucogénesis 0 sintesis de glucégeno hepatico.

-La gluconeogénesis, que convierte en glucosa sustancias que originalmente
no son carbohidratos (aminoacidos provenientes de las proteinas).
-Lipogénesis; es la sintesis de grasa a partir de acetil-CoA.

-Lipdlisis: degradaciéon de grasas para la obtencion de la energia.

-Ciclo de los &cidos tricarboxilicos: es el sitio en donde concurren diferentes
metabolitos (provenientes de proteinas, hidratos de carbono, lipidos y acidos
nucléicos) para ser oxidados hasta CO,, H,O y energia liberada en forma de
ATP que es la moneda del metabolismo energético de las células.

-Sintesis y degradacion de proteinas y acidos nucléicos.

El conjunto de todas estas vias constituye lo que entendemos por
metabolismo intermedio. Para fines de este trabajo se revisara unicamente el

metabolismo de lipidos.

12
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1.4.1.Metabolismo de lipidos.
Los lipidos pertenecen a un grupo importante dentro de nuestra alimentacion y
por lo tanto de nuestro metabolismo.

Son moléculas organicas que se encuentran en la naturaleza y
constituyen un grupo quimicamente diverso de compuestos pero cuya
caracteristica en comun y definitoria es su insolubilidad en agua***%*3,

Son compuestos derivados de &cidos grasos y estos a su vez se
conforman por acidos carboxilicos con cadenas hidrocarbonadas (Figura 4).
Los acidos grasos tienen cuatro misiones fisioldgicas principales:

1) Formar parte de la estructura de fosfolipidos y glicolipidos. Estas moléculas
antipaticas son componentes importantes de las membranas biologicas.

2) Muchas proteinas se modifican por la unién covalente de acidos grasos, que
las dirigen hacia posiciones en las membranas.

3) Los acidos grasos son moléculas combustibles, que se almacenan como
triacilgliceroles, que son ésteres de glicerol sin carga eléctrica.

4) Hay derivados de acidos grasos que actlan como hormonas 0 mensajeros

intracelulares*-#344,

glicerina

Triglicérido

| Il . .
H—ko—c/\/\/\/\/\/\/\ Fig 4.Estructura guimica de un

triglicérido,triéster del glicerol con tres

(I? acidos carboxilicos de cadena
H—C—0——C larga.(Tomado de Stryer, Berg y
o Tymoczko,1995)
I
H—C—0—=C

acido graso

Ademas del papel desempefiado por los acidos grasos en las funciones
fisiolégicas antes mencionadas y de suma importancia, durante el embarazo
existen demandas adicionales energéticas principalmente durante los dos
primeros tercios de la gestacion, por esta razén grandes cantidades de grasa
materna se acumulan como banco de energia®. El principal componente de las
reservas energéticas que almacena la madre corresponde a las grasas, que en
la mujer llegan a contribuir hasta un 28% del peso que ésta gana en la

gestacion*®.

13
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Coémo se menciono anteriormente, durante el dltimo tercio del embarazo,
tal almacenamiento practicamente se detiene y la mayor parte de la energia
requerida para la formacion de nuevos tejidos es ahora utlizada para el

crecimiento del feto™.

1.4.2.Flujo materno de lipidos

El proceso de adaptacién del sistema materno al metabolismo lipidico consta
ademas del almacenamiento de grasas en un periodo temprano*’, con un
aumento en la absorcion intestinal de nutrientes acompafnado de un incremento
en la demanda de los mismos*®
y un importante flujo, particularmente de FFA (free fatty acids) y LC-PUFAS
(long chain polyunsaturated fatty acids) de la madre al feto®.

La funcion y utilidad de los &cidos grasos también se ve reflejada en el
feto ya que aunque la glucosa es el nutriente primario para el feto, las LC-
PUFAS son necesarios, particularmente el acido araquiddnico (AA.20:4n-6) y el
acido docosahexanoico (DHA.22:6n-3) para la formacion de membranas en
6rganos tales como el cerebro®, ademas el 4cido araquidénico es también un
precursor importante de las moléculas lipidicas de sefializacion.

Aungue los triglicéridos no sean capaces de atravesar la barrera
placentaria,la presencia de receptores de lipoproteinas , junto con la lipoprotein
lipasa (LP) y actividades de lipasa intracelular permiten al feto la liberacion de
PUFAS transportadas en el plasma materno como triglicéridos. Un desarrollo
normal del feto necesita de la disponibilidad tanto de acidos grasos esenciales
como de LC-PUFAS®*2,

14
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1.4.3.Lipogénesis.

Si durante el embarazo las reservas corporales y energéticas son importantes

entonces es necesario tener una idea clara de que es lo que sucede

metabdlicamente con esta via de almacenamiento durante la gestacion.
Actualmente cerca del 55.16% del consumo de calorias en la dieta

mexicana tipica consta de lipidos®®.En general la incorporacién de los lipidos

exdgenos al organismo se efectla en tres fases : 1) digestion, 2) absorcién y

3) transporte (Figura 5).

Grasas ingeridas en la dieta

Los &cidos rgasos son
0 oxidados como combustible

o reesterificado para su

almacenamiento.

) - Miocito o
Vesicula biliar y \ adipocito
P! / e o
_GaE . X X
© o N —
). OQ, Q

ij T 0,

ATP

-

/Intestinodelgado}
7 \ ‘

y, {
@ Las sales biliares - |

emulsifican las grasas de i

la dieta en el intestino//4 _8

g

delgado y forman/%
\

@ Acidos grasos de
células entéricas

Lipoprotein lipasa
Los quilomicrones se mueven
@a lo largo del sistema linfatico y

micelas. de la sangre a los tejidos.
@ Vaso capilar
La lipasa intestinal degrada / ialicar
alos%ri licéridos 9 M intestinal /", Los triglicéridos son
g : ucosa intestina ‘ @ incorporados con el colesterol
/ y apolipoproteinas a los
] quilomicrones.
@ Los acidos grasos son ] I’\poC-ll B
tomados por la mucosa § { ’ Quilomicrones
intestinal para convertirse en « > }%i -
triglicéridos. i 2@ Los triglicéridos  son
Ry h
f ” f incorporados con el

colesterol y
apolipoproteinaas a los
quilomicrones.

Fig 5.Incorporacién de lipidos obtenidos de la dieta a través de la digestion, absorcion y

transporte de las grasas para incorporarse como almacenamiento o utilizarse como energia segun
el organismo lo requiera.(Tomado de Nelson y Cox,2001)

La fase de digestion se lleva a cabo en el lumen del intestino, e incluye
una alteracion de la naturaleza quimica o del medio del lipido de tipo fisico o
enzimatico. La vesicula biliar libera acidos biliares conjugados como la lecitina
y colesterol al intestino delgado, a través del conducto biliar, que tiene la

capacidad de romper los glébulos de lipidos en micelas mas pequeias, esto
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hace mas vulnerable la accion de las enzimas. Este proceso se denomina
emulsificacion.

El pancreas produce tres enzimas hidroliticas que tienen sustratos
lipidicos y se secretan al duodeno. Estas son la lipasa pancreatica, la
colesterolesterasa y la fosfolipasa A. La lipasa actlia sobre los triglicéridos para
liberar &cidos grasos libres y forma monoglicéridos, diglicéridos y glicerol. Las
colesterolesterasas rompen los enlaces estéricos y liberan acidos grasos libres
y colesterol libre: la fosfolipasa A hidroliza los fosfolipidos exdgenos.

Durante la fase de absorcion los componentes se dirigen al interior de
las células de la mucosa,un proceso de reordenamiento regenera los
triglicéridos y los ésteres de colesterol, que son liberado a la circulacién por un
mecanismo de pinocitosis inversa que inicia la fase de transporte.

En la fase de transporte los 4cidos grasos de cadena corta e intermedia
se unen a la albumina y se transportan a la circulacion portal, mientras que los
acidos grasos de cadena larga se empacan en quilomicrones en las células de
la mucosa y son liberados al conducto toracico del sistema linfatico para
después penetrar al sistema circulatorio****’,

Al llegar al higado los acidos grasos, triglicéridos y quilomicrones se
combinan con proteinas que se sintetizan en el higado para formar
lipoproteinas. Las lipoproteinas pasan a la circulacion para ser utilizadas por
otros tejidos con la ayuda de una lipasa lipoproteinica, que es liberada por las
distintas células que forman los tejidos y que hidrolizan sin preferencia los
triglicéridos unidos a las lipoproteinas®*°.

Los 4&cidos grasos obtenidos se utilizan dependiendo de los
requerimientos del organismo ya sea como combustible o para
almacenamiento como es el caso del embarazo donde también la demanda es
alta de glicerol y colesterol**°.

Los acidos grasos se sintetizan en el citosol por una via diferente de la

B—oxidacién, como se muestra en el siguiente esquema****.
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p-Oxidacion
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Fig 6.Diferencias entre las ruta de la R-oxidacion de los acidos grasos y su biosintesis con
respecto a: (1) localizacion celular;(2) portador del grupo acilo; (3) aceptor/dador de electrones;(4)
estereoquimica de la reaccion de hidratacién/deshidratacion, y (5) forma en que las unidades C; se
producen o se ceden.(Tomado de Voet y Voet,1990)

La sintesis y regulacién de los acidos grasos estan reguladas de forma

reciproca de modo que no pueden ser activadas a la vez (Figura 6).

La acetil CoA carboxilasa el punto clave de control, es estimulada por la

insulina e inhibida por el glucagdén y la adrenalina como se muestra a

continuacion.

_ Citrato
i Citrato liasa @ -
S Acetil-CoA
e @
Acetil ~CoA carboxilasa J' ®<_ -
P =
: ManT—CoA
Palmitoil-CoA

La insulina
provoca la
estimulacion.

El glucagdn y la epinefrina
estimulan la fosforilacién y
conllevan a la inactivacion.

Fig 7.La acetil-CoA carboxilasa
esta controlada por tres
seflales conjuntas: la de la
insulina, el glucagébn y la
adrenalina. Sin embargo el
citrato también la regula. Asi
pues, esta enzima clave esta
sujeta a una regulaciéon tanto
global como localizada.
(Tomado de Voet y Voet ,1990)

La sintesis de los acidos grasos (Figura 8) se inicia con la carboxilacién

del acetil-CoA hasta malonil-CoA, la etapa limitante. Esta reaccion, dirigida por

ATP, esta catalizada por la acetil-CoA carboxilasa enzima que utiliza biotina.
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Los intermediarios en la sintesis de acidos grasos estan ligados a una proteina
portadora de acilos (ACP).

i [
CHy—C—8CoA + H—BACP CHy==C—8CoA + H—SBACP
Acetil-CoA Malonil-CoA
1] Acetil-CoA-ACP 2b | Malonil-CoA-ACP
H—Scm-—{ : H—SC&A% . . .
=  — Fig 8.Secuencia de reacciones
0 ?0; e en la biosintesis de &cidos
CH;—C—SACP CH,— C—SACP grasos. Al formar palmitato, se
Acetil-ACE Malonil- ACP repite la ruta siete ciclos, en
H—8—E —| 7 cada uno de ellos se alarga en
H—SﬁCP*ia" C, con una etapa final de
hidrolisis.(Tomado de Voet y
L p-Cetoacil-ACP sintasa Voet 1990)
Il {enzima condensante) ’
CH;—C—8—E
s
C0y + H—S—E-~—1 J

0 8]

I i 1.- El acetil-ACP se forma a partir
CH;— C—CHy— C— SACP

Acetoacetil-ACP
H* + NADPH
4] [-Cetoacil-AGP reductasa

NADP*

{I)[,I Il

CHy— ?—CHE— C—BACP

H

p-f-Hidroxibutiril-ACP

6 | P-Hidroxiacil-ACP deshidrasa
Hy0
'y
CH,—?= C—C—BACP
H

a,f-trans-Butenoil- ACP

H* + NADPH
6 | Enoil-ACP reductasa
NADP*
o}

I
CHy—CHy— CH,— C— SACP

Butiril-ACP
‘| Reacciones 2-6 se
reciclan seis veces mds
i
Gﬂ3CH2"(CH2)IS— C— SACP
Palmitoil-ACP
H,0 \71 Palmitoil tioesterasa
1
CH30H2—(CH2)13fC —0 + H— SACP
Palmitato

del acetil-CoA, y el malonil-ACP a
partir del malonil-CoA.

2.- El acetil-ACP y malonil-ACP se
condensan para formar
acetoacetil-ACP, en una reaccion
facilitada por la eliminacion de
CO, de la unidad malonilo
activada.

3 y 4.- A esto sigue una
reduccion, una deshidratacion y
una segunda reduccion. El
reductor en estas etapas es el
NADPH.

5.- El butiril-ACP formado en esta
via esta preparado para un
segundo ciclo de elongacion,
partiendo de la adicibn de una
unidad de dos  carbonos
procedente del malonil-ACP.

6.- Siete ciclos de elongacion
producen palmitoil-ACP  hasta
palmitato.

La sintesis de palmitato requiere ocho moléculas de acetil-CoA, catorce
de NADPH vy siete de de ATP 41424344
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1.4.4.Transporte del acetil-CoA mitocondrial al citosol.

Como se menciond anteriormente la sintesis de acidos grasos requiere de la
aportacion de 8 moléculas de acetil-CoA, 14 de NADPH y 7 de ATP. Los &cidos
grasos se sintetizan en el citosol, mientras que el acetil-CoA se forma a partir
del piruvato en la mitocondria. Asi pues, el acetil-CoA debe transferirse desde
la mitocondria al citosol para la sintesis de acidos grasos. Sin embargo, las
mitocodrias no son facilmente permeables al acetil-CoA. La barrera para
transportar el acetil-CoA queda salvada por el citrato, el cual transporta grupos
acetilo a través de la membrana interna mitocondrial. En la matriz mitocondrial,
por condensacion de acetil-CoA y oxalacetato, se forma citrato (Figura 9).
Cuando alcanza niveles altos, el citrato se transporta hasta el citosol,

donde se escinde por la accion de la citrato liasa-ATP.

MITOCONDRIA CITOSOL
Acetil-CoA Acetil-CoA
\—‘/yCitrato—-> Citrato /
Oxalacetato \ Oxalacetato

NADH
/
Malato
£
Piruvato }— Piruvato NADPH

Fig 9.El acetil-CoA se transfiere desde la mitocondria al citosol y el potencial reductor del NADH se
convierte en NADPH mediante esta serie de reacciones. (Tomado de Stryer, Berg y Tymoczko,1995)
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1.4.5.Fuentes de NADPH para la sintesis de acidos grasos.

El oxalacetato formado en la transferencia de grupos acetilo al citosol debe
ahora retornar a la mitocondria. La membrana interna mitocondrial es
impermeable al oxalacetato. Por tanto son necesarias una serie de reacciones
para superar la barrera (Figura 10). Lo mas importante es que estas reacciones
generan la mayor parte del NADPH necesario para la sintesis de acidos
grasos.

Membrana Membrana

. interna externa .
Matriz ) Citosol
Transportado
r de citrato
i CoA—SH
Glucosa ConsH Citrato S
OA- —————— s . intesis de
¥ / 2 Citrato ATP 4cidos grasos
Piruvato C_itrato ADP + Pi 1
Piruvato i \‘ sintasa Citrat Acetil-CoA
deshidrogenasa ' Acetil-CoA :
o liasa —_—

Oxaloacetato

f P NADHD + H* ¢
Malato e

Oxaloacetato

NADH"» + H*
Malato
> deshidrogenasa
NAD™*

Aminoacidos

Malatc deshidrogenasa
Malato

Piruvato / -

ADP + P; carboxilasa ENZIMA NADP
MALICA
ate e -
COo; o—cetoglutarato COZ
Piruvato .
Piruvato
Transportado

r de piruvato

Fig 10. Se forman 8 NADPH cuando 8 moléculas de acetil-CoA son tranferidas al citosol
para la sintesis del palmitato. Los 6 NADPH adicionales que se requieren para este
proceso proceden de la via de las pentosas fosfato.(Tomado de Nelson y Cox,2001)

Primero, el oxalacetato es reducido a malato por la NADH. Esta reaccién

esta catalizada por la malato deshidrogenasa del citosol.

Oxalacetato + NADH + H" «— 5 Malato + NAD+

Segundo, el malato es descarboxilado oxidativamente por la enzima
malica dependiente de NADP”.

Malato + NADP* ——» Piruvato + CO, + NADPH
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El piruvato formado en esta reaccion difunde rapidamente a la

mitocondria, donde es carboxilado hasta oxalacetato por la piruvato
carboxilasa.

Piruvato + CO, + ATP + H,O — Oxalacetato + ADP+ P;+ 2H"
La suma de estas tres reacciones es :
NADP "+ NADH + ATP +H,O — NADPH+ NAD" + ADP + Pi + H*

Asi pues, se genera un NADPH por cada acetil-CoA transferido desde
la mitocondria al citosol*"#24344,
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2.JUSTIFICACION

Estudios clinicos epidemiolégicos en poblaciones humanas y diversos trabajos
experimentales entre ellos los realizados dentro del proyecto de investigacion
con la Dra. Elena Zambrano Gonzalez han demostrado que la restriccion
proteinica en etapas criticas del desarrollo afecta irreversiblemente la fisiologia
y el metabolismo del individuo adulto y por lo tanto la predisposicion a
enfermedades como la diabetes, hipertensién arterial, resistencia a la insulina y
obesidad.

Sin embargo se sabe que ante la deficiencia proteinica en etapas
tempranas del desarrollo como la gestacion no s6lo se afecta la futura
descendencia sino también la madre, ya que su organismo ademas de sufrir
los cambios pertinentes del embarazo también tiene que realizar mecanismos
de adaptacion causados por la restriccion, todo esto con la finalidad de
garantizar al feto su desarrollo.

Por otra parte se ha demostrado en varias especies de mamiferos
incluyendo a la humana que cuando hay restriccion de proteinas durante el
embarazo el higado sufre alteraciones en la acumulacion de grasas, por lo que
en el presente estudio se analizara el impacto de la restriccion proteinica en el
higado, un 6rgano que por su multifuncionalidad desempefa un papel muy
importante en el metabolismo, y si esto a su vez impacta en la actividad de una

enzima lipogénica en la rata madre a los 19 dias de la gestacion.
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3.0BJETIVOS

3.1.0bjetivo general
Determinar el efecto de la restriccidn proteinica en la dieta durante el periodo
de gestacion sobre las reservas de grasa y la actividad de la enzima mélica en

el higado materno de la rata.

3.2.0bjetivos particulares

Determinar el efecto de dietas isocaloricas, con diferente contenido de proteina,
sobre la ingesta de alimento diario y el peso corporal de ratas gestantes de la
cepa Wistar.

Determinar si la dieta restringida en proteinas provoca cambios en el tamafio,

contenido de grasa y de proteina en el higado materno de la rata gestante.

Determinar el efecto de la restriccion proteinica durante el embarazo sobre la

actividad de la enzima malica en el higado de la rata al dia 19 de la gestacion.
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4 HIPOTESIS.

La restriccion proteinica en la rata durante la gestacion producira una
disminucién en las reservas lipidicas del higado y afectara de manera negativa

la actividad de la enzima maélica involucrada en la lipogénesis de ese érgano.
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5.MATERIALES Y METODOS

5.1.Modelo bioldgico

Los animales que se utilizaron para esta investigacion fueron ratas de la cepa
Wistar de 240+£20 gramos de peso del0 a 12 semanas de edad, las cuales se
mantuvieron en un cuarto del bioterio del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion “"Salvador Zubiran” (INCMNSZ) bajo condiciones
controladas como la temperatura 22 £ 2 °C y con ciclos de luz/obscuridad de
12 hrs.

Cabe mencionar que antes del estudio los animales fueron alimentados

con dieta del bioterio (Purina 5001) el alimento y el agua estuvieron disponibles
a libre demanda.
Ratas hembras fueron apareadas con machos de la misma cepa, los animales
se colocaron en cajas de acrilico (dos hembras con un macho) durante cinco
dias. Durante estos dias se realizaron frotis vaginales que en presencia de
espermatozoides se considerd el inicio de la gestacion.

Las ratas prefiadas se colocaron en cajas individuales para monitorear la
ingesta (utilizando la dieta experimental asignada) y el peso del animal
diariamente por las mafanas de 9:00-10:00 am hasta el dia 19 de la gestacion.

Todos los procedimientos realizados con los animales empleados fueron
previamente aprobados por el Comité de Etica y Experimentacion Animal de

este Instituto.

5.2.Modelo experimental
Una vez que las ratas se consideraron prefiadas entonces aleatoriamente les
fue asignando, una de las dos dietas pertenecientes al experimento.

Grupo control (C). A lo largo del periodo de gestacion las ratas fueron
alimentadas con la dieta a base del 20% de caseina.

Grupo restringido (R). A lo largo del periodo de gestacion las ratas
fueron alimentadas con una dieta isocalérica pero con diferente contenido de
proteina, es decir una dieta a base del 10% de caseina.

Cabe mencionar que la composicion de la dieta control pertenece a las

tltimas recomendaciones de la National Research Council (NRC) de 1993,
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para roedores durante el periodo de gestacion y lactancia, denominada AIN-

93G, modificado por el grupo de trabajo de la Dra. Elena Zambrano Gonzalez 2.

5.3.Elaboracion de dietas
Las dietas que se utilizaron para este experimento contenian la misma cantidad
de calorias pero diferente contenido de proteinas, la dieta control (20% de
caseina) y la dieta restringida (10% de caseina) para compensar la proporcion
de proteina se utilizé mayor cantidad de carbohidratos con la finalidad de
mantener el mismo contenido energético.

La composicion quimica de estas dietas y el porcentaje de cada uno de
los nutrientes, se muestra en la tabla No.2

Tabla No.2 Composicidn de las dietas isocal6ricas utilizadas en el estudio.
Tomado de: Modificado de Reeves et al,1993.

Dieta caseina al | Dieta caseina al
Materia prima 10% para 7Kg 20% para 7Kg
(%) (%)
Caseina 10 20
Cistina 0,15 0,3
Mezcla de vitaminas 1 1
Mezcla de minerales 3,5 3,5
Colina 0,165 0,165
Aceite 5 5
Celulosa 5 5
Alimidén 37,59 32,52
Dextrosa 37,59 32,52

Las dietas se prepararon en la Unidad de Tecnologia de Alimentos del

Instituto?.

5.4.0btencién de muestras
Al dia 19 de gestacién las ratas se sacrificaron por decapitacion, recolectando
la sangre en tubos de vidrio. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 1500
rpm en una centrifuga Sorvall® modelo RT7 durante 15 minutos.

Se extrajo el higado registrando su peso en una Balanza Sartorius® con
0,001g de sensibilidad, se pesé aproximadamente del lI6bulo inferior derecho

1g para determinar la actividad de la enzima malica.
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5.5.Ensayo enzimatico de la Enzima Mélica
Aproximadamente 1g de higado se homogeneiz6 en un mortero frio con 7mL
de amortiguador frio (25mM Tris-HCI pH 7,8,0,2% Tritdn X-100).

El homogeneizado fue centrifugado a 14 000 rpm (26000g) a 4°C
durante 20 minutos en una centrifuga J2-M1 Beckman ® con el rotor No.20.

El sedimento se resuspendiéo con 5 mL del mismo amortiguador y se
agitd vigorosamente, posteriormente se centrifugd de nuevo a 14000 rpm
durante 20 min. Ambos sobrenadantes obtenidos se mezclaron y se

almacenaron a —70 °C hasta el dia de su analisis.

5.5.1.Cuantificacién de la actividad enzimética

Fundamento
La cuantificacién se basa en una reaccion de oxido-reduccion como se muestra
a continuacion:

Malato + NADP * » Piruvato + CO,+ NADPH

»

El NADPH tiene un méaximo de absorciéon a 340nm, el cual se mide en un
espectrofotometro.

Procedimiento

Las muestras se descongelaron en agua con hielo.

En tubos de vidrio se colocaron las siguientes cantidades de los reactivos
seflalados en el orden como se muestra en la Tabla No.3 posteriormente se

agitaron vigorosamente.

Tabla No.3 Reactivos utilizados para la cuantificacion de la enzima mélica

Reactivo Muestra | Blanco
(mL) (mL)
A(Tris HCI pH 7,4) 2.00 2.00
B (Acido malico) 0.10 0.10
C (NADP") 0.05 0.05
D (MnCl,) 0.75 0.75

Es importante mencionar que la muestra se coloco inmediatamente

antes de la lectura.
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Las muestras se leyeron junto con el blanco a 340 nm durante 5 minutos
con intervalos de 5 segundos a temperatura ambiente en un espectrofotometro
Beckman DU® 650.

Calculos:

— (AAza0nm/min muestra - AAssonm/mMin )4,823
(6.22)(0.1)

Unidades/mL enzima

3 = Volumen total del ensayo (en mL)
4,823 = Factor de dilucion
6,22 = Coeficiente de extincion molar (moles/L)

0.1 = El volumen de muestra que se utilizé (en mL)

*Unidades/mg de tejido = Unidades de actividad de la enzima malica

mg de higado

. ; Unidades de actividad de la enzima malica
*Unidades/mg de proteina =

mg de proteina

5.5.2.Determinacion de proteinas por el método de Bradford

Fundamento

El azul de Coomassie se adhiere a la proteina, el colorante se torna de rojizo a
azulado y el maximo de absorcién del colorante cambia de 465 a 595nm. El
cambio en la absorbancia 595 nm es proporcional a la concentracion de
proteina en la muestra.

Procedimiento.

Se utilizé este método con la finalidad de expresar la actividad enzimatica en
referencia a la cantidad de proteina.

1) Se elaboré una curva estandar de albumina sérica Bovina partiendo de una
solucion base con una concentracion de 1 mg/mL, haciendo una dilucion de 1:5

para obtener un concentracion final de 200 pg/mL.

*Definicién de Unidad:Es la cantidad de enzima que convertird 1umol de malato y NADP a
piruvato, CO, y NADPH por minuto.
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Las concentraciones utilizadas para la curva fueron las siguientes: 0.4, 0.6, 0.8,
1, 1.5, 2y 2,5 ug/mL,se obtuvo un coeficiente de correlacién r= 0.98, como se

muestra a continuacion:

Curva estandar de albimina sérica bovina

0.40 —

0.35 - e

0.30 +

0.25 1

020 1

Absorbancia

{045+

0.10 —

0.05 ¢

0.00 - =
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25

Concentraciones

2) Las muestras obtenidas del ensayo enzimatico se descongelan en agua con
hielo.

3) Se hace una dilucion 1:5 del reactivo de Bradford.

4) Por dltimo la curva y las muestras se leyeron en placas de Elisa de 96
pozos por duplicado a una absorbancia de 545 nm con el aparato Multiskan
352° obteniendo los resultados con un programa llamado Ascent Software
Version 2.6.

Nota: En cada pozo se colocd 5 pL de muestra con 200 xL de reactivo de
Bradford.

Célculos:

Concentracién de la proteina (mg)

mg/uL del homogeneizado = X factor de dilucién

uL colocados en cada pozo
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5.6.Determinacién de lipidos en el higado por el método de Soxhlet
Fundamento
Se basa en que la extraccion de grasa de la muestra se realiza mediante el

tratamiento con un solvente no polar a reflujo.

Procedimiento

El higado se molié6 en una mortero, y se pesé 1 gramo de muestra en un
matraz bola de 250 mL, se adicionarén 20 mL de HCI 2:1 y posteriormente 3
mL de etanol para poder poner las muestras a reflujo durante 45 minutos para
llevar a cabo su hidrélisis. Posteriormente el contenido se filtré y lavd con agua
caliente hasta obtener una solucién clara. En este caso lo que se utilizo fue el
papel filtro el cual se colocd entre dos cartuchos de celulosa (diametro de 26
mm Foss-Tecator®) ambos se colocaron en la unidad de extraccion (Soxtec
System HT 1043) con condensadores de Liebing, también se utilizaron vasos
de aluminio puestos previamente a peso constante, a estos se les adicionaron
50 mL de éter etilico anhidro para después instalarlos en el equipo. Los lipidos
fueron extraidos durante 3 hrs por reflujo constante.Una vez efectuada la
extraccion, el solvente fue evaporado, se retiraron los vasos de aluminio los
cuales contenian el extracto etéreo; para eliminar los restos de éter, las
muestras se introdujeron en la estufa de secado de 1 a 2 minutos, vy
posteriormente se pesaron. Por diferencia en peso se calculé la cantidad de

grasa contenida en la muestra.

Célculos:

% Extracto etéreo = C-a@ x 100
b

Donde: a = peso constante del vaso
b = peso de la muestra

c = peso constante del vaso con grasa

Los resultados se expresaron como el % del extracto etéreo.
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5.7.Determinacion de proteinas en el higado total por el método de
Kjeldhal

Fundamento

Este método se basa en la digestion de materia organica en medio acido, el
cual se fija como sulfato de amonio (NH4).SO4. Se alcaliniza el medio con
hidréxido de sodio al 40% lo que permite la formacién de amoniaco (NH3) en
forma de gas, éste se fija en acido borico H3BO3 al 1% obteniéndose borato de
amonio. Este se titula con H2SOa4 al 0,1 N con un titulador automatico Kjeltec

auto sampler, tecator 1035.

Procedimiento

Se pes6 de 0.1-0.2g de higado en una balanza analitica Sartorius® de 0,001g
de sensibilidad y se colocé dentro de los tubos de digestion, posteriormente se
adicionaron 12mL de acido sulfarico y una tableta catalizadora Kjeltabs (que
esta compuesta de 0,50g de un catalizador de selenio y sulfato de potasio).Los
tubos se colocaron en el digestor Kjeltec aproximadamente durante
3hrs.Concluido este tiempo se retiraron los tubos y se dejaron enfriar dentro de
una campana. Posteriormente se adiciond a cada tubo 75 mL de agua
destilada y se coloco en el equipo Kjeltec para su titulacion.

Todas las muestras se determinaron por duplicado.

Célculos:

%de nitrégeno = (mL del problema-mL del blanco)(mEqN)(N H,SO,4)x100

Peso de la muestra
% de proteina = %de nitrégeno x factor (6,25)

Expresion de resultados: g proteina/ 100g de muestra.

5.8.Andlisis estadisticos

Para los resultados de peso corporal, alimento consumido, peso del higado,
contenido de grasa, cantidad de proteina total y actividad enzimatica se empled
una prueba t de Student considerando el valor de 0.05 como el nivel minimo de

significancia, utilizando el programa Sigma Stat (v,3.1).
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6.RESULTADOS

6.1.CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS MADRES

6.1.1.Peso corporal materno.

El tratamiento durante la gestacion con la dieta restringida (10% de caseina)
alter6 el peso corporal de las madres. Como se aprecia en la Figura 11, los
dos grupos experimentales aumentaron de peso de modo paralelo, pero las
madres del grupo control mostraron pesos mayores a partir del dia 7 hasta el

dia 19 de la gestacion.

340 |
320 -
300 |
280 |
260 -
240 -
220 | ~— ~
200
180

Peso (g)

*

(0] 5 10 15 20
—e— CONTROL (C)
—o— RESTRINGIDO (R)

Dias

Figura 11. Peso corporal materno durante la gestacion. Los datos son expresados como la
media + EE, n=7 y analizados por t de student * vs C p<0.05.
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6.1.2.Consumo de alimento materno
El tipo de dieta no influyé de manera significativa en el consumo de alimento
materno ya que éste fue similar en los dos grupos experimentales durante el

periodo de la gestacién (Figura 2).

50 7
—@— CONTROL (C)
45 —CO— RESTRINGIDO (R)

35 7

30 7

Inaesta de alimento a/dia

25 1

20

15 T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Dias

Figura 12. Consumo de alimento de las madres durante la gestacion. Los datos son
expresados como la media + EE, n=7 y analizados por t de student. No se encontraron
diferencias significativas.

Al parecer, la reduccion del contenido de proteina en la dieta restringida no fue

suficiente como para influir en el consumo de alimento en el grupo restringido.

6.2.PARAMETROS MATERNOS AL DIA 19 DE LA GESTACION.

6.2.1.Peso corporal materno
El peso materno al dia 19 de la gestacion del grupo restringido fue

significativamente menor con respecto al grupo control.
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Figura 13. Peso corporal materno al dia 19 de la gestacion. Los datos son expresados
como la media + EE, n=7 y analizados por t de student *vs C p=0.013.

33



Ingrid B. De la Peria Vallejo

6.2.2.Peso absoluto y relativo del higado materno.

Se registraron los pesos de los higados de las madres al dia 19 de la
gestacion, en dénde se observé una clara disminucion en el peso absoluto del
grupo restringido. Por su parte el peso relativo del higado [(peso del
higado/peso corporal) x 100] también fue significativamente menor y se
expresa en porcentaje debido a que se expresan en funcién del peso corporal,
esto se realizo con la finalidad de corroborar si la proporcion del peso materno

coincide con el peso del higado.

Tabla No4. Peso absoluto y relativo de higado de madres de 19 dias de gestacion

Control Restringido
Peso absoluto del higado (g) 11.2+0.43 9.3£0.16* p=0.002
Peso relativo del higado (%) 3.6+0.13 3.3£0.06* p=0.043

Tabla 4. Peso absoluto y relativo de higado de madres de 19 dias de gestacién. Ratas
alimentadas con dieta control (C) y dieta restringida (R).Los datos son expresados como la
media + EE, n=7 y analizados por t de student * vs C p<0.05.

6.2.3.Peso y diametro de la placenta.

Debido a que la placenta desempefia un papel de suma importancia durante el
embarazo, se decidi6 pesarla y medirla el dia del sacrificio, y o que se observé
fue que las placentas de las madres restringidas no presentaron diferencias
significativas con respecto al grupo control, sin embargo se observdé una
tendencia a ser mas pequefas las placentas de madres restringidas, como se
muestra en la Tabla No.5.

Tabla No5. Peso y didmetro de la placenta de madres de 19 dias de gestacion.

Control Restringido
Peso de la placenta (g) 0.42+0.018 0.40+0.019
Diametro de la placenta (mm) 0.99+0.014 0.96+0.019

Tabla 5. Peso y diametro de la placenta de madres de 19 dias de gestacion. Ratas
alimentadas con dieta control (C) y dieta restringida (R). Los datos son expresados como la
media + EE, n=7 y analizados por t de student. No se encontraron diferencias significativas.
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6.2.4.Grasa absoluta y grasa relativa en el higado.

La grasa absoluta en el higado materno a los 19 dias de gestacion en las
madres restringidas fue significativamente menor con respecto al grupo control
(Figura 14A), y la cantidad de grasa en el higado también fue menor en la
madres restringidas como se muestra en la Figura 14B.
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Figura 14. Grasa absoluta y grasa relativa del higado de madres de 19 dias de gestacién.
Panel A, grasa absoluta, panel B, grasa relativa. Ratas alimentadas con dieta control (C) y
dieta restringida (R).Los datos son expresados como la media + EE, n=7 y analizados por t de
student * vs C p<0.05.
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6.2.5.Quimica sanguinea

Al determinar la quimica sanguinea en el suero de las madres al dia 19 de
gestacion se encontré que las concentraciones de colesterol fueron
significativamente menores en el grupo restringido comparado con el grupo
control, sin embargo las concentraciones tanto de glucosa y triglicéridos
mostraron tendencia a ser menor en el grupo restringido sin llegar a la
significancia.

Tabla 6. Concentraciones de glucosa, triglicéridos y colesterol en suero materno a los 19
dias de gestacion.

Concentracion Control Restringido
Glucosa (mg/dL) 78.1+3.2 70.3£2.2
Triglicéridos (mg/dL) 190+48 158+17
Colesterol (mg/dL) 42+1.8 36%0.9* p=0.008

Tabla 6. Concentraciones de glucosa, triglicéridos y colesterol en suero materno a los 19
dias de gestacion.Ratas alimentadas con dieta control (C) y dieta restringida (R). Media * EE,
n=7,* vs C, p=0.008.No se encontraron diferencias significativas en los niveles de Glucosa y
Triglicéridos.

6.2.6.Proteina en suero.

Al dia 19 de la gestacion las proteinas cuantificadas en suero por el método de
Bradford fueron menores en las madres alimentada con dieta restringida (10%
de caseina) como se aprecia en la Figura 15, aunque esta disminucién no fue

significativa.

100 |

o ]

60 - 1

40

Proteina en suero (mg/mL)

20 A

C R

Figura 15. Proteina en suero de madres de 19 dias de gestacidon. Ratas alimentadas con
dieta control (C) y dieta restringida (R).Los datos son expresados como la media + EE, n=7 y
analizados por t de student. No se encontraron diferencias significativas.

36



Ingrid B. De la Peria Vallejo

6.2.7.Proteina total en el higado.

En la Figura 16 se muestra que la cantidad de proteina contenida en el higado
de las madres de 19 dias de la gestacion fue significativamente mayor en el
grupo control con respecto al grupo restringido.

Es importante mencionar que esta determinacion se hizo a través del método

de Kjeldahl con la finalidad de obtener las proteinas totales que se encuentran

en el érgano.
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Figura 16. Proteina en higado de madres de 19 dias de gestacién obtenida por el método
de Kjeldahl. Ratas alimentadas con dieta control (C) y dieta restringida (R).Los datos son
expresados como la media + EE, n=7 y analizados por t de student,p=0,020.

6.3.Actividad de la enzima malica en el higado.

En las graficas siguientes se puede apreciar que la actividad de la enzima
malica en el higado de la rata al dia 19 de la gestacién fue afectada por el
grado de desnutricion, siendo significativamente menor en el grupo restringido
en ambos casos. En la Figura 17A se muestra la concentracion de la actividad
enzimatica, mientras que en la Figura 17B se expresa la actividad enzimatica

especifica.
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Figura 17. Actividad de la enzima malica en higado de madres de 19 dias de gestacion.
Panel A, concentracion de la actividad de la enzima malica, panel B, actividad especifica de la
enzima malica. Ratas alimentadas con dieta control (C) y dieta restringida (R).Los datos son
expresados como la media + EE, n=7 y analizados por t de student * vs C p<0.01
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6.3.1.Actividad de la enzima malica con respecto a un gramo y al peso
total del higado.

En las siguientes graficas se muestra la actividad de la enzima malica en el
higado de las madres al dia 19 de la gestacion viéndose disminuida
estadisticamente en el grupo restringido en ambos paneles. En la Figura 18A la
actividad enzimatica se expresa con respecto a un gramo de higado que fue el
utilizado para esta determinacion, mientras que en la Figura 18B es expresada

con respecto al peso total del higado.
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Figura 18. Actividad de la enzima malica en higado de madres de 19 dias de gestacion.
Panel A, actividad de la enzima malica (U/1 g de higado) panel B, actividad de la enzima
malica(U/g totales de higado). Ratas alimentadas con dieta control (C) y dieta restringida
(R).Los datos son expresados como la media + EE, n=7 y analizados por t de student * vs C
p<0.05.
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6.3.2.Relacién entre la cantidad de grasa contenida en el higado y la

actividad de la enzima malica.
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Figura 19. Actividad de la enzima malica en higado de madres de 19 dias de gestacion.
Ratas alimentadas con dieta control (C) y dieta restringida (R).Los datos son expresados como

la media £ EE, n=7, r=0.930,p=0.001.

6.4.PARAMETROS FETALES AL DIA 19 DE LA GESTACION.

Al dia 19 de la gestacion, las crias del grupo restringido pesaron menos. Esta

misma tendencia se observé en el peso absoluto y relativo del higado y

cerebro. Sin embargo donde la diferencia se acentu6 mas fue en el peso

relativo del higado de crias de madres restringidas, como se observa en la

Tabla 7.
Tabla 7. Parametros fetales al dia 19 de la gestacion.
Control Restringido
Peso fetal corporal (g) 2.08+0.181 | 1.93+0.156
Peso absoluto del higado (mg) | 167+0.02 140+0.01
Peso relativo del higado (%) 8.1+0.20 7.3£0.15* p=0.006
Peso absoluto del cerebro (mg) | 128+0.004 | 120+0.003
Peso relativo del cerebro (%) 6.4+0.28 6.3+0.12

Tabla 7. Parametros fetales al dia 19 de la gestacion. Ratas alimentadas con dieta control
(C) y dieta restringida (R).Los datos son expresados como la media + EE, n=7 y analizados por

t de student * vs C p=0.006.
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7.DISCUSION DE RESULTADOS

Caracteristicas de las madres durante la gestacion.

Durante el embarazo la madre incrementa su peso corporal y sus depdésitos de
grasa, en este trabajo encontramos aumento corporal a lo largo de la gestacion
en ambos grupos, sin embargo las madres restringidas aumentaron menos de
peso a partir del dia 7 hasta el dia 19 de la gestacién comparadas con el grupo
control, es posible que esto se deba a un intento de las madres restringidas por
compensar la restriccion proteinica a la que estuvieron sometidas a lo largo de

la gestacion, ain cuando comieron cantidades similares de alimento.

Las dietas empleadas para este estudio fueron isocaldricas, la dieta
restringida en proteinas fue compensada en calorias con carbohidratos, por
esta razon ambas proporcionaron la misma cantidad de calorias, aunque la
ingesta diaria de alimento de ambos grupos fue similar, las madres restringidas
consumieron menor cantidad de proteina, esta restriccion se reflejéo en varios

aspectos que conciernen a la madre que se discutiran a continuacion.

La razon por la cual decidimos incluir el peso y didmetro de la placenta
es que ademas de ser un 6rgano multifuncional y de suma importancia durante
la gestacidn, existen trabajos donde se ha reportado que ante la mal nutricion
la placenta llega a competir con el feto por los nutrientes e interferir de alguna
forma en el crecimiento del feto, esto se debe a que la velocidad con que se
desarrolla el feto esta determinada no sélo por la disponibilidad de nutrientes
en la circulacion materna, sino también por la velocidad de transferencia de

éstos a través de la placenta 2%38>°

, Sin embargo en nuestro estudio, el peso y
diametro de la placenta no se vieron afectados significativamente por la
restriccion de proteina, estos resultados concuerdan con otro trabajo reportado,
donde tampoco observaron efecto en el peso de la placenta ain cuando las

ratas fuesen alimentadas con dieta que contenfa 7,5% de caseina®’.

Se sabe que la proteina en la dieta representa un papel muy importante

en el metabolismo del organismo, ya que los aminoacidos se utilizan tanto para
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sintetizar aproximadamente el 40% de la glucosa® como para la construccién
de nuevos tejidos.

Ademas se sabe que el feto tiene la capacidad de elegir en no llevar a
cabo la oxidacion de glucosa si éste obtiene un adecuado suplemento de
aminoacidos. Sin embargo en este trabajo encontramos que al alimentar ratas
prefiadas con deficiencia proteinica, la concentracién de glucosa en suero de
madres restringidas con respecto a las madres control tuvieron tendencia a ser
menor sin ser significativamente diferente, probablemente porque las madres
restringidas realizaron adaptaciones del metabolismo de la glucosa para
proveer de ésta y posiblemente de otros nutrientes al feto®®°%°%,

Se ha reportado que en mamiferos como los humanos y los roedores
existe aumento en las concentraciones de colesterol lo cual coincidio con lo
obtenido en este trabajo.

Durante la fase catabdlica de la gestacion existe aumento de VLDL y

51,62,63

LDL en la circulaciéon , lo cual se ha relacionado con la disminucién de

sintesis de lipidos en el tejido adiposo, considerando que la lipdlisis es mucho

64

mas frecuente durante esta etapa del embarazo resultado que lleva al

aumento en las concentraciones de acidos grasos libres en suero.

Debido a que el higado desempefia un papel relevante en la regulacion
del metabolismo de lipidos en el organismo materno durante la gestacion
decidimos realizar varias determinaciones en dicho 6rgano las cuales se
discutiran a continuacion.

El peso del higado de madres restringidas fue significativamente menor
con respecto al grupo control, lo mismo se obtuvo en el peso del érgano en
relacion al peso corporal. Se ha sugerido que la disminucién en el peso del
higado durante la gestacion se debe a que sufre hipertrofia ocasionada por la
deficiencia en la cantidad de proteinas en la dieta, en otros trabajos se han
observado que en las primeras dos semanas de la gestacién la restriccion no
muestra ningun efecto en el peso del érgano pero si muestra disminucion del
peso en la Gltima semana de la gestaciéon®®.Estos datos son similares a los

encontrados por otros autores %%

y coinciden con los de este trabajo
aclarando que en esta investigacion sélo se obtuvieron resultados al dia 19 de

la gestacion.

42



Ingrid B. De la Peria Vallejo

Por otra parte pudimos obtener la grasa contenida en el higado al dia 19
del embarazo la cual fue menor en el grupo de madres restringidas, resultado
de que ante la restriccién, éste 6rgano no lleva a cabo de forma Optima
procesos comunes durante esta etapa, lo que podria deberse a una
disminucién de la produccién de VLDL hepéatica que es lo que contribuye a la
grasa acumulada en el higado durante el embarazo®.

Nosotros cuantificamos la actividad de la enzima malica la cual es la
encargada de donar los cofactores necesarios para que se lleve a cabo la
sintesis de acidos grasos. Encontramos que tanto la concentracién, como la
actividad especifica de la enzima malica fue menor en el higado de madres
restringidas con respecto al grupo control, lo mismo se encontré cuando
cuantificamos la enzima y la expresamos con respecto al peso total del higado.

Lo anterior apoya que la restriccion proteinica afectdé a la madre al dia
19 de la gestacion y ha érganos como el higado ya que éste mostr6 ser mas
pequefio, contener menos cantidad de grasa y también menor actividad la
enzima malica.

Sabemos que la actividad enzimatica esta regulada por la expresion de
genes, donde la enzima malica no es la excepcion, aunque nosotros no
cuantificamos dicha expresién coincidimos con otros trabajos en donde la
disminucién de la actividad de la enzima malica en el higado durante el dltimo

periodo de la gestacién es menor® 70772

, resultado de que la deficiencia
proteinica ocasiona alteraciones puntuales.

Encontramos que la actividad de la enzima maélica esta relacionada
directamente con la cantidad de grasa formada en el higado o bien con la
movilizacion de grasa destinada para el feto, esto nos lleva a suponer que las
madres restringidas forman menos cantidad de grasa para poder compensar el
crecimiento fetal con respecto a las madres control que fueron las que tuvieron
mayor cantidad de grasa. Sin embargo los resultados con respecto a los fetos

se discutiran a continuacion.
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Caracteristicas de las crias al nacimiento.

Si bien es cierto, que el desarrollo del feto tiene determinantes genéticos, el
crecimiento fetal muestra fuerte relacion con una amplia variedad de factores
epigenéticos dependientes del estado nutricional. Lo anterior encuentra apoyo
en diversas investigaciones con modelos animales en donde la dieta materna
durante la gestacion provoca efecto sobre el peso al nacimiento de las
crias”1°,

Por estas razones se ha establecido que una forma de evaluar como se
desarroll6 el individuo durante la gestacién, es considerar la nutricibn materna
durante el embarazo y el peso al nacimiento del individuo.

Sin embargo en nuestros resultados nosotros observamos que no se
muestran efectos significativos, en el peso del feto por el déficit de proteina, lo
cual podria sugerir que desde la adaptacién, el organismo materno realizé
ajustes en su metabolismo y contrarrestd el efecto de la restriccion de la
proteina. Esto coincide con otros trabajos donde han utilizado una dieta con
7,5% de caseina y no observaron efecto en el peso de los fetos, sugiriendo que

%8 probablemente por los

el feto esta protegido contra la mal nutricion
mecanismos de defensa que el feto también puede adoptar ante situaciones
adversas, en este caso la restriccion que sufre en el Utero.

La razon por la cual decidimos obtener el peso del higado y cerebro de
las crias, es porque se sabe que ante la restriccién proteinica el feto es capaz
de sacrificar 6rganos abdominales como el higado con tal de salvar o
compensar el crecimiento del cerebro, sin embargo nuestros resultados nos
dicen que el peso del higado no fue significativamente diferente entre el grupo
control y el grupo restringido, la misma tendencia se encontré en el cerebro, por
lo que sugerimos que tanto el feto hizo uso de su mecanismo de adaptacion
para compensar la restriccibn como la madre, ya que a pesar de estar
restringida durante la gestacion pudo proveer al feto de nutrientes que pudieran

asegurar su desarrollo y crecimiento’ ",
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante este trabajo sugieren que la madre ante la
restriccion proteinica fue capaz de adaptar su organismo para brindar a su
descendencia los nutrientes que requerian para su crecimiento a pesar de que

esto conllevd a una disminucion en el tamafio y cantidad de grasa en el higado.

La restriccion proteinica durante el periodo de la gestacién disminuyo la
formacion de acidos grasos en el higado materno, afectando de forma negativa
una enzima que, aunque no es limitante, esta relacionada en el proceso de

lipogénesis: la enzima mélica.

El impacto de la restriccion proteinica durante el embarazo impacté de
forma crucial a la madre ya que su organismo decidié sacrificar sus propias
reservas energéticas y corporales, parte reflejado en la cantidad de grasa
acumulada en el higado con tal de poder compensar las grandes demandas

requeridas durante la gestacion.

Ante la deficiencia proteinica, la madre fue capaz de proveer los
sustratos necesarios para el desarrollo de sus crias lo cual se vi6 reflejado en
el peso corporal, peso del higado y cerebro de las mismas, que aunque fueron

menores con respecto al grupo control no alcanzé una diferencia significativa.
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