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1. RESUMEN

INTRODUCCION. Actualmente existe una gran variedad de concentrados
proteinicos que podrian ser utilizados como estrategias dietarias para combatir
problemas de desnutricién tanto en nifios, como en personas de la tercera edad o
en pacientes hospitalizados en el proceso de recuperacion nutricia. OBJETIVO
GENERAL Estudiar el efecto de la calidad nutrimental de diferentes tipos de
proteinas de origen vegetal (frijol, maiz, soya y la combinacién de estas), sobre la
sintesis de proteinas por medio de la ruta de mTORC1 en higado después de un
periodo de desnutricién en ratas macho Sprague Dawley. JUSTIFICACION.
Actualmente, no se tiene conocimiento especifico de los mecanismos de accion a
nivel molecular de los diferentes tipos de proteinas vegetales sobre la
recuperacion nutricia, es por eso que en el presente estudio se analizara la calidad
nutrimental de diferentes proteinas vegetales sobre la recuperacion nutricional
después de un periodo de desnutricion. HIPOTESIS. Las ratas que consuman
dietas con proteinas de alta calidad (caseina, soya, soya/maiz, frijol/maiz) tendran
una mejor recuperacion después del periodo de desnutriciéon, esto se vera
reflejado en la ganancia de peso, en la concentracion de albumina vy
probablemente inducira la expresion de mTORC1 y sus blancos S6K y 4E-BP1.
RESULTADOS. Los grupos que presentaron una mayor ganancia de peso fueron
los que consumieron las dietas con caseina, soya, soya/maiz y frijol/maiz que
presentaron una ganancia de peso del 74.43%, 66.70%, 66.80% y 64.09%
respectivamente. El grupo que tuvo una menor ganancia de peso fue el de maiz
con un 19.28%. Respecto a los parametros bioquimicos que se midieron (glucosa,
insulina, albumina, triglicéridos y colesterol), con la mayoria de los tratamientos
dietarios de recuperacion, los animasles mantuvieron niveles normales de éstos
durante los tres dias de recuperaciéon, a excepcidén de insulina, debido a que el
consumo de caseina al 20% provoco alteraciones principalmente en el dia siete.
La expresion génica de mTOR tiende a aumentar después de un dia de consumir
las dietas de recuperacién y disminuye en los dias siete y catorce a excepcién de

las ratas alimentadas con soya, en donde la expresion aumenta conforme pasa el




tiempo, en el caso de S6K y elF4e no se observa una tendencia en su expresion
geénica en relacidén con el consumo de las dietas de recuperacion. Se determino la
relacion entre la expresion de proteina total/proteina fosforilada de mTORC, S6K y
4E-BP1, en las tres proteinas se observd una mayor expresion después de haber
consumido las dietas de recuperacion al primer dia por una hora de consumo,
aunque los unicos tratamientos que lograron mantener la fosforilacion tanto de
S6K como de 4E-BP1 fueron las mezclas de frijol/maiz y soya/maiz. El analisis
histomorfolégico del tejido hépatico mostr6 una degeneracién hidropica vy
acumulacion de grasa en todos los grupos experimentales, siendo los grupos que
consumierdn caseina al 20% y maiz los que presentaron mas dafio (ya que
conforme pasaban los dias de recuperacién la ingesta de estas proteinas provoco
que la acumulacion de grasa fuera incrementando). Por otro lado, el consumo con
frijol/maiz y soya favorecid la recuperacion de los dafios desarrollados a
consecuencia de la desnutricion. CONCLUSION. Se logré desarrollar un tipo de
desnutricion severa en las ratas Sprague Dawley, (al mostrar un 50% de peso
menor con respecto a las ratas que fueron alimentadas con caseina al 20%
durante la recuperacion). Las mejores proteinas para la recuperacion de peso de
las ratas después de un periodo de desnutricion fueron caseina, soya, soya/maiz y
frijol/maiz. El tratamiento dietario con maiz, fue el peor para la recuperacién. La
dieta con caseina es buena para la recuperacion de peso, sin embargo origina
picos elevados de insulina. Aunque todos los tratamientos dietarios activaron la
ruta de mTORC1 al dia 1, los unicos tratamientos que mantuvieron la activacion
de los dos blancos durante los tres dias de recuperacion fueron las mezclas
frijol/maiz y soya/maiz. Respecto al analisis histomorfolégico se puede concluir
que el periodo de desnutricion al cual fueron sometidas las ratas, fue suficiente
para ocasionar signos de esteatosis. Y los tratamientos dietarios, con los cuales
los animales fueron disminuyendo la acumulacién de grasa fueron con frijol/maiz y

soya.




2. INTRODUCCION

La desnutricion de tipo primario es el resultado del consumo insuficiente de
alimentos. Una opcidén para combatir el problema de desnutriciéon es el consumo
de alimentos que contengan proteinas de alta calidad; sin embargo, el costo de
estas proteinas que por lo general son de origen animal, los hace inaccesibles a la
poblacién en riesgo, por lo cual la industria farmacéutica ha incrementado el
interés en el estudio de ciertas proteinas o de combinaciones de proteinas para su
posible utilizacién en la recuperacion nutricia tanto en niflos, como en personas de
la tercer edad debido a su posible papel en un aumento en la sintesis de proteinas
durante el proceso de recuperacion (1).

En el presente estudio se evalud el efecto de la calidad nutricional de diferentes
proteinas de origen vegetal: frijol, maiz, soya, y la combinacién de estas
(soya/maiz y frijol/maiz) en la recuperacion nutricia de ratas después de un
periodo de desnutricion severa. Se eligieron estas proteinas debido a que son las
de mayor acceso a la poblacion en comparacion con las proteinas de origen
animal y se ha reportado que la combinacion de proteinas vegetales mejora su
calidad nutricional. Es de gran importancia conocer los mecanismos de accion a
nivel molecular de las diferentes proteinas de origen vegetal sobre la recuperaciéon
nutricional después de un periodo de desnutricion. Se ha reportado que los
aminoacidos de cadena ramificada principalmente leucina, regulan la expresién
del blanco mecanistico de rapamicina mTORC1 (mechanistic target of rapamycin

complex1), proteina involucrada en la regulacion de la sintesis de proteinas (2).




3. ANTECEDENTES

3.1. Desnutricién

La OMS define la desnutricion “como el desequilibrio entre aporte y necesidades
de nutrimentos y calorias que aseguren el crecimiento, el mantenimiento y las
funciones especificas”(3); por otro lado, la FAO la define como una condicion
patolégica inespecifica, sistémica y que puede ser reversible siempre y cuando
sea diagnosticada a tiempo y adecuadamente. La desnutricion generalmente se
asocia a la ingesta insuficiente de alimentos con respecto a los requerimientos de
energia, proteinas, o ambas, asi como a la calidad de los mismos, trayendo como
consecuencia afectaciones en el desarrollo de los individuos y la aparicién de
enfermedades (4), (5) (6).

3.1.1.Tipos de desnutricion:

La desnutricion se puede diagnosticar inicialmente mediante la observacion
directa, ya que permite identificar si la persona presenta delgadez extrema o
piernas hinchadas. Es posible clasificarla a través de la medicidén de talla, peso
corporal y la evaluacién de diferentes medidas antropométricas con lo cual se
puede determinar el grado de desnutricibn mediante el uso de estandares de

referencia (5).

La desnutricién se presenta con mas frecuencia en la poblacion infantil, debido a
que es la poblacion mas vulnerable, principalmente porque es ahi, donde la etapa
de crecimiento puede ser afectada, asi como también el desarrollo fisico y mental.

Las principales caracteristicas de la desnutricion infantil son las siguientes:

a) El infante es mas pequefio de lo que respecta a su edad.
b) El peso corporal es poco para la altura.

c) El peso corporal es menor de lo que le corresponde a su edad (5).

Por lo general las manifestaciones que se presentan, corresponden al tipo
especifico de carencia. Por ejemplo la altura baja refleja carencias nutricionales

durante un tiempo prolongado, mientras que el peso bajo es un indicador de




carencias agudas (5). Por lo tanto, dependiendo el estado en el que se encuentre

el nifo, sera el tipo de desnutricion que tenga. A continuacion se presentan los

tipos de desnutricion:

Desnutricién crénica: se caracteriza por tener un retraso en el
crecimiento, se mide comparando la talla con el estandar recomendado
para la edad. Este tipo de desnutricion es un indicador de carencia de
nutrimentos necesarios durante un tiempo prolongado, lo cual afecta

principalmente el desarrollo fisico y mental.

Desnutricion aguda moderada: la caracteristica principal de este tipo de
desnutricion es que el peso es menor de lo que corresponde a su talla. Los
parametros antropométricos que se miden son la altura, el perimetro del
brazo y el peso corporal, los cuales estan por debajo del estandar de
referencia. Es importante que este tipo de desnutriciéon sea atendido lo mas

pronto posible ya que de no ser asi puede agravarse.

Desnutricion aguda grave o severa: es el tipo mas critico, el riesgo de
muerte es nueve veces mas que para un infante sano. La caracteristica
mas comun es que el peso se encuentra muy por debajo del estandar de
referencia para la talla. De forma similar al diagndstico de la desnutricidon
aguda moderada, las medidas que se realizan son el peso corporal, la talla

y el perimetro del brazo (5).

3.1.2. Consecuencias de la desnutricion en la salud.

Una alimentacion deficiente de forma cronica, especialmente en energia y

proteina, ademas de una cantidad insuficiente de todos los nutrimentos trae como

consecuencia una desnutricion energética proteinica (DEP). Esta desnutricion se

caracteriza por un consumo progresivo del musculo y del tejido adiposo, sin

afectar el tejido visceral y ocasiona una disminucion en la produccién y tamafio de

las células, afectando el desarrollo del crecimiento y la inmunidad celular.




La desnutricion energética proteinica a un nivel severo tiene dos formas clinicas
graves: el marasmo y el Kwashiorkor. Los cuales no solo se atribuyen a una
alimentacion inadecuada, también estan muy relacionadas con enfermedades
infecciosas, debido a que los individuos desnutridos son muy susceptibles a este

tipo de enfermedades (7).

El marasmo, es un padecimiento originado a consecuencia de una ingestion
inadecuada de energia, proteinas, vitaminas y nutrimentos inorganicos por largo
tiempo y donde el metabolismo se ha adaptado a esas condiciones, a fin de
prolongar la vida protegiendo los 6rganos esenciales y la funcion cerebral. El
marasmo se caracteriza por un retraso severo en el crecimiento y por la pérdida
de mas del 10% de peso corporal, principalmente de masa muscular (emaciacion),
causando dafio renal y problemas con la homeostasis hidroelectrolitica y acido-
base (8) (9) (7).

Cuando hay una prolongada alimentacion carente de proteina, vitaminas vy
nutrimentos inorganicos con una aparente adecuada ingestion de energia,
principalmente se produce una desnutricion del tipo proteinica, la que en lugar de
un consumo progresivo de tejido adiposo, es el tejido muscular el que se ve mas
afectado, ademas de causar dano a nivel hepatico con la formacion de higado
graso (esteatosis) y aumento del tamafo del mismo. También se presenta una
disminucién importante de proteinas plasmaticas, principalmente de la albumina,
que si desciende a 2.5 mg/dL o menos, ocasiona una alteracion importante en la
osmolaridad plasmatica que llega a producir un sindrome edematoso agudo,
conocido mejor como kwashiorkor, este padecimiento se llega a producir en corto
plazo incluso en un periodo de semanas (9). Comparado con el marasmo, el
Kwashiorkor es a consecuencia de la interaccion entre la carencia de nutrimentos

y la respuesta al dafio, infeccion y éstres oxidativo (7).

De forma general, la desnutricion se acompafa de diferentes manifestaciones
dentro de las cuales se encuentran alteraciones bioquimicas como disminucion en
las concentraciones de albumina en suero y alteraciones a niveles funcionales y

anatomicos (6).




Este padecimiento también dafia funciones celulares de manera progresiva,
afectando en primer lugar el depdsito de nutrimentos y posteriormente la
reproduccion, el crecimiento, la capacidad de respuesta al estrés, el metabolismo
energético, los mecanismos de comunicacion y de regulacion intra e intercelular.
Ademas provoca una deplecion en los depdsitos proteinicos corporales,
ocasionando debilidad por sarcopenia y riesgo de caidas en los adultos mayores
(10).

3.1.3. Situacioén de la desnutricion en México

En México, aunque se ha avanzado en los ultimos afios por combatir la
desnutricion infantil, las cifras siguen siendo alarmantes en algunos sectores de la
poblacion. En el grupo de edad de entre cinco a catorce afos, la desnutricion
cronica es de 7.25% en las poblaciones urbanas y la cifra se duplica en las
rurales, debido a la poca disponibilidad de alimentos de buena calidad. El riesgo
de que un nifo o nifa indigena se muera por diarrea, desnutricibn o anemia es

tres veces mayor que entre la poblacion no indigena (11).

Segun datos reportados por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT
2012), la prevalencia de desnutricion crénica (baja talla para la edad) en poblacién
indigena es de 33.1%, siendo los estados de Guerrero, Tabasco, San Luis Potosi,
Edo de México, Chiapas y Campeche los de mayor carencia en el acceso a la

alimentacion (4).

La prevalencia de desnutricién en adultos mayores es del 1 al 15% en ancianos
ambulatorios, de 17 a 70% en adultos que se encuentran en hospitalizaciéon y

hasta 85% de los que se encuentran en los asilos (10).

3.2. Recuperacion nutricional.

En la recuperacidn nutricional es importante prestar mucha atencion a la
alimentacion, no sélo porque ocupa un lugar central en el tratamiento, sino porque
una alimentacion inadecuada puede contribuir a la muerte del paciente con

desnutricion aguda, particularmente en los primeros dias del tratamiento. Para el




tratamiento nutricional en la fase de urgencia deben emplearse férmulas liquidas
que le aseguren al paciente, el aporte proteinico y energético necesarios para su
recuperacion, ya que si se da menos de lo requerido, el estado de desnutricién
empeorara. En contraste, si el aporte es mayor al requerimiento, se puede
experimentar un desequilibrio metabdlico grave. Por esta razén es fundamental
conocer que alimentos pueden ser la mejor opcidbn para una recuperacion
satisfactoria. Es importante tomar en cuenta que el tratamiento nutricional debe
de llevarse a cabo complementandolo gradualmente con otros alimentos,

especialmente con los que puedan estar disponibles en el hogar (12).

En distintos paises de América Latina, las medidas que se estan llevando a cabo
para la recuperacion nutricional de personas con desnutricion, se basan en la
complementacion alimentaria; por ejemplo, en Colombia se emplea la Bienesterina
la cual esta hecha a base de harina de trigo, fécula de maiz, harina de soya y
leche entera en polvo suplementada con vitaminas y minerales. De igual manera
se encuentra la Incaparina empleada en los paises de América central, ésta es

elaborada a base de harina de maiz y de soya (13), (14).

En México los complementos alimenticios que se dan son el Nutrisano para los
nifios y el Nutrivida para mujeres embarazadas o en periodo de lactancia, los
cuales estan elaborados a base de concentrado de soya y/o leche en polvo,
adicionados con todas las vitaminas y nutrimentos inorganicos indispensables en
la dieta que son necesarios para esas etapas. Sin embargo, en estudios previos
se ha observado que las personas prefieren flexibilidad en uso (variabilidad de

alimentos) y en cantidad de alimentos por consumir (15).

La mejor manera de enfrentar la desnutricion, es teniendo mayor acceso a los
diferentes tipos de alimentos; sin embargo, no toda la poblacion lo tiene, debido al
elevado costo que tienen, principalmente los alimentos de origen animal, que se
caracterizan por tener proteinas de buena calidad, las cuales cubren el
requerimiento de aminoacidos indispensables (16). Una opciéon para cubrir el
requerimiento de aminoacidos indispensables es a través del consumo de

proteinas de origen vegetal, las cuales son muy heterogéneas en su calidad




quimica. Las proteinas derivadas de algunas leguminosas, como la de la soya,
son de mediana calidad, en tanto que algunas otras, como las proteinas de
cereales presentan deficiencia de varios aminoacidos, lo que las hace proteinas
de baja calidad. Se sabe que al combinar proteinas de leguminosas con proteinas
provenientes de los cereales, éstas se complementan entre si generando una
proteina de buena calidad. Adicionalmente, se ha demostrado en animales de
experimentacion que los cambios metabdlicos que genera el consumo de una
proteina animal son diferentes a los observados cuando se alimentan animales

con ciertas proteinas de origen vegetal (17), (18).

3.3. Proteinas de origen vegetal.

Uno de los nutrimentos basicos para la recuperacion de la desnutricion, es la
proteina. El valor nutrimental de las proteinas depende principalmente de la
composicién de aminoacidos indispensables en la dieta que contengan y de su
valor bioldgico (19),(20).

Las proteinas de origen vegetal contribuyen aproximadamente con el 65% del
suministro per capita de proteina (21). Se han realizados diferentes estudios en
donde se demuestra que la soya, tiene un alto valor biologico de 78% PDCAAS
(22).

Por otro lado, existen proteinas vegetales que por si solas son de muy baja
calidad; sin embargo, con la combinacién de otra proteina se puede llegar a
obtener una de buena calidad, tal es el caso del maiz (23). Es por eso que en el
presente estudio se evaluara el efecto que tienen las proteinas de soya, maiz y

frijol negro y la combinacion de estas en la recuperacion nutricional.

3.3.1. Soya.

La soya es una leguminosa de la familia de las papilionaceas, a la que pertenecen
el chicharo y el ejote. La proteina de soya contiene todos los aminoacidos
indispensables requeridos en la nutricibn humana: isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano, valina e histidina. Sin embargo, su

contenido de metionina es ligeramente bajo por lo que se complementa al




combinarse con cereales generando una proteina de buena calidad. En México la
soya es un grano de bajo consumo, en comparacion con el de frijol y el de maiz.
(24),(25).

3.3.2. Maiz.

El maiz (Zea mays), ademas de poseer un fuerte contenido socio-cultural, es el
alimento basico en nuestro pais, que de forma tradicional se consume como
tortilla. Pertenece a la familia de las gramineas (planta anual alta llena de un
amplio sistema radicular fibroso), la cual es una especie que se reproduce por
polinizacién cruzada, donde la flor femenina (elote, mazorca, choclo o espiga) y la

masculina (espiguilla) se distribuyen en distintos lugares de la planta (26).

La composicion del maiz es muy similar a la de otros cereales; sin embargo su
proteina es mejor comparada a la del trigo y ligeramente inferior a la del arroz. Sin
embargo para que tenga una mejor calidad proteinica, es necesaria la
complementacion con otro alimento, ya que por si solo no cubre los
requerimientos de aminoacidos indispensables, es rico en leucina pero no en
lisina. Para obtener una mejor calidad nutricional del maiz se debe consumir junto
con otras fuentes de proteinas que complementen su deficiencia en aminoacidos,

como por ejemplo las leguminosas como el frijol y la soya (27).

3.3.3. Frijol

Al igual que el maiz, el frijol es considerado un producto tradicional mexicano
estratégico para el desarrollo rural del pais. Taxonomicamente, el frijol
corresponde a la especie del género Phaseolus, su nombre completo es
Phaseolus vulgaris L. Se ha reconocido que probablemente el centro principal de
diversificaciéon del frijol haya sido México. El cultivo de esta leguminosa se
considera uno de los mas antiguos. Existen mas de 70 variedades entre negros,

amarillos, blancos, morados, bayos, pintos y moteados (28), (29).

Diversas investigaciones han destacado las propiedades nutritivas que posee el
frijol, principalmente por su alto contenido de proteina, vitaminas, minerales y en

menor medida en hidratos de carbono. Dependiendo del tipo de frijol, el contenido

10

——
| —



de proteinas puede variar del 14 al 33%, siendo rico en aminoacidos como la lisina
(6.4 a 7.6 g/100 g de proteina) y la fenilalanina mas tirosina (5.3 a 8.2 g/100 g de
proteina), aunque es deficiente en aminoacidos azufrados (metionina y cisteina).
Sin embargo, de acuerdo a evaluaciones de tipo biolégico, la calidad de la
proteina del frijol cocido puede llegar a ser de hasta el 70% , comparada con una

proteina testigo de origen animal a la que se le asigna el 100% (29), (30).

Los resultados de dichos estudios indican las razones del por qué las culturas
mesoamericanas, desde tiempos inmemoriales basaron su alimentacion en el frijol
y el maiz, al igual que la razon del por qué en la actualidad continuan siendo
complementos basicos entre la poblacion de Mesoamérica (30). En todo el mundo,
y especialmente en los paises en desarrollo, la dieta se basa normalmente en el
consumo de un cereal, por lo general maiz, sorgo o arroz, y de una leguminosa,
como los frijoles o la soya. Diversos estudios han mostrado que estos dos grupos
de alimentos fundamentales, se complementan en términos de aminoacidos
indispensables entre si, ya que el frijol es carente de leucina, mientras que el maiz
es de triptéfano y lisina (27). Sin embargo, aun no se estudia a nivel de la
nutrigendmica como es que estas proteinas tienen un impacto sobre la sintesis de

proteinas.

3.4. Aminoéacidos.

Los aminoacidos tienen diferentes funciones en el organismo, pero principalmente
sirven como unidades basicas de los péptidos que posteriormente daran origen a
las proteinas corporales, que son fundamentales para el proceso de crecimiento,
principalmente en los nifios. También los aminoacidos forman parte de péptidos
que son importantes a nivel fisioldgico, y son precursores de todas las sustancias
nitrogenadas del organismo como porfirinas, purinas, pirimidinas, creatina,

carnitina, amino azucares, entre otros (31).

En el cédigo genético solo se consideran veinte aminoacidos, los cuales son los
que se encuentran regularmente en las proteinas y en algunos casos sufren

modificaciones después de su incorporacion a éstas. Los aminoacidos entran a la
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células de los diferentes tejidos, a través de diferentes transportadores especificos
(32).

La fuente principal que provee los aminoacidos indispensables para el organismo,
son las proteinas de la dieta ya sean de origen animal o vegetal. Al ingerirse, se
hidrolizan en el tracto gastrointestinal, dando lugar a la liberacion de aminoacidos
y péptidos de pequefio peso molecular que son absorbidos por las células de la
mucosa. Algunos aminoacidos son utilizados en este tipo de células para
funciones energéticas y para el recambio tisular, mientras que otros sufren ciertas

modificaciones metabdlicas para otro tipo de funciones en otros érganos (31) (32).

Todas las sustancias nitrogenadas que se encuentran en el organismo provienen
de los aminoacidos, razén por la cual, metabolicamente los aminoacidos tienen
diferentes rutas; por ejemplo, participan en la sintesis de glucosa, de aminoacidos
no esenciales, de péptidos y proteinas, asi como la formacion de otros

compuestos nitrogenados (31).

Por lo general cuando se ingieren cantidades adecuadas de aminoacidos, el
proceso de anabolismo es llevado a cabo de forma adecuada, pero si la ingesta es
alta o baja el catabolismo es el que se activa. Las tres situaciones metabdlicas en

las cuales los aminoacidos sufren degradacion oxidativa son:

a) Algunos aminoacidos que son liberados en la degradaciéon normal de
proteinas celulares, se catabolizan si no se necesitan para la sintesis de

nuevas proteinas.

b) Cuando se exceden las necesidades corporales de aminoacidos para la
sintesis de proteinas, el exceso se cataboliza ya que los aminoacidos no se

pueden almacenar.

c) Al padecer estados de inanicion y/o diabetes mellitus, las cantidades de
glucosa son bajas o no pueden ser utilizados adecuadamente por lo que se

recurre a las proteinas celulares como fuentes de energia (33).
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Cada uno de los 20 aminoacidos al tener diferente grupo R, tienen diferentes rutas
metabdlicas; sin embargo, las 20 rutas catabdlicas convergen para formar solo
seis productos principales, que entran en el ciclo de acido citrico. A partir de aqui,
los esqueletos carbonados se pueden desviar hacia la gluconeogénesis o la

cetogénesis o0 se pueden oxidar completamente a CO,y H,O (33).

Diez de los esqueletos carbonados de aminoacidos se degradan, total o
parcialmente, dando como producto final acetil-CoA. Cinco aminoacidos se
convierten en a-cetoglutarato, cuatro en succinil-CoA, dos en fumarato y dos en
oxalato. Partes, o la totalidad de seis aminoacidos se convierten en piruvato, que
puede convertirse en acetil-CoA o en oxalacetato (33). Hay algunos aminoacidos
que se degradan en diversos compuestos a la vez, esto debido a que diferentes
partes de sus esqueletos carbonados tiene distintos destinos. A continuacion se

muestra un diagrama general del catabolismo de los diferentes aminoacidos.

Leucina
Lisina Arginina
Fenilalanina  Cyerpos F_ﬂ Glutamina
Trllptofano Cetonicos 7 Hlstu?ma
Tirosina \_ Prolina
] Isocitrato [,.,.Cetoglutarato ]
r’ﬂ !
\ R
= : Isoleucina |
| Acetoacetil- | / Ciclodel ¥ Meti;n'ina
oA i Scidocines
\ CLtrato Succmllr CoA (@ Teaonina
4 )( e | Valina
Acetil-CoA Succinato \
A PN x’ . .
[ Fenilalanina
leaIacetato I l Fumarato I*———\ R ‘
Y Y e ___Tirosina
- '[»-L. Malato™
CO._._./; l
‘ - GlUCOS @
4
Isoleucina Alarina = inoAaci
; Cisteina “ Ammoa}cndos
Leucina Glicina Glucogénicos
Treonina Serina
Triptofano Treonina ‘ Asparagina Aminoacidos
Triptéfano Aspartato Cetogénicos

Figura 1. Catabolismo de los aminoacidos (33).
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El requerimiento de proteina dietaria consta de dos componentes: 1) el
requerimiento nutricional de aminoacidos indispensables (histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina) para todas las
funciones y los aminoacidos dispensables (cistina , tirosina, taurina, glicina,
arginina, glutamina, prolina) para funciones fisiolégicas y patoldgicas especificas y
2) la necesidad de nitrégeno no especifico para la sintesis de los aminoacidos
dispensables en la dieta (acido aspartico, asparagina, acido glutamico, alanina,
serina) y para otros compuestos fisiolégicamente importantes que contienen
nitrogeno tales como acidos nucleicos, creatina, y porfirinas. Con respecto al
primer componente, es generalmente aceptado que los valores nutrimentales de
varias fuentes de proteinas dietarias son determinadas en gran medida por la
concentracion y disponibilidad de los aminoacidos indispensables, debido a que la
disponibilidad puede regular la expresion de genes, los transportadores de
aminoacidos y los factores de traduccidon que dan lugar a la sintesis proteinica (20)
(21).

3.5. Los nutrimentos como sensores y sus posibles blancos.

Ciertos nutrimentos tienen la capacidad de regular la funcién de las células mas
alla de su papel esencial en el metabolismo. En eucariotes, se ha considerado
que los sistemas endocrino y neuronal desempefan un papel importante en el
control de la respuesta de los tejidos hacia la disponibilidad de nutrimentos.
Actualmente se conoce que ciertos nutrimentos actuan a través de su receptor o
“sensor” para activar y regular mecanismos de sefalizacion celular como por

ejemplo la expresion de genes.

Estos nutrimentos incluyen aminoacidos, glucosa, acidos grasos, esteroles y el
hierro, los cuales pueden contribuir a la regulacion de ciertos mecanismos
endocrinos. Por ejemplo la glucosa y los aminoacidos son moduladores potentes
de la secrecion de insulina y glucagdn ademas de poder participar en la liberacion
de hormonas, recientemente identificadas, tales como los péptidos similares al
glucagoén (34).
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En eucariotes la regulacion de la funcidén celular por los aminoacidos, se ha
convertido en foco de interés, y actualmente es conocido que algunos miembros
de este grupo heterogéneo de moléculas organicas ejerce un control regulador
importante sobre los procesos celulares fundamentales, tales como la sintesis y
degradacion de proteina (35). Numerosos estudios han demostrado que la
disponibilidad elevada de aminoacidos, sostiene por lo general el anabolismo, e
inhibe el catabolismo en células eucariotas a través de incrementos en la
abundancia de mRNA y la sintesis de proteinas (36), (37). Cuando los
aminoacidos son escasos, los efectos anteriores se invierten, aunque la sintesis y
la estabilidad de la traduccidon de genes especificos (en particular, los que
participan en la biosintesis o transporte de aminoacidos), puede aumentar

mediante mecanismos especificos (36).

En contraste, aun no se logra comprender cdmo es la naturaleza de la maquinaria
celular que participa en la detecciéon de aminoacidos y la iniciacion de sefiales. Por
ejemplo, aunque la sefializacién de la proteina cinasa mTOR es sensible a la
disponibilidad de aminoacidos, no hay evidencia de que la cinasa es regulada
directamente por los aminoacidos, lo que implica que la deteccién inicial y la
sefalizacion de éstos se encuentra regulada inicialmente por algun otro

mecanismo antes de llegar a activar a esta proteina (34).

En la figura 2 se muestra un panorama general del efecto que tienen los
aminoacidos en la célula, ya sea cuando hay suficiente disponibilidad o cuando

hay una restriccion de los mismos.
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Figura 2. Mecanismos por los cuales los aminoacidos modulan la
senalizacion celular (AA= aminoacidos; GCN2= General Control 2; elF=
Eukaryotic Initiation Factor; tRNA= Transfer Ribonucleic Acid.).

A. Mecanismo cuando hay una restriccion de aminoacidos. En el momento
en el que no hay una suficiente concentracion de aminoacidos en la célula,
hay una disminucién en el contenido de RNA de transferencia cargado con
aminoacidos, lo que disminuye el inicio de la traduccién, sin embargo, como
un mecanismo de rescate se favorece la sintesis de transportadores de
aminoacidos catiénicos, para captar la mayor cantidad de aminoacidos
disponibles. B. Mecanismo cuando hay suficiente disponibilidad de
aminoacidos en la célula. Al haber un aumento en la concentracién de
aminodcidos, se favorece su metabolismo y se activa la ruta de sefializacion
de mTORC1 (34).

3.5.1. mTOR (MECHANISTIC TARGET OF RAPAMYCIN).
La via de mTOR, responde a diversos estimulos ambientales, controla muchos

procesos que generan o utilizan grandes cantidades de energia y nutrimentos.
Cada vez es mas evidente que la senalizacion de mTOR tiene impactos mas
importantes en lo que respecta a las funciones celulares, dandole un papel
relevante a la regulacion de los comportamientos celulares basicos como el

crecimiento y la proliferacion (38).
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MmTOR es una proteina cinasa serina/treonina de 289-kDa que pertenece a la
familia PI3K que interactua con varias proteinas para formar dos complejos
distintos, nombrados complejos 1 (IMTORC1) y 2 (mTORC?2) (39).

Estos complejos tienen diferentes sensibilidades a la rapamicina, asi como
diferentes mecanismo de activacion. mTORC1 esta conformado por cinco
componentes de proteina y mTORC2 por seis (40). En la figura 2 se ilustran los

componentes de ambos complejos.

Deptor mLST8 Deptor mLST8

Figura 3. Representacién de los componentes de los complejos de mTORC.
El complejo 1 esta conformado por cinco proteinas y el complejo 2 esta
formado por seis proteinas

Aunque la funcion exacta de todos los componentes de mTORC1 aun no es clara
en la siguiente tabla se presentan en que podrian estar involucrados cada uno de
los componentes de mTORC1 (38), (39).

Tabla 1. Componentes de mTORC1

Complejo Descripcion
Mtorc Subunidad catalitica del complejo
Proteina-regulador asociada a
Raptor mTORC1, encargada de la regulacién

de unibn de mMTORC1 con sus
sustratos (39).

Sustrato de AKT abundante en prolina
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PRAS 40

de 40 kDa. Es un inhibidor directo de
mTORC. Su funcién se puede asociar,
junto con Deptor, a promover la
inhibicion de mTOR cuando la actividad
de éste disminuye (39).

mLST8 (también conocida como

Mammalian lethal. Con la proteina
SecT18, actua para estabilizar a

GAL) mTOR (39)
Contiene DEP-dominio. Inhibidor
Deptor directo que regula la actividad quinasa

de mTORC1 y mTORC2 (39).

Tras la activacion de mTORCH1, éste fosforila directamente PRAS40 y DEPTOR, lo

que reduce su interaccion fisica, activando su sefializacion (39).

3.5.2. Reguladores de mTORCL1.

De los dos complejos de mTORC, el complejo 1 es el mejor conocido, una
caracteristica notable de esta ruta de sefializacion es el numero y la diversidad de
senales ascendentes que detecta. La via mTORC1 responde a diferentes factores
externos como: el estrés, los factores de crecimiento (como insulina), los niv eles

de energia, oxigeno y aminoacidos los cuales al activarlo favorecen la sintesis de

proteinas, lipidos y la biosintesis ribosomal e inhiben la autofagia (41), (38).
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18

et



Figura 4. Factores externos que activan a la via de mTORC1 y mecanismos
gue regula. En azul se indican los factores que activan a mTORC1, en verde
se indican las rutas que activan y rojo se denotan los factores que inhiben a
MTORCL1 Yy las rutas que inhibe (38).

Uno de los reguladores claves de mTORC1 es el heterodimero que consta de
esclerosis tuberosa 1 (TSC1; también conocido como hamartina) y TSC2 (también
conocido como tuberina), TSC1 / 2 transmite muchas de las sefiales ascendentes
que activan a mTORCH1, incluyendo factores de crecimiento, tales como la insulina
y factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1), que estimulan las vias PI3K 'y
Ras (42), (38).

Otro de los factores externos que activan a mTORCH1, el cual es el mas importante
para este estudio, son los aminoacidos, que aunque aun no se conocen cuales
son los aminoacidos especificos necesarios para la activacion de mTORC1, si se
sabe que si se eliminan aminoacidos como es el caso de la leucina, trae como
consecuencia un impacto negativo sobre la activacion de mTORC1 (41). La

leucina contribuye a la activacion de mTORC1; sin embargo, este aminoacido
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debe estar presente junto con factores de crecimiento. Es importante destacar que
los aminoacidos son indispensables porque aunque estén presentes los factores
de crecimiento y otros estimuladores de mTORCH1, la activacién de esta proteina

no es eficiente cuando los aminoacidos son limitados (41), (38).

Recientemente se ha demostrado que el metabolismo de la glutamina también
puede estar involucrado en el control de mTORC1, ademas de que se requiere
para que la leucina extracelular pueda activar a mTOR (41). Aunque se ha
conocido durante algun tiempo que los aminoacidos actuan independientemente
de TSC1/2, el mecanismo molecular mediante el cual mTORC1 detecta
aminoacidos intracelulares aun sigue siendo un campo de investigacion, pues aun
se estan encontrando nuevos componentes que ayudan a explicar de mejor

manera esta senalizacion (41), (38).

3.5.3. Sintesis de proteinas regulada por mTORCL1.

El mecanismo por el cual son sintetizadas las proteinas se llama traduccion. Este
consta de tres fases, la iniciacion, la elongacion y la terminacion, siendo la fase de
iniciacion la mas importante. Para poder llevarse a cabo, se necesita que distintos
complejos multiproteicos regulen el proceso asi como de estimulos externos,
como los aminoacidos (36), (43). Basicamente el proceso de inicio de la
traduccion del mRNA, consta de dos pasos: el primero es la formacion del
complejo de pre-iniciacion 43S, que contiene metilonil-tRNA, elF2a, GTP y la
subunidad 40 S ribosomal. El segundo paso (y en el que se tendra mas enfoque)
es la uniéon del mRNA con el complejo de pre-inicio, por medio de un conjunto de
proteinas elF4 (factor de iniciacion eucariotico 4), las cuales estan compuestas por
la E, Ay G. La elF4e es la primera que se une a la estructura 5°-cap del RNAm a
través de la union con la proteina elF4G, posteriormente se le une la helicasa
elF4A y finalmente se une el complejo de pre-inicio 43 S ribosomal, dando inicio a
la traduccion (36), (44). Este paso esta regulado principalmente por medio de la
ruta de mTORC1, a través de sus blancos que controlan indirectamente este
proceso.
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Para que la unioén entre el complejo elF4e y la estructura 5°-cap del RNAm se lleve
a cabo, es necesario que sucedan dos cosas: la primera, que elF4e se encuentre
fosforilada y la segunda que esté disponible, es decir que la proteina de unién 1
(4E-BP1) no esté unida a elF4e, ya que si esto ocurre, no es posible que elF4e se
una al complejo elF4G y por ende tampoco al 5-cap del RNAm. Para esto es
necesario que 4E-BP1 sea fosforilada (activada), lo cual es a través de mTORC1,
la cual es activada por medio del estimulo de aminoacidos (36).

Otro elemento importante que forma parte del proceso de traduccion, es la
proteina S6K1 (S6 kinase 1) y el factor-2 de elongacion eucariético (eEF-2). Para
que el mecanismo de elongacion se lleve a cabo, es necesario que S6K este
fosforilada para inactivar a la cinasa eEF-2. Principalmente, la activacion de S6K
es regulado por mTORCH1, al estar activada S6K promueve la fosforilaciéon de otra
proteina ribosémica, S6, que conlleva al aumento de la traduccion de
subconjuntos de mMRNA que contiene oligopirimidina en la parte terminal (TOP) en
sus extremo 5°, que estan involucrados en la sintesis de proteinas ribosomales y
son necesarias para llevar a cabo la traduccion (36), (45).

Mediante el uso de inhibidores especificos del sitio activo de mTORC1, se ha
demostrado que disminuye de manera global la tasa de sintesis de proteinas, lo
cual indica que la ruta de mTORC1 tiene un papel importante en la regulacion de
la traduccion (38). En la figura 6 se muestra como mTORC1 regula la iniciacion de

la traduccion, mediante la activacion de sus blancos.
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Protein synthesis

Cap-dependant translation and elongation
Ribosome/mRNA biogenesis
rRNA, tRNA transcription, 5TOP mRNA translation

Figura 5. Blancos de mTORCL1.

Los blancos mejor estudiados de mTORC1 son 4E-BP1 y S6K, los cuales
estan involucrados en el proceso de iniciacion de la traduccion. Tomada de
Lapante y Sabatini 2012 (38).

3.6. Sintesis de proteinas en el higado.

El higado es un dérgano con un papel esencial en la sintesis de proteinas vy
metabolismo de nutrimentos y ademas se encarga de multiples funciones

sintéticas, reguladoras y desintoxicadoras.

Este drgano participa en el metabolismo de la mayoria de nutrimentos. Su funcién
consiste en regular las variaciones de la concentracion de los nutrimentos en el

plasma y mantener un suministro constante de los mismos a los tejidos periféricos.

En el metabolismo de hidratos de carbono, el higado es el encargado del
metabolismo y almacenamiento de la glucosa. En el metabolismo de lipidos, el
higado es el encargado de la sintesis de apoproteinas, fosfolipidos, colesterol,
degradacion y liberacion de acidos grasos asi como de la cetogénesis. Con
respecto al metabolismo de aminoacidos, el higado es responsable de metabolizar
gran parte de estos; lleva a cabo la sintesis de las principales proteinas

plasmaticas como la albumina, globulinas, fibrinbgeno, entre otras, de la
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degradacion de proteinas y de la liberacion de aminoacidos a la circulacion para la
sintesis proteinica.

El exceso de aminoacidos es degradado por medio del ciclo de la urea,
convirtiendo al nitrdgeno en urea, la que es excretada por los riflones. El esqueleto
carbonado de los aminoacidos llega hasta el metabolismo intermedio, donde es
transformado para la sintesis de la glucosa. (32), (46).

A continuacion, se presenta de forma general un esquema del metabolismo de los

aminoacidos en el higado.

Aminoacidos Proteinas

Cetoacidos

NH;

!

Urea =——> Urea

Porta

Aminoacidos

Figura 6. Esquema del metabolismo de aminoacidos en higado (31).
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4. JUSTIFICACION

En la actualidad México se encuentra en una situacion de transiciéon nutricional
muy grave, por un lado la desnutricion y por el otro, problemas de obesidad. La
primera afecta principalmente a la poblacion infantil, adultos mayores y personas
en hospitalizacion. Con el fin de combatir la desnutricon se ha propuesto como

estrategia el empleo de diferentes tipos de proteinas (47).

Actualmente, no se tiene conocimiento especifico de los mecanismos de accion a
nivel molecular de los diferentes tipos de proteinas vegetales sobre Ila
recuperacion nutricia, es por eso que en el presente estudio se analizara la calidad
nutricional de diferentes proteinas vegetales, ya sean solas o en combinacion,

sobre la recuperacion nutricional después de un periodo de desnutricion.

5. OBJETIVOS

5.1.0bjetivo general.

Estudiar el efecto de la calidad nutrimental de diferentes tipos de proteinas de
origen vegetal, sobre la sintesis de proteinas por medio de la ruta de mTORC1 en

higado después de un periodo de desnutricion en un modelo en ratas.

5.2. Objetivos especificos.

a) Desarrollar un modelo de desnutricibn de ratas macho de la cepa
Sprague Dawley, a través del consumo de una dieta con un contenido
de proteina del 0.5% durante 21 dias en horario restringido de 9 horas.

b) Evaluar la recuperacion de la desnutricién de las ratas desnutridas,
empleando una dieta con un contenido de 20% de proteina, (caseina,
aislado de proteina de maiz, soya, frijol, maiz/soya, maiz/frijol), en
horario restringido de 9 horas.

c) Determinar la expresion génica de mTOR, S6K y elF4e, por medio de

la técnica de PCR en tiempo real.
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d) Determinar la abundancia de proteinas por Western Blot en higado
mTORC1, pmTORCH1, S6K, pS6K, 4E-BP1 y p4E-BP1.
e) Realizar el analisis histomorfologico de los higados de las ratas en

estudio.

6. HIPOTESIS

Las ratas que consuman dietas con proteinas de alta calidad proteinica (caseina,
soya, soya/maiz, frijol/maiz) tendran una mejor recuperacion después del periodo
de desnutriciéon, lo cual se vera reflejado en la ganancia de peso, en la
concentracion de albumina y probablemente inducira la expresion de mTORC1 y
sus blancos S6K, pS6K, 4E-BP1 y p4EBP1.
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7. METODOLOGIA

Diagrama de flujo del experimento

[ 126 ratas macho Sprague Dawley (140 a 150g) ]

Consumo de la dieta con 0.5 % de proteina por 21
dias en horario restringido de 9 horas (8:00 am a
17:00 pm)

Cambio de dieta

] 0.5% ] 20% [ 20% Soya “ 20% M 20% ! 20% ]l 20% I
caseina l caseina PS FrijolCF || MaizPM | Soya/Maiz  Frijol/Maiz |
I | I | | J
Perfil de aminoacidos Eutanasia en los dias 1, 7y 14

(aminogramas) después del cambio de dieta

Tomade

Tejido
Todo
)

Parametros _ f,—lﬁ‘
bioquimicos: Expresionde f

Analisis

»Albumina . 2 roteina pormedio
> Glucosa histomorfologico pde w esﬁ:m blot:
» Triglicéridos *mTORC11
¥Insulina *PmTORC1
»Colesterol sS6K
PS6K
4EBP1
\ *P4EBP1 J

Figura 7. Diagrama del disefio del estudio.
PS (proteina de soya), CF (concentrado de frijol), PM (proteina de maiz)

26

——
| S—



7.1. Animales de experimentacion

Para este estudio se utilizaron 126 ratas macho de la cepa Sprague Dawley con
un peso inicial de 140 a150 g (Harlan México), las cuales estuvieron en el bioterio
del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran en jaulas
individuales con piso de malla, con temperatura controlada y con acceso libre a
agua. Las ratas se alimentaron en horario restringido de nueve horas de las 8:00
horas a las 17:00 horas durante todo el tratamiento, por 21 dias con una dieta al
0.5% de caseina y por 14 dias con una dieta al 20% de diferentes tipos de

proteinas.

El monitoreo de la ganancia de peso y el consumo de alimento se realiz6 durante
los 35 dias de estudio, midiendo el consumo de alimento todos los dias y la

ganancia de peso dos dias a la semana.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran de acuerdo con los lineamientos

internacionales para el uso de animales de experimentacion.

7.2. Diseiio de las dietas.

La dieta con 0.5% de caseina se realizd, ajustando las recomendaciones de la
AIN-93 (American Institute of Nutrition) y es isoenergética con respecto a las otras
dietas que mas adelante se describen. En la tabla 2 se muestra la composicidon de
la dieta (48).

Tabla 2. Composicién de la dieta con un contenido de 0.5% de caseina

g/100 de
Componente dieta
Proteina 0.6
Almidoén 52.0
Maltodextrinas 17.3
Sacarosa 13.1
Aceite de soya 7.0
Fibra 5.0
Mezcla de Minerales 3.5
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AIN-93 MP

Mezcla de vitaminas 1
AIN-93 MP
L-cistina 0.3
Citrato de Colina 0.25

Terbutilhidroquinona | 0.0014

Aporte energético 394.74
kcal/100g de dieta

7.2.1.Disefio de dietas con 20% de proteina.

Las dietas con 20% de proteina se elaboraron con las diferentes fuentes de
proteinas: caseina, proteina aislada de soya, proteina de maiz, concentrado de
frijol, y mezclas de dos proteinas: proteina aislada de soya (10%) con proteina de
maiz (10%) y la otra de concentrado de frijol (10%) con proteina de maiz (10%)
(Tabla 4). Para su elaboracion se tomd en cuenta el analisis proximal de cada
fuente de proteina (Tabla 3) y con ello realizar el ajuste al 20% de proteina, las
dietas se formularon de acuerdo a los lineamientos de la AIN-93G, las dietas con
un contenido de proteina del 20% permite el crecimiento 6ptimo de animales de
laboratorio(48).

Tabla 3. Analisis proximal de los diferentes tipos de proteinas

Componente Caseina | Proteina** | Concentrado*** | Proteina****
20% de soya de frijol 20% de maiz
20% 20%
g/100g de la fuente de proteina

Proteina 90.6 90 68.52 59.06

Lipidos 0.1 0.5 4.56 1

Hidratos de carbono 7.4 5 20.67 37.56

Cenizas 1.9 4.5 5.26 213

Fibra 0 0 0.99 0.25

Total 100 100 100 100

*Analisis quimico proximal de la caseina (Harlan, Teklad. Catalog No. 160040).

** Analisis quimico proximal de proteina aislada de soya (Protein Technologies International SUPRO®
710, proteina  aislada de soya)

***Analisis quimico proximal de maiz y frijol de acuerdo a los métodos de AOAC 1990 (laboratorio de
analisis quimicos para alimentos en el departamento de nutricién animal y bioquimica de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia)
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La composicion quimica proximal del concentrado de frijol y la proteina de maiz
fueron llevadas a cabo por el Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Respecto a los

analisis proximales de caseina y la soya se emplearon los datos de la ficha técnica
de los aislados comerciales.

Tabla 4. Composicién de las dietas

Mezcla de dos fuentes de
proteina
Componente CAS SOY | FRIJOL | MAiz SOY | MAIZ | FRIUOL | MAIiz
20% 20% 20% 20% 10% 10% 10% 10%
g/100g de dieta
Proteina 22.08 22.22 29.18 33.86 11.11 | 16.9 14.59 | 16.93
Almidén 39.21 39.38 37.74 35.51 36.62 37.44
Maltodextrinas 12.66 12.83 11.19 8.96 10.07 10.89
Sacarosa 9.46 9.63 7.99 5.76 6.87 7.69
Aceite de 6.98 6.89 5.67 6.66 6.17 6.78
Soya
Fibra 5.00 5.00 4.71 4.92 4.81 4.96
Mezcla de 3.50 3 3.50 3.50 3.50 3.50
Minerales
AIN-93 MP
Mezcla de 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Vitaminas
AIN-93 MP
L-cistina 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
Citrato de 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Colina
Terbutilhidro- | 0.0014 | 0.0014 | 0.0014 0.0014 0.0014 0.0014
quinona
Aporte 396.4 398.2 395.4 396.3 397.3 395.9
energético
kcal/100g de
dieta

maiz

CAS: caseina, SOY: proteina de soya, FRIJOL: concentrado de frijol, MAIZ: Proteina de

7.2.2. Cambio de la dieta.

Después de que las 126 ratas estuvieron sometidas al tratamiento de desnutricion
consumiendo 0.5% de proteina por 21 dias, se les dividié en siete grupos

diferentes con 18 ratas cada uno, los cuales se alimentaron con las dietas con un
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contenido de 20% de proteina y un grupo que continudé consumiendo la dieta con
0.5% de proteina. A su vez cada grupo se dividi6 en tres grupos (dia 1, dia 7 y dia

14), cada uno con 6 animales.

7.3. Eutanasia.

La eutanasia se realiz6 después de los 21 dias de desnutricion, a un dia, siete y
catorce dias después de haber consumido las dietas de recuperacion. Las ratas
tuvieron acceso al alimento durante una hora antes del sacrificio. La eutanasia se
llevé a cabo colocando las ratas en una camara saturada con CO; con la finalidad
de sedarlos y después decapitarlos. Se recolecto la sangre de cada rata en tubos
de 5 mL con anticuagulante y gel separador (BD Vacutainer®, BD Franklin, Lakes
NJ, USA) para la medicién de parametros bioquimicos y hormonales. Se realizé la
necropsia para obtener el higado para extraccion de proteina y de RNA total. El
tejido se colocd en tubos de microcentrifuga Eppendorf (Microtube, Axigen, Union
City, USA), se congel6 en seguida en nitrégeno liquido y se mantuvo a -70°C en
ultracongelador. Paralelamente, también se tomaron muestras frescas de higado
de aproximadamente 1 cm x 1 cm, las cuales fueron colocadas en cassetes para
los analisis histologicos (Shandon Cassete, REF 1000957, Thermo Fisher
Scientific, Runcom Cheshire, UK). Los cassetes con el tejido se conservaron en

formalina al 10% con el fin de prevenir la autolisis del tejido.

7.4. Medicion de parametros bioquimicos e insulina en suero.

Esta determinacidn se realizé a cada una de las 126 ratas después de concluido el
estudio. Con las muestras de sangre, se obtuvo el suero, centrifugando a 3000
rom por 10 minutos a 6°C. Se tomaron 150 pyL de suero de rata para cuantificar
niveles de glucosa, albumina, triglicéridos, colesterol total (mg/dL), por método de
colorimetria indirecta enzimatica mediante el autoanalizador cobas c111 de
Roche®.
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Se determind la concentracién de insulina mediante radioinmunoensayos (Millipore
Rat Insulin RIA KIT, #Cat RI-13K, Millipore, St Charles, Missouri, USA), los cuales
contienen un antigeno con marca radiactiva. En esta prueba se mezcla una
cantidad constante de antigeno marcado radiactivamente y una cantidad
constante de anticuerpo, para que se produzca la reaccion antigeno (Ag)
anticuerpo (Ac) y sea cuantificado en un contador de radiaciones gammas
(Quantum D5002, Packard, Luman, USA).

7.5. Extraccion y cuantificacion de RNA.

La extraccion de RNA total de los 126 higados de las ratas en estudio se realizd
empleando el reactivo trizol (invitrogen), él cual es una solucion monofasica que
mantiene la integridad del RNA al mismo tiempo que altera la estabilidad de la

célula disolviendo sus componentes.
Ensayo para extraccion de RNA

Se agregé 1 mL de trizol en tubos eppendorf PCR (Clean cetrifugation) que
contenian un balin (Stainless Steel Beads QIAGEN); se tomaron muestras del
tejido hepatico, los cuales fueron introducidos en los tubos que posteriormente se
colocaron en el equipo Tissuelyser programandolo en Star-P1 30 Fr por dos
minutos para homogeneizar el tejido; después de transcurrido ese tiempo se
sacaron los tubos del equipo y se le agregaron 200 pL de cloroformo al 100%, se
homogeneizaron, se dejaron incubando por 10 minutos a temperatura ambiente y
se centrifugd a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4°C (Eppendorf, Centrifuge
5804R, USA, rotor F45-30-11). Las muestras se separaron entonces en dos fases,
una acuosa en donde permanece el RNA y una organica donde se encuentran
proteinas y lipidos; por lo tanto, se recuperoé la fase superior acuosa y se transfirié
a tubos Eppendorf nuevos de 1.5 mL en donde se mezclé con 500 uL de
isopropanol al 100% para precipitar el RNA. Se volvié a incubar por 10 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugé a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El
sobrenadante se desechd y se realizé un lavado a la pastilla de RNA obtenida con
1 mL de etanol frio (4°C) al 75% y se centrifugd a 1400 rpm durante 10 min a 4° C.

El sobrenadante se desechd por inversidon y la pastilla se resuspendié agregando
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150 yL de agua libre de DNasas y RNasas (Sigma) y se incubd en hielo por 15
minutos. Las muestras de RNA se guardaron a -80°C. (Thermo Scientific TSE

series).

7.5.1. Cuantificacion de RNA.

Se cuantificd cuantificaciéon al RNA obtenido para llevar a cabo la reaccion de RT-
PCR.

Ensayo

Se descongelaron las muestras en hielo, posteriormente se calentaron 5 minutos a
65°C con el fin de desnaturalizar las cadenas de RNA y se cuantificaron en un
espectrofotometro de micro volumen (NanoDrop 2000 Thermo Scientific) a 260

nm.

Para corroborar la pureza del RNA se tomo la lectura a 260 y 280 nm para obtener
la relacién de 260/280 que debe ser de 1.9 a 2.2. Si el valor de la lectura no se
encuentra en este intervalo, se puede considerar que el RNA se encuentra

contaminado con proteinas

7.5.2. Reaccion de transcripcion reversa para la generacion de cDNA a
partir del RNA extraido.

En la medicion de la expresion génica es necesario realizar la sintesis de acido
desoxirribonucleico complementario (cDNA) por medio de la reaccién de
transcripcion reversa (RT), la cual se denomina asi debido a que se utiliza un
molde de RNA para sintetizar una cadena de cDNA utilizando la enzima

transcriptasa reversa.
Ensayo

Para la sintesis de cDNA, se realiz6 la transcripcion reversa empleando el RNA a
la concentracidn deseada, la transcriptasa reversa y el oligo dT. La reaccion se

llevd a cabo en un termociclador, el cual se programé primero a 60°C por 42
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minutos, posteriormente a 94°C por 5 minutos y al término de este tiempo, las

muestras se mantuvieron a 4°C.

7.5.3. PCR en tiempo real.

Este ensayo permite amplificar los niveles de cDNA mediante ciclos de altas y
bajas temperaturas, usando ensayos fluorogénicos Sybergreen especificos para

cada gen de interés.
Ensayo

Se prepardé una mezcla que contenia: 5 yL de mezcla maestra, 1 yuL de primer
SYBR Green I®, 2 yL de agua Sigma, y 2 uL de cDNA. La reaccion se hizo por
triplicado en un volumen de 10 pL. El equipo utilizado fue Light Cycler® 48011

Roche. En la siguiente tabla se enlistan los primers utilizados.

Tabla 5. Sondas SYBR Green | empleadas

Gen Secuencia
mTOR_F GAGATGAGGAAGTGGGTGGA
mTOR_R GCAGCACTTCAAGCAGAGTG
rRps6ka2_F ATACCCCCGAGGAGATTCTG
rRps6ka2 R AGATGGACGTCCTGTCTGCT
rEIF4e_F GACGTGGTGGAGCTGTTGT
rEIF4e R GAGCGCTCTTTGTAGCTGT

Con la curva de amplificacién se determind el ciclo al corte (Ct) y se determind el
valor de la expresion con la formula 222!, Los valores obtenidos se normalizaron
empleando el valor de amplificacion del gen estructural (ciclofilina). Se empled
como control al grupo de ratas que fue alimentado con la dieta de 0.5% de

proteina.

7.6. Determinacion y cuantificacion de proteina por Western Blot

El Western Blot es un método para identificar proteinas en una mezcla compleja
de las mismas, transfiriendo las proteinas separadas mediante el peso molecular,
de un medio gelificado a una membrana de nitrocelulosa de union de las proteinas

para su respectivo analisis (49).
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7.6.1. Extraccién de proteina.

Para la extraccion de proteina, se tomaron muestras de cada higado de entre 100
a 500 mg, las cuales se agregaron a tubos Eppendorf de 2 mL y se
homogeneizaron con buffer de lisis RIPA (PBS 1X, NP40 al 1%, deoxicolato de
sodio al 0.5%, SDS 0.1%, azida de sodio al 0.006%), el cual contiene SDS que es
un detergente que contribuye a la ruptura de membranas celulares. A este buffer
se le agrega un inhibidor de proteasas Complete (Roche Applied Science),
NasVOs 2mM y NaF 1mM para evitar la degradacién de las proteinas. Los
homogeneados se centrifugaron a 14,000 rpm por 10 minutos a 4°C, para
precipitar restos celulares. Se recolect6 el sobrenadante y se transfirié a un tubo
nuevo. La proteina se cuantificé por el método de Lowry (BioRad). Este es un
ensayo colorimétrico que se basa en la reaccion de ciertos residuos de
aminoacidos con una solucion de tartrato de cobre la cual es reducida con el
reactivo Folina produciendo una coloracion azul en donde la intensidad del color
es proporcional a la cantidad de proteina de la muestra. La concentracion de
proteina se determind mediante una curva estandar de albumina en un

espectrofotometro a una longitud de onda de 750 nm.

7.6.2. Western Blot.

Los extractos de proteina se trataron con agentes reductores (-mercaptoetanol) y
calor (80°C por 5 minutos) para provocar la pérdida de las estructuras secundarias
y terciarias de las proteinas para que de este modo la conformacion tridimensional
de las proteinas no interfiera con la electroforesis y las proteinas se puedan
separar en funcion de su tamafo. Para que las proteinas problema pudieran ser
accesibles a la deteccion por anticuerpos, se separaron en un gel de
poliacrilamida con SDS y se transfirieron a una membrana de difluoruro de
polivinilo (Immobilon transfer membranes, Millipore) por electrotransferencia
humeda. Las membranas se bloquearon incubandolas en solucion blotto (TBS 1X-
tween 0.1% con leche entera en polvo 5%) por 60 minutos para evitar uniones de
anticuerpo inespecificas; se lavaron con TBS-t (TBS 1X- tween 0.1%) e incubaron

con el anticuerpo primario por 12 horas a 4°C y 120 minutos a temperatura
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ambiente (tabla 5). Finalmente las membranas se incubaron con el anticuerpo
secundario (tabla 5) por 120 minutos a temperatura ambiente y las bandas se
visualizaron con un reactivo quimioluminiscente (Reactivos ECL Immobilion
western, millipore 1:1) que contiene el sustrato de la enzima presente en el
anticuerpo secundario catalizando una reaccion colorimétrica que permite la
visualizacion de la proteina problema en la membrana. Como control de carga se

evaluo la expresién proteinica de tubulina.

Tabla 6. Anticuerpos empleados

Proteina Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
Tubulina Tubulina Santa Cruz, SC7396 | Anti-cabra IgG-HRP (sc 2768)
(50kDa)

mTORC1 mTORC1 Cell  signaling | Anti-conejo IgG-HRP (sc 2004)
(289kDa) 29725

pmTORCA1 pmTORC1 Ser 248, Cell | Anti-conejo IgG-HRP (sc 2004)
(289kDa) signaling 29745

S6K1 S6K1 a (c18) Santa Cruz 230 | Anti-conejo IgG-HRP (sc 2004)
(70kDa)

pS6K1 (70kDa) | pS6K1 Thr 389 108 D2, Cell | Anti-conejo IgG-HRP (sc 2004)
signaling 92345.

4E-BP1 4E-BP1 (53H11) Cell | Anti-conejo IgG-HRP (sc 2004)
(15-20kDa) signaling 9644

p4E-BP1 p4E-BP1 Thr 37/46, Cell | Anti-conejo IgG-HRP (sc 2004)
15-20kDa) signaling 9459

7.7.Aminogramas.

El perfil de aminoacidos de las diferentes proteinas empleadas, fueron realizados

por el laboratorio Siliker Ibérica.

7.8. Estudio histomorfolégico.

Los tejidos de higado que se encontraban en los cassetes conservados en
formalina 10% se embebieron en parafina (Paraplast Plus, Cat-23-021-400, Fisher
Scientific Company, Houston, Tx). Este proceso se inicié con la deshidratacion del
tejido mediante lavados de alcohol; posteriormente, se removido el agente

deshidratante con xilol, que es miscible con la parafina la cual se utiliza al final
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para embeber el tejido. Se realizaron cortes con el micrétomo de 4 um (Leica RM
2235, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Germany). Finalmente, los cortes se
tineron por el método hematoxilina-eosina. Se utiliz6 este tipo de tincion, debido a
que es el mas adecuado para observar mejor las caracteristicas estructurales

generales del higado, entre ellos los hepatocitos (50).

7.9. Andlisis estadistico.

Los resultados experimentales, estan expresados en promedio £+ S.E.M. Los
resultados de peso corporal y consumo de alimento fueron evaluados por analisis
de varianza (ANOVA) de dos vias considerando como factores el tiempo y el
tratamiento dietario. Las determinaciones de parametros bioquimicos, RT-PCR y
Western Blot se evaluaron por analisis de varianza (ANOVA) de una solo via.
Posteriormente se realizé la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni, y
las diferencias significativas entre grupos se sefalaron con diferentes letras en
cada figura, siendo “a” el de valor mayor (a>b>c>d), considerando en todos los
casos una P<0.05 como estadisticamente significativo. Los datos fueron

analizados mediante el programa estadistico Graph Pad Prism 6 para Windows.
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8. RESULTADOS

8.1. Anélisis de aminoécidos de las diferentes proteinas

La proteina dietaria ya sea de origen animal o vegetal, es la principal fuente de
aminoacidos para llevar a cabo el proceso de sintesis de proteinas. Sin embargo,
no todas las fuentes de proteinas tienen la misma calidad nutricional, debido a que
algunas son deficientes en aminoacidos indispensables en la dieta, lo cual puede
repercutir en que algunos mecanismos no se lleven a cabo satisfactoriamente o
que haya alguna alteracion, ya sea a nivel fisiolégico o molecular. Por ejemplo,
una baja ingesta de lisina esta relacionada con un bajo o lento crecimiento y con
un bajo nivel de proteinas sericas como la albumina (51). En el caso del triptéfano,
este es un aminoacido que ademas de ser precursor de la sintesis de serotonina y
melatonina, también esta involucrado en el proceso de sintesis de proteinas
plasmaticas como la albumina (52). Por otro lado, se encuentran otros
aminoacidos que su consumo esta relacionado con padecimientos como

hipercolesterolemia (53).

Por lo anterior, es importante conocer el perfil de aminoacidos de las diferentes
fuentes de proteinas dietarias. En la Tabla 7 se muestra los aminogramas de las
distintas proteinas empleadas, donde los valores son comparados con los valores
estandar de la FAO p ara la proteina ideal para la alimentacion de preescolares de

2 a 5 anos.

37

——
| —



Tabla 7. Aminogramas de las diferentes proteinas o combinacion de

proteinas
AMINOACIDOS PROTEINA
FAO | CASEINA | SOYA FRIJOL | MAIZ | FRIJOL
+ MAIZ
mg/g de proteina
Acido Aspartico 73.95 115.67 151.84 76.53 | 108.35
Acido Glutamico 224.72 187.78 164.48 254.32 | 187.70
Serina 58.94 55.56 86.34 69.08 | 69.68
Histidina 19 26.60 24.78 29.88 23.03 24.34
Glicina 19.32 41.00 47.60 35.05 | 37.84
Treonina 34 44.70 38.11 59.09 40.81 45.17
Arginina 37.31 76.33 70.26 42.16 | 51.01
Alanina 32.01 43.22 53.84 105.99 | 68.34
Tirosina 56.95 36.67 47.44 62.14 | 47.67
Valina 35 56.84 39.00 57.45 46.73 | 47.84
Metionina 26.16 12.67 13.95 28.11 18.84
Metionina + cistina 25 29.36 23.22 20.68 47.92  28.67
Fenilalanina 57.17 54.44 81.75 80.93 | 69.01
Fenilalanina + tirosina 63 114.13 91.11 129.19 143.07 116.69
Isoleucina 28 45.47 38.44 50.56 40.64 | 43.01
Leucina 66 95.58 77.00 104.40 192.01 130.36
Lisina 58 77.70 61.11 78.14 19.81 4717
Prolina 116.45 54.11 49.90 115.31 | 73.85
Cistina 3.20 10.56 6.73 19.81 9.83
Triptéfano 11 12.36 12.00 15.59 7.62 10.34
Score quimico 100 93 82 34 81
Aminoacido limitante Ninguno | Triptéfano @ Metionina +  Lisina | Lisina

cistina
Aminogramas de los diferentes tipos de proteinas, en color morado se
encuentran marcados los aminoacidos indispensables que tiene cada
proteina.

En la tabla anterior se puede observar que la proteina de maiz es altamente
deficiente en lisina (19.81 mg/g proteina) y triptéfano (7.62 mg/g proteina), lo cual
coincide con lo reportado en la literatura (54), (20). Lo que indica que al alimentar
a los animales con esta proteina, probablemente tendran un menor crecimiento y

los niveles de albumina no seran elevados después de la recuperacion de la
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desnutricion, debido a que cuando existe una deficiencia constante de uno o
varios aminoacidos indispensables en las proteinas ingeridas, el crecimiento y
desarrollo se llevan a cabo de manera lenta (20). Una manera de poder
comprobar lo anterior en nuestro estudio, es a través del monitoreo del peso
corporal y consumo de alimento de las ratas, antes y durante la recuperacion

nutricional con los diferentes tratamientos dietarios.

8.2. Efecto de los tratamientos dietarios en el peso corporal y

consumo de alimento.
A continuacién, se muestran los valores promedios de peso corporal al inicio y al

final del periodo de desnutricion y durante los dias de recuperacion, asi como el

consumo de alimento que tuvieron los animales durante todo el estudio (Tabla 8).

Tabla 8. Valores promedios de peso corporal
durante todo el estudio.

y consumo de alimento

Periodo de recuperacion
Tratamiento Peso Peso Peso Peso Peso Alimento
Dietario corporal corporal corporal | corporal | corporal | consumido
inicial (g) dia21(g) | dia1(g) | dia7(g) | dia14 (g/dia)
(9)
Caseina 150.34 £ 1.54 | 118.87£1.39 | 116.13 £ | 11471+ | 104.37 £+ | 7.76+0.63
0.5% 1.74 1.53 1.58
Caseina 147.53 £ 1.68 | 117.52£1.32 | 119.55 % | 157.73 £ | 205.405 | 16.70+0.96
20% 1.74 1.89 +5.44
Soya 20% | 142.88.+ 6.68 | 114.29+2.42 | 107.18 + | 140.90+ | 190.5+ | 15.19+0.80
2.19 2.45 5.58
Frijol 20% | 151.88 £ 1.56 | 121.23x1.45 | 121.51+ | 140.30 % | 174.16 £ | 14.77+0.86
1.38 2.60 4.07
Maiz 20% | 147.18 +1.68 | 118.59+0.95 | 114.81 + | 133.36 + | 141.45+ | 11.00+0.77
0.34 2.10 3.31
Frijol + 150.31+£1.28 | 122.78+1.23 | 119.11+ | 157.77 £ | 201.48 £ | 17.4410.92
Maiz (20%) 1.60 4.08 3.58
Soya + Maiz | 155.65 + 2.15 | 120.32+1.53 | 118.14 £+ | 149.16 £ | 200.7 16.81+1.1
(20%) 2.67 2.51 3.99

Se muestran los valores
alimento (n=6).

promedio £+ SEM del peso corporal y consumo de
El peso corporal promedio inicial de todos los grupos, fue de 150.30 g + 2.02.
Después de los 21 dias de desnutricion, las 126 ratas tuvieron un peso corporal

promedio de 118.85 g £ 1.35, lo que indica una pérdida de peso del 20.92%. Se
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puede observar que durante el periodo de recuperacion hasta el dia 14, los
animales que consumieron caseina al 0.5% continuaron con una perdida de peso
del 12.20%; mientras que los que consumieron caseina al 20% tuvieron una
recuperacion de peso de 74.43%, los de soya un 66.70%, soya/maiz 66.80% vy
frijol/maiz un 64.09%, por lo que fueron los grupos que tuvieron un mayor
porcentaje de peso corporal. Los grupos que tuvieron un menor efecto sobre la
recuperacion de peso corporal en los animales, fueron los que consumieron frijol
con un 43.70% y maiz con 19.28%. Esto era de esperarse, debido a que
principalmente el maiz, es una proteina dificiente en lisina, lo que la convierte en

una proteina con baja calidad proteinica.

En la Tabla 7, se puede observar que el concentrado de frijol tiene como
aminoacidos limitantes la combinaciéon de metionina/cistina, razén por la cual no
puede ser una proteina con una alta eficiencia de conversion proteinica y por ende

no es posible que los animales recuperen satisfactoriamente su peso corporal.

En las siguientes graficas (Figura 8), se muestra el peso corporal que tuvieron las

ratas durante todo el tratamiento.
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Consumo de alimento (g)

acuerdo a la fuente de proteina dietaria. Las ratas que presentaron la mayor
ganancia de peso (Figura 8B), fueron las alimentadas con caseina al 20% (7.01
g/dia), frijol/maiz (6.77 g/dia) y soya/maiz (6.72 g/dia), seguidas por las ratas que
fueron alimentadas con soya (4.15 g/dia) y frijol (4.01 g/dia). ElI grupo que

presento la menor ganancia de peso fue el alimentado con maiz (2.23 g/dia).

Consumo de Alimento

Enseguida se muestran las graficas (figura 9) del consumo de alimento con los

diferentes tratamientos dietarios.

B
C
S
25" ‘ €207 a.b
: 0.5% Caseina o = b
20 ' € 15- v C
' < 20% Caseina i
15 20:/0 So__ya © 10
10- : < 20% Frijol S e
WV * 20% Maiz o g,
97 5 20% Frijol + Maiz £
0 : - : * 20% Soya + Maiz o Q4= T "
= © © -
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o o X = o
o © «
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0.5%
20%

Figura 9. Consumo de alimento.

(A) Consumo de alimento (g/dia) a lo largo de todo el experimento. (B)
Consumo de alimento promedio. n=18 para cada grupo experimental. ANOVA
de dos vias factores: tiempo y tratamiento dietario, diferentes letras
representan diferencia significativa (a>b>c>d>e).P<0.05.
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Se puede observar (Figuras 9A y 9B), que la ingesta de la dieta al 0.5% de
caseina fue muy baja (7.76 g/dia) y al realizar los cambios a las dietas de
recuperacion el consumo de alimento se incrementod significativamente. Las ratas
que consumieron mas alimento fueron las que ingirieron frijol/maiz (17.44 g/dia),
soya/maiz (16.81 g/dia) y caseina 20% (16.70 g/dia), seguidas de las ratas
alimentadas con soya y frijol con un consumo de alimento de 15.19 g/dia y 14.77
g/dia respectivamente, mientras que las ratas que consumieron la menor cantidad

de alimento fueron las que recibieron maiz como fuente de proteina (11.00 g/dia).

8.3. ANALISIS DE PARAMETROS BIOQUIMICOS EN SUERO

Es importante la determinacion de los parametros bioquimicos en suero, ya que
son un indicativo del efecto de las dietas de recuperacion en las ratas a nivel
fisiolégico. Para analizar los parametros bioquimicos obtenidos en el presente
estudio, es importante conocer cuales son los valores normales de éstos en suero

en ratas (Tabla 9).

Tabla 9. Valores normales de los pardmetros bioquimicos

Parametro Intervalo
bioquimico
Glucosa' 118-152 mg/dL
Insulina® 0.5-2 ng/mL
Albtimina’ 2.2-5.0 g/dL
Colesterol? <200 mg/dL
Triglicéridos® <150 mg/dL

Fuente: 1 Matsuzawa, 1997 (55). 2 Marquez Claudia (20)
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8.3.1. Glucosa en suero

En la Figura 10, se muestran las concentraciones de glucosa de los tres dias de

recuperacion después de consumir las dietas de recuperacion.

A Dia 1 B Dia 7
_l 2 - —
K 2R %200- a ab
2 1504+ = a,
£ 21150. Cbecbcd
1] 100' —
3 ® 100+
»
© 501 o
= © 501
O o 3
O ™ ™ ™ ™ ™ ™™ (U] 0
2ER 88 8 B O I~ M~ I~ I~ M~ I~
gg;_oggs T T T T T T T
o = + w »w © = N
L: (': N E = W n © © > .Q.. G % %
A PG OO0 8 Esuw
w3 S8 3 R e PL T e
o N NN ﬁ °" 3 ¥ 2 ==
N 288
C Dia 14 S N & N ™
)
a
2 D GLUCOSA
— 200
£ S
© 15044 B
"
S E
E 3100
© o : : 3
< < < < s 50
- ™ = (G
T T T T
© = N
> .2 ® %
S T = 0.5% 20% 20% 20% 20% 20% 20%
N o o Caseina CaseinaSoya Frijol Maiz F+M S+M
2 2 X 3
=] o o - -
o o 8 & Tiempo (dias)
N N

Figura 10. Efecto de los diferentes tratamientos dietarios durante los dias de
recuperacion 1, 7y 14 sobre la concentracion de glucosa en suero.

(A). Concentracion de glucosa en suero en el dia 1, después de haber
consumido la dieta de recuperacion. (B). Concentracién de glucosa en suero
en el dia 7 de recuperacion. (C). Concentracion de glucosa en suero en el dia
14 de recuperacion. (D). Promedio de la concentracion de glucosa en suero,
en los tres dias de recuperacion. N= 6 por cada grupo experimental.
Diferentes letras representan diferencia estadistica significativa (a>b>c>d).
P<0.05 ANOVA de unavia.
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Se puede observar (Figura 10A) que con un dia de ingesta, las concentraciones
de glucosa no variaron entre los grupos experimentales y se mantuvo dentro de
los niveles normales. Después de siete dias de consumir las dietas de
recuperacion (Figura 10B) se observo que las ratas alimentadas con caseina al
20% y soya presentaron una concentracién de glucosa ligeramente mayor al
intervelo maximo reportado para ratas, 166.6 mg/dL y 1554 mg/dL
respectivamente, mientras que las ratas alimentadas con caseina 0.5% (149.4
mg/dL), frijol (140.6 mg/dL), maiz (138.5 g/dL), frijol/maiz (133.3 mg/dL) y
soya/maiz (126.4 mg/dL) mantuvieron los niveles de glucosa dentro del intervalo

normal.

Por ultimo después de consumir las dietas de recuperacion durante 14 dias
(Figura 10C) se observd que las ratas alimentadas con soya y caseina al 20%
mantuvieron concentraciones de glucosa superiores a los niveles normales

reportados para ratas (170.7 mg/dL y 164.98 mg/dL, respectivamente).
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Insulina (ng/mL)

8.3.2. Insulina en suero

A continuacion en la Figura 11, se presentan las graficas de las concentraciones

de insulina de los dias 1, 7 y 14 de recuperacion.

A
4 Dia 1 B ,
] 5 a. Dia 7
34 E
2 3
2_ —
© 21 b
1 = b b 2
. 2 e <
oS mmERENEN £
O ™ ™ ™ ™ ™ ©™ O M~ M~ M~ M~ M~ M~
T T T T T T T T T T T T T T
2883y = 28835 8==
o = o + + OO o = O 4+ +
X =X o 32 » X R 2 X 2
° T S X 2 e o = X £ &5 g
w & ST 5 o X YN oo g 88
- 8= Q & « S =) N q N
Cc D INSULINA
g’ Dia 14 4-
E E
© 3 !
£ 5 3
c
© 2- a —
£ ab  bedigac @ 2
- 11d,c =
© < <t & < <+ < £
T ™ ™ ™ ™ ™ ™ [
w © O T T T T 04 ——
gggs\uss 0|1 7141 71411 71411 714{1 7141 714
Q02 = g 73 t-}-} 0.5%  20% 20% 20% 20% 20%
b = u: '-'; ° 2 2 Caseina Caseina 2 Frijol Maiz F+M S+M
; © o~ > 2 -
o o © o . .
NQ I s« Tiempo (dias)

Figura 11. Efecto de los diferentes tratamientos dietarios durante los dias de
recuperacion 1, 7y 14 sobre la concentracion de insulina en suero.

(A). Concentracién de insulina en suero en el dia 1, después de haber
consumido la dieta de recuperacion. (B) Concentracion de insulina en suero
en el dia 7 de recuperacion. (C) Concentracion de insulina en suero en el dia
14 de recuperacién. (D). Promedio de la concentraciéon de insulina en suero,
en los tres dias de recuperacion. N= 6 por cada grupo experimental.
Diferentes letras representan diferencia estadistica significativa (a>b>c>d).
P<0.05 ANOVA de una via.

46

——
| —



Al primer dia (Figura 11A), el consumo de las diferentes proteinas no indujo
cambios en la concentracion de insulina, ya que los niveles en suero se

mantuvieron bajos y constantes.

Es posible observar que al dia siete de recuperacioén (Figura 11B) la ingesta de
las diferentes proteinas dietarias comenzé a inducir cambios sobre los niveles de
insulina. La dieta con caseina al 20% fue la que generd un incremento con
respecto a los niveles normales (3.38 ng/mL), mientras que los demas

tratamientos mantuvieron los niveles en valores normales.

De forma similar al dia 14 de recuperacion (Figura 11C), todos los grupos
mantuvieron niveles normales de la hormona. El grupo que consumio6 caseina al

20% mostré una disminucién de los niveles hasta 0.57ng/mL.
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8.3.3. AlbUmina en suero

Para conocer el estado nutricional de las ratas se midieron las concentraciones de

albumina en suero, a continuacion (Figura 12) se muestran.

Albumina (g/dL)
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Figura 12. Efecto de los diferentes tratamientos durante los dias de
recuperacion 1, 7y 14 sobre la cocncentracion de albumina en suero.

(A). Concentracién de albumina en suero en el dia 1, después de haber
consumido la dieta de recuperacion. (B). Concentracion de albumina en
suero en el dia 7 de recuperaciéon. (C). Concentracion de albumina en suero
en el dia 14 de recuperacion. (D). Promedio de la concentracion de albumina
en suero, en los tres dias de recuperacibn. N= 6 por cada grupo
experimental. Diferentes letras representan diferencia estadistica
significativa (a>b>c>d). P<0.05 ANOVA de una via.
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En el dia 1, (Figura 12A), la ingesta de las proteinas dietarias al 20% no
repercuten en un cambio significativo sobre los niveles de albumina, en
comparacion con la dieta de 0.5% de proteina. El comportamiento es constante en

todos los grupos experimentales y se mantienen en niveles normales.

En el segundo dia de recuperaciéon (Figura 12B), la ingesta de caseina al 20%,
soya Yy frijol ocasiona un incremento en la concentracion de albumina de: 5.26
g/dL, 5.26 g/dL y 4.94 g/dL respectivamente, seguidas por los grupos alimentados
con soya/maiz (4.03g/dL), maiz (4.09g/dL) y frijol/maiz (4.26g/dL) que mantienen
niveles muy semejantes al dia 1. Después de consumir por 14 dias (Figura 12C)
las diferente dietas se observa que los tratamientos con soya (5.09 g/dL), frijol
(4.83 g/dL) y caseina al 20% (4.58 g/dL), mantuvieron los niveles de albumina
elevados. Sin embargo los tratamientos que no mostraron un cambio significativo
fueron los tratamientos de frijol/maiz (4.35 g/dL), maiz (4.24 g/dL) y soya/maiz,
(3.97 g/dL)
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8.3.4. Triglicéridos en suero
En la Figura 13 se ilustran las graficas de las concentraciones de triglicéridos en
suero de las ratas que consumieron los diferentes tratamientos dietarios por dias

1, 7 y 14 de recuperacion.
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Figura 13. Efecto de los diferentes tratamientos dietarios durante los dias de
recuperacion 1, 7y 14 sobre la concentracidon de triglicéridos en suero.

(A). Concentracion de triglicéridos en suero en el dia 1, después de haber
consumido la dieta de recuperaciéon. (B). Concentracién de triglicéridos en
suero en el dia 7 de recuperacion. (C). Concentracion de triglicéridos en
suero en el dia 14 de recuperacion. (D). Promedio de la concentracion de
triglicéridos en suero, en los tres dias de recuperacion. N= 6 por cada grupo
experimental.
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Diferentes letras representan diferencia estadistica significativa (a>b>c).
P<0.05 ANOVA de una via.

Aunque el consumo de las diferentes dietas de recuperacion al dia uno (Figura
13A), no aumenté los niveles de triglicéridos por encima de los niveles normales,
se observa que el consumo de caseina al 0.5%, soya, caseina al 20% y maiz
tendio a elevar ligeramente la concentracion en comparacion a los otros grupos
experimentales.

Después de siete dias de consumo de los diferentes tratamientos dietarios, la
concentracion sérica de triglicéridos se mantuvo dentro del intervalo normal; sin
embargo, se observa que las ratas que se alimentaron con frijol/maiz y soya
(Figura 13B) tuvieron un mayor incremento sobre los niveles de triglicéridos en

Suero.

Finalmente al dia 14 (Figura 13C), el grupo que sigui® manteniendo niveles
elevados de ftriglicéridos fue el alimentado con soya, junto con el grupo que ingirid
soya/maiz. A pesar de que tuvieron niveles mas altos, continué manteniéndose

dentro de parametros normales, al igual que el resto de los otros tratamientos.
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Colesterol (mg/dL)

Colesterol (mg/dL)

8.3.5. Colesterol en suero

A continuacion en la Figura 14 se presentan las graficas de las concentraciones

de colesterol de las ratas, en los tres dias de recuperacion:
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Figura 14. Efecto de los diferentes tratamientos dietarios durante los dias de
recuperacion 1, 7y 14 sobre la concentracion de colesterol en suero).

(A). Concentracion de colesterol en suero en el dia 1 de recuperacion. (B).
Concentracion de colesterol en suero en el dia 7 de recuperacion. (C).
Concentracion de colesterol en suero en el dia 14 de recuperacion. (D).
Promedio de la concentracion de colesterol en suero, en los tres dias de
recuperacion. N= 6 por cada grupo experimental. Diferentes letras
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representan diferencia estadistica significativa (a>b>c). P<0.05 ANOVA de
una via.

Se observd que en ninguno de los tres dias, la ingesta de las diferentes dietas
ocasiona una alteracidén en los niveles de colesterol en suero de los animales,
pues se mantienen dentro de los niveles normales (<200 mg/dL). En el primer dia
de recuperacion (Figura 14A), ninguna dieta provocd un cambio sobre los niveles
de colesterol en las ratas. Es hasta después de siete dias (Figura 14B), cuando
los tratamientos de caseina al 20% (105.38 mg/dL) y soya (104.56 mg/dL)
muestran una elevacion mayor con respecto a los otros tratamientos, siendo los
tratamientos con frijol (75. 47 mg/dL) y caseina al 0.5% (67.46 mg/dL), los que
tuvieron los niveles mas bajos, mientras que tratamientos con las proteinas de
maiz (97.24 mg/dL), soya/maiz (92.27 mg/dL) y frijol/maiz (91.96 mg/dL)
mantuvieron concentraciones muy semejantes entre si. En el ultimo dia de
recuperacion (Figura 14C), los tratamientos de caseina al 0.5% (67.46 mg/dL),
caseina 20% (80.40 mg/dL), soya (84.67 mg/dL), frijol/maiz (81.59 mg/dL) y
soya/maiz (71.05 mg/dL), mantienen niveles semejantes, sin embargo se observa
que las ratas alimentadas con maiz presentaron la mayor concentracion de
colesterol en suero (92.82 mg/dL) mientras que la dieta con frijol tuvo los niveles
mas bajos (56.91 mg/dL).
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8.4. EXPRESION GENICA EN HIGADO

La medicién de la expresidén génica, es fundamental para tener un panorama del
impacto que tiene la ingesta de los diferentes tratamientos dietarios sobre la
expresion de los genes involucrados en la ruta de mTORC1 (S6K y elF4e) en el
higado. Una diferencia importante de las proteinas empleadas es el contenido de
aminoacidos que tienen, los cuales pueden ser los encargados de regular la
expresion de esos genes, en la siguiente Figura 15, se encuentran las graficas de

la expresiéon génica de mTORC.
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8.4.1. Expresidon génica de mTOR
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Figura 15. Efecto de los diferentes tratamientos dietarios durante los dias de
recuperacion 1, 7 y 14 sobre la expresion relativa de mTOR en higado, a
través de PCR en tiempo real.

(A). Expresion génica de mTOR en el dia 1, en higado. (B). Expresidén génica
de mTORC en el dia 7. (C). Expresion génica de mTOR en el dia 14. (D).
Promedio de la expresion génica de mTOR, en los tres dias de recuperacion.
N= 6 por cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia
estadistica significativa (a>b>c>d). P<0.05 ANOVA de una via. Los resultados
son promedios £ SEM de 3 experimentos independientes.

Se observa (Figura 15A), que desde el dia uno de recuperacioén con una hora de
consumo de los diferentes tratamientos dietario la expresion génica de mTOR es
mas alta con caseina al 20%, frijol, maiz y frijol/maiz, comparadas con el efecto
que provocardn las dietas con soya/maiz, caseina al 0.5% y soya, siendo ésta la

que presenta la expresion mas baja.
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Al consumir por siete dias las proteinas dietarias (Figura 15B), se observé que
los tratamientos con frijol, maiz y frijol/maiz, siguen manteniendo una expresién
elevada de mTOR, seguido del tratamiento con soya/maiz, soya y caseina 0.5% e
interesantemente las ratas alimentadas con caseina 20% presentarén la menor

expresion de mTOR.

Por ultimo, al dia 14 de recuperacion (Figura 15C), el tratamiento con frijol siguid
manteniendo un mayor efecto sobre la expresion génica, seguido por el
tratamiento con soya. La expresion con los tratamientos que contenian caseina al
20%, maiz y ambas mezclas, mantuvieron niveles muy parecidos a los de caseina
al 0.5%.
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8.4.2. Expresion génica de S6K
La expresion génica de S6K es importante, pues es uno de los blancos que
componen la ruta de senalizacion de mTORC, en la Figura 16 estan las graficas

de la expresion relativa de los tres dias de recuperacion.
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Figura 16. Efecto de los diferentes tratamientos dietarios durante los dias de
recuperacion 1, 7y 14 sobre la expresion relatica de S6K en higado, a traves
de PCR en tiempo real.

(A). Expresion génica de S6K en el dia 1, en higado. (B). Expresién génica de
S6K en el dia 7. (C). Expresion génica de S6K en el dia 14. (D). Promedio de
la expresion génica de S6K, en los tres dias de recuperacion. N= 6 por cada
grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia estadistica
significativa (a>b>c>d). P<0.05 ANOVA de una via. Los resultados son
promedios + SEM de 3 experimentos independientes.
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Se observé que al primer dia de recuperacion (Figura 16A), las ratas alimentadas
con caseina 20% vy frijol presentaron la mayor expresion génica de S6K. El
consumo de soya, maiz, frijol/maiz y soya/maiz, no generd un cambio significativo

con respecto al consumo de caseina al 0.5%

Durante siete dias de recuperaciéon (Figura 16B), la ingesta de soya provocé el
mayor efecto sobre la expresién génica, seguido de los tratamientos de maiz,
frijol/maiz y soya/maiz. El consumo de caseina al 20% no tuvo un efecto
significativo, pues mantuvo una expresion semejante al grupo que consumio
caseina al 0.5%. El grupo que fue alimentado con el concentrado de frijol, fue el
que tuvo el menor efecto sobre la expresidn génica de S6K en este dia. Sin
embargo, solo fue durante el dia siete, ya que para el dia 14 (Figura 16C), la
ingesta de frijol volvio a presentar los niveles mas altos sobre la expresion génica,
seguido de la dieta con soya, caseina al 20% vy frijol/maiz. Las dietas que no
mostraron un efecto sobre la expresién fueron soya/maiz y maiz, esto debido a
que no hubo cambio con respecto a la dieta con caseina al 0.5%, la cual es con la

que los animales se encuentran desnutridos y la que se tomd como control.
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8.4.3. Expresion génica de elF4e

Se determind la expresion de elF4e, el cual es un blanco de 4E-BP1, proteina

regulada por mTORC1. A continuacion en la Figura 17 se muestra la expresion

relativa.
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Figura 17. Efecto de los diferentes tratamientos dietarios durante los dias de
recuperacion 1, 7y 14 sobre la expresion relativa de el4E en higado a través
de PCR en tiempo real.

(A). Expresién génica de elF4e en el dia 1, en higado. (B). Expresién génica
de elF4e en el dia 7. (C). Expresion génica de elF4e en el dia 14. (D).
Promedio de la expresion génica de elF4e, en los tres dias de recuperacion.
N= 6 por cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia
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estadistica significativa (a>b>c>d). P<0.05 ANOVA de una via. Los resultados
son promedios = SEM de 3 experimentos independientes.

En el dia uno (Figura 17A), las ratas que ingirieron los tratamientos con frijol,
caseina al 20% y maiz fueron los que tuvieron una mayor expresion génica
seguidos de soya, soya/maiz y caseina al 0.5%, mientras que las ratas

alimentadas con frijol/maiz tuvieron la menor expresion de este gen.

Al séptimo dia de recuperacion (Figura 17B), la tendencia indica que la expresion
fue ligeramente mayor con el consumo de caseina al 20%, frijol y las dos mezclas
evaluadas. De manera contraria, el consumo de maiz no tuvo un efecto sobre la
expresion, debido a que los niveles son muy bajos. Nuevamente el tratamiento con
soya tuvo una expresion parecida a la de caseina al 0.5%. Para el ultimo dia de
recuperacion (Figura 17C), el unico tratamiento con una expresion baja con
respecto a los tratamientos de caseina al 20% vy frijol, fue soya/maiz, mientras que
entre los demas tratamientos le expresion es similar y ligeramente mas elevada

que el grupo que consumio caseina al 0.5%.

8.5. ANALISIS DE LA EXPRESION PROTEINICA.

8.5.1. Densitometria de mTORC1

La expresion de proteina asegura que la activacion de las proteinas se llevo a
cabo, a continuacion en la Figura 18 se muestran las densitometrias de la

proteina mTORC1 en los tres diferentes dias de recuperacion.
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Figura 18. Andlisis densitométrico del western blot de mTORC1 en higado de
ratas alimentadas con las diferentes dietas de recuperacion.

(A). pmTORC1/mTORCL1 al dia 1 de recuperacion. (B). pmTORC1/mTORCL1 al
dia 7 de recuperacion (C). pmTORC1/mTORC1 al dia 14 de recuperacién. (D).
Promedio de la relacibn pmTORC1/mTORC1 de los tres dias de
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recuperacion. N= 6 por cada grupo experimental. Diferentes letras
representan diferencia estadistica significativa (a>b>c). P<0.05 ANOVA de
una via. Los resultados son promedios *+ SEM de 2 experimentos
independientes por construccion.

En el primer dia de ingesta de las diferentes dietas (Figura 18A), se observo un
incremento en la relacion pmTORC1/mTORC1 en todos los grupos dietarios; sin
embargo, ésta no fue mayor comparada con el grupo control (caseina 0.5%).
Después de haber ingerido por siete dias cada uno de los tratamientos (Figura
18B), se observdé nuevamente que ningun tratamiento con el 20% de proteina,
logré tener una expresion de pmTORC1/mTORC1 mayor que la de caseina al
0.5%. A pesar de ésto, el consumo de soya ocasiond ligeramente una mayor
expresion comparada con el consumo de caseina al 20%, frijol, maiz, frijol/maiz y
soya/maiz, siendo estos ultimos tratamientos, los que presentarébn una menor

expresion.

A 14 dias de recuperacion (Figura 18C), se repitido el mismo efecto que en el dia
siete, ya que la ingesta de las proteinas dietarias sobre la expresion de la proteina
fosforilada siguioé sin ser superior al efecto que tiene la ingesta de caseina al
0.5%. Nuevamente el tratamiento de soya tuvo la expresidn mas elevada de
proteina, seguido por el tratamiento de caseina al 20%. Los tratamientos que
mantuvieron una expresion constante pero baja fueron frijol, maiz y frijol/maiz. Por

ultimo, el consumo de soya/maiz, presento la expresion de proteina mas baja.
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8.5.2. Densitometria de S6K

En la Figura 19 se presentan las diferentes densitometrias de S6K que se

obtuvieron durante los tres dias de recuperacion.
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Figura 19. Analisis densitométrico del western blot de S6K en higado de
ratas alimentadas con las diferentes dietas de recuperacion.
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(A). pS6K/S6K al dia 1 de recuperacion. (B). pS6K/S6K al dia 7 de
recuperacion (C). pS6K/S6K al dia 14 de recuperacion. (D). Promedio de la
relacion pS6K/S6K de los tres dias de recuperacion. N= 6 por cada grupo
experimental. Diferentes letras representan diferencia estadistica
significativa (a>b>c). P<0.05 ANOVA de una via. Los resultados son
promedios + SEM de 2 experimentos independientes por construccion.

En la expresion de la proteina pS6K en relacion a la total, se puede observar,
(Figura 19A), que desde el dia uno de la ingesta de los diferentes tratamientos
dietarios, se estimuld la expresion de la fosforilacion de S6K en comparacion con
el grupo desnutrido. Los grupos de caseina al 20%, soya y soya/maiz presentarén
la mayor expresion seguidos de los los tratamientos con frijol, maiz y frijol/maiz, en
comparacion al grupo alimentado con caseina 0.5% La ingesta de los distintos
tratamientos por siete dias (Figura 19B), ocasiond que la expresiéon de pS6K/S6K
aumentara con los tratamientos de frijol/maiz y soya/maiz, mientras que los
tratamientos de caseina al 20%, soya, frijol y maiz disminuyeron ligeramente la
expresion. Finalmente, al dia 14 (Figura 19C), el Unico grupo con mayor expresion
fue caseina al 20%, mientras que los demas grupos presentarén una disminucion

en su expresion.
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8.5.3. Densitometria de 4E-BP1

Finalmente en la Figura 20, se encuentran las graficas de la relacion p4E-

BP1/4E-BP1 en los tres dias de recuperacion.
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Figura 20. Analisis densitométrico del western blot de 4E-BP1 en higado de
ratas alimentadas con las diferentes dietas de recuperacion.
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(A). 4E-BP1/p4E-BP1 al dia 1 de recuperacion. (B). p4E-BP1/4E-BP1 al dia 7
de recuperacion (C). p4E-BP1/4E-BP1 al dia 14 de recuperacion. (D).
Promedio de la relacion p4E-BP1/4E-BP1 de los tres dias de recuperacion.
N= 6 por cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia
estadistica significativa (a>b>c). P<0.05 ANOVA de una via. Los resultados
son promedios = SEM de 2 experimentos independientes por construccion.

En el primer dia de ingesta de los tratamientos dietarios (Figura 20 A) se observo
que el grupo que tuvo mayor fosforilacion de 4E-BP1, con respecto a los demas
grupos fue frijol/maiz. Por otro lado, los tratamientos de caseina al 20%, soya,
frijol y soya/maiz tuvieron una expresion muy similar al de caseina al 0.5%. Por

ultimo, el consumo de maiz tuvo la menor expresion.

Para el dia siete de recuperacion (Figura 20B), se observo que la expresion
proteinica fue constante y ningun tratamiento pudo ser superior a la expresion
provocada al consumir caseina al 0.5%. Para el dia catorce (Figura 20C) el
tratamiento que disminuyd mas su expresion fue frijol. Entre tanto los
tratamientos de caseina al 20%, soya, maiz, frijol/maiz y soya/maiz tuvieron una

expresion similar a la de caseina al 0.5%.

8.6. ANALISIS HISTOMORFOLOGICO

La histologia es una ténica que permite analizar primero, el impacto del dafio que
la desnutricion ocasiond y en segundo lugar, analizar el efecto que tuvieron las
diferentes dietas de recuperacion en los higados de las ratas. Como ya se
menciono, este érgano es uno de los mas afectados cuando se presenta una
descompensacion principalmente de proteina dietaria, pues es el encargado de
sintetizar proteinas y lipidos o sustancias grasas como: triglicéridos, el colesterol y
algunas lipoproteinas (56).

Es importante mencionar que la interpretacion de los cortes histologicos, se llevo
a cabo en el Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia por la Maestra en Ciencias ltzel Yafiez Mufioz.
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8.6.1. Grupo Caseina al 0.5%
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Figura 21. Histologias de higado ratas alimentadas con 0.5% caseina 20X.
Tincion HE (Hematoxilina-Eosina). (A). Representacion del infiltrado en
higado. (B). Degeneracién grasa (C). Congestion. (D). Degeneracion
hidrépica o dafio hidrépico.

De forma general, los higados de este grupo (Figura 21), presentaron dos tipos de
degeneracion: hidropica y grasa. El grado del dafio hidropico que se observo fue
de ligero a moderado con una distribucion multifocal. El de grasa fue de
moderado a severo, con distribucién multifocal y difusa. Otros dafos presentados
fueron: infiltrado inflamatorio periportal linfocitico ligero multifocal y congestién

centrolobulillar moderada.
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8.6.2. Caseina 20%
DIA 1
A

e A
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Figura 22. Histologias de higado de ratas alimentadas con caseina 20%: (A)
representacién del infiltrado inflamatorio; (B) representacion del dafio
hidrépico; (C) representacion de infiltrado inflamatorio y acumulacion de
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grasa; (D) representacion de congestion y dafio hidrépico; (E)
representacion de congestion, infiltrado inflamatorio y acumulacién de
grasa; (F) representacion de hematopoyesis y dafio hidrépico. Imagénes
tomadas con aumento de 20X y 40X.

Tincion HE (Hematoxilina-Eosina).

Los dafos hepaticos que sufrieron los animales que consumieron caseina al 20%
(Figura 22), al primer dia de recuperacion fueron: degeneracion hidropica de
ligera a severa e infiltrado inflamatorio periportal linfocitico. Para los dias siete y 14
los dafios se incrementaron, ya que ademas de presentarse degeneracion
hidropica, también se observé degeneracion grasa, siendo el grado del dafo de
ligero a moderado. Otros dafos en comun fueron infiltrado inflamatorio periportal
linfocitico ligero y congestion ligera. Ademas de presentar estos dafos, en el dia

14 hubo signos de hematopoyesis extramedular ligera.
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Figura 23. Histologias de higado ratas alimentadas con soya 20%: (A)
representacién de acumulacién de grasa; (B) representacion de congestion y
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de dafio hidrépico; (C) representacién de coleastasis y acumulacion de
grasa; (D) representacion de congestién, dafio hidrépico y acumulacion de
grasa; (E) representacion de congestion, infiltrado inflamatorio y dafio
hidrépico. Imagénes tomadas con aumento de 20X. Tincion HE
(Hematoxilina-Eosina).

Los animales que consumieron soya al 20% por un dia (Figura 23), presentaron
los dos tipos de degeneracién en higado grasa e hidropica. El grado de ambos
tipos de degeneracion fue de leve a moderada, ademas de presentarse una ligera
congestion. Para el séptimo dia de recuperacion, aunque los higados mantuvieron
los dos tipos de degeneracidon grasa e hidropica, el nivel del dano solo fue leve.
Otros dafios presentados fueron ligera congestion y presencia de pigmento ocre
periporal (colestasis). En el ultimo dia de recuperacion solo hubo degeneracion

hidrépica leve, ligera congestion e infiltrado inflamatorio linfocitico periportal leve.
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8.6.4. Frijol.

DIA 1

Figura 24. Histologias de higado de ratas alimentadas con frijol 20%: (A)
representacion de infiltrado inflamatorio y dafio hidropico; (B)
representaciéon de infiltrado inflatorio y acumulacién de grasa; (C)
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representacion de congestion y acumulacion de grasa; (D) representacion de
hematopoyesis y dafio hidropico; (E) representacion de necrosis y
congestion y (F) representacion de acumulacion de grasa, dafio hidropico e
infiltrado inflamatorio. Imagénes tomadas con aumento de 20 y 40X. Tincion
HE (Hematoxilina-Eosina).

En los dias uno y siete de recuperaciéon (Figura 24), la ingesta de frijol ocasion6
en los higados de las ratas que presentaran ambos tipos de degeneraciones,
hidropica de moderada a severa y grasa de leve a moderada. Otros dafos
observados en ambos dias fueron: ligera congestion e infiltrado inflamatorio
linfocitico periportal leve. Solo en el dia siete se observd hematopoyesis
extramedular. En el dia 14, también se observaron los dos tipos degeneraciones
ambas en grado ligero. Ademas, se presentaron dafios como: infiltrado

inflamatorio periportal, areas de necrosis subcapsular y congestion.
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8.6.5. Maiz

Figura 25. Histologias de higado de ratas alimentadas con maiz 20%: (A)
representacion de infliltrado inflamatorio, dafio hidrépico y necrosis; (B)
representaciéon de congestion y regeneracion; (C) representacion de
necrosis y acumulacion de grasa; (D) representacion de dafio hidrépico y
regeneracion; (E) representacion de necrosis, congestion e infiltrado
inflamatorio; (F) representacion de acumulacion de grasa; (G) representacion
de necrosis, dafio hidrépico y regeneracion y (H) representacion de posible
fibrosis, infiltrado inflamatorio y regeneracion. Imagénes tomadas con
aumento de 20 y 40X. Tincion HE (Hematoxilina-Eosina).
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Al primer dia de recuperacion, (Figura 25) con la ingesta de maiz al 20%, todos
los animales de este grupo presentaron degeneracion hidrépica de leve a
moderada y danos como: congestidon centrolobulillar, necrosis subcapsular asi
como evidencia de regeneracion. Para los dias siete y 14, se observaron ambas
degeneraciones, hidropica y grasa de moderada a leve. Otros dafos presentados
fueron infiltrado inflamatorio, congestidon centrolobulillar, focos de necrosis
discretos multifocales y evidencia de regeneracién. Unicamente en el dia 14 se

observaron signos muy afines a la fibrosis periportal.
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DIA 1

8.6.6. Frijol/Maiz

DIA 7

Figura 26. Histologias de higado de ratas alimentadas con frijol 10% / maiz
10%: (A) representacion de dafio hidrépico, congestion y necrosis; (B)
representaciéon de acumulacion de grasa e infiltrado inflamatorio; (C)
representacion de acumulacion de grasa y dafio hidrépico; (D)
representaciéon de infiltrado inflamatorio, congestion y disociacion de
cordones; (E) representacion de dafio hidrépico; (F) representacion de
regeneracion e infiltrado inflamatorio y (G) representacion de infiltrado
inflamatorio y hematopoyesis. Imagénes tomadas con aumento de 20 y 40X.
Tincion HE (Hematoxilina-Eosina).
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En los dias uno y siete de ingesta con frijol/maiz (Figura 26), se observaron
degeneraciones, hidropica y grasa entre leve y moderada. Mientras que para el

dia 14 la degeneracion que persistio solo fue la hidropica de leve a moderada.

Con respecto a otros dafios, en el dia uno se detectaron: necrosis hepatocelular
moderada, infiltrado inflamatorio periportal moderado y congestion centrolobulillar
severa. En el dia siete se observo: infiltrado inflamatorio moderado y congestion
centrolobulillar con disociaciones de cordones. Para el ultimo dia de recuperacion,
se observo infiltrado inflamatorio periportal discreto, hematopoyesis y evidencia de

regeneracion.
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8.6.7. Soya/Maiz

Figura 27. Histologias de higado de ratas alimentadas con soya 10%/ maiz
10% dia 1, (A) representacion de dafio hidropico, congestion e infiltrado
inflamatorio; (B) representacién de acumulacién de grasa y necrosis; (C)
representacion de dafio hidrépico, necrosis e infiltrado inflamatorio; (D)
representaciéon de acumulacién de grasa, necrosis y dafio hidrépico; (E)
representacion de disociacion de cordones; (F) representacion de
acumulacién de grasa; (G) representacién de dafio hidrépico y disociacion
de cordones; (H) representacion de infiltrado inflamatorio y posible fibrosis.
Imagénes tomadas con aumento de 20 y 40X. Tincién HE (Hematoxilina-
Eosina).
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En los tres dias de ingesta de soya/maiz (Figura 27), se observaron los dos tipos
de degeneraciones, la hidropica y la grasa en un nivel de dafio moderado. Para el
dia uno otros dafios observados fueron: infiltrado inflamatorio periportal leve,
necrosis y congestion centrolobulillar, mientras que en los dias siete y 14, se
encontrd disociacion de cordones, infiltrado inflamatorio periportal leve y areas de
necrosis coagulativa. Solo en el dia 14 hubo congestién centrolobulillar vy

hematopoyesis extra medular.
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9. DISCUSION

La desnutricion proteinica ocasiona diferentes tipos de alteraciones en el
organismo no solo a nivel fisiolégico sino también a nivel molecular, esto debido a
que las proteinas tienen multiples funciones, de defensa, de estructura, de
enzimas en los diferentes procesos metabdlicos, aporte de energia, entre otros
(32).

Una posible solucion para tratar el problema de desnutricion es el consumo de
alimentos de buena calidad, principalmente de proteinas que aporten los
aminoacidos indispensables; sin embargo, el costo de éstas (por lo general
proteinas de origen animal), los hace inaccesibles a la poblacién en riesgo,
primordialmente nifios, adultos mayores y personas hospitalizadas. Una opcion
para cubrir el requerimiento de aminoacidos indispensables, es a través del
consumo de proteinas de origen vegetal, las cuales son muy heterogéneas en su
calidad y composicién. Sin embargo, existen proteinas derivadas de algunas
leguminosas, como la de la soya, que son de buena calidad, en tanto que algunas
otras como las proteinas de cereales presentan deficiencia de varios aminoacidos,
lo que las hace proteinas con una bajo score quimico y por consecuencia con una
baja calidad proteinica. Una alternativa, consiste en combinar proteinas de
leguminosas con proteinas provenientes de los cereales, ya que éstas se
complementan entre si generando una proteina de buena calidad proteinica,
adicionalmente se ha demostrado en animales de experimentacion que los
cambios metabdlicos que genera el consumo de una proteina animal son
diferentes a los observados cuando se alimentan animales con ciertas proteinas
de origen vegetal; por ejemplo, las proteinas de origen animal tienden a ser
hipercolesterolémicas que las de origen vegetal. Por otro lado, la regulacién del
metabolismo de lipidos es diferente cuando se consumen proteinas de origen

animal que cuando se consumen proteinas de origen vegetal (17), (18), (57).

Por esta razén en el presente estudio se evaluo el efecto de proteinas
provenientes de diferentes fuentes: el frijol que en general aporta una gran
cantidad de aminoacidos indispensables; sin embargo, es limitante en
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aminoacidos azufrados. El maiz que posee un alto contenido de leucina pero es
deficiente en lisina y triptéfano. La proteina de soya, que es un proteina con un
valor de score quimico de 93, ademas de tener compuestos bioactivos que
contribuyen en la regulacion del metabolismo de lipidos, asi como en la regulacién
de las concentraciones de insulina y glucagon (58), (22). También se evalué la
combinacion de maiz y frijol que son las proteinas de mayor consumo en México,
ya sea de manera individual o juntas y la combinacion de maiz y proteina de soya.
Finalmente la caseina se utilizO como proteina control. Todas estas proteinas o
combinaciones de proteinas se utilizaron para evaluar el impacto que tienen sobre
la sintesis de proteinas después de un periodo de desnutricion, a través de la ruta

de mTORC1 en higado de ratas Sprague Dawley.

En estudios previos, el grado de desnutricion se ha establecido a través de la
evaluacion del peso corporal, considerando como desnutricion severa cuando el
peso corporal es 60% menor en relacibn a animales alimentados con dietas
control (1). En el presente estudio, las ratas alimentadas con la dieta con 0.5% de
caseina presentaron un peso corporal 50% menor en comparacion con las ratas
alimentadas con caseina al 20%, lo que indica que el modelo de alimentacion
empleado generd satisfactoriamente desnutricion en los animales. Otras
caracteristicas que presenté el grupo alimentado con caseina 0.5% fueron:
agresividad, sensibilidad al tacto, pelo aspero y con coloracién levemente
amarillenta, lo que indica que fisicamente los animales estaban sufriendo una
deficiencia de nutrimentos, principalmente de aminoacidos (1). Durante el periodo
de recuperacion nutricia, las proteinas que favorecieron en mayor proporcion la
recuperacion de peso fueron las dietas con caseina (74.43%), proteina de soya
(66.70%) y las mezclas de proteinas soya/maiz (66.80%) y frijol/maiz (64.09%). Lo
anterior era de esperarse, debido a que son los tratamientos con los mayores
valores de score quimico que se encuentran en la Tabla 7, lo que indica que
aportan en cantidades adecuadas los aminoacidos indispensables, por lo que se
consideran proteinas de buena calidad proteica en comparacién con las proteinas

de maiz y frijol.

81

——
| —



En términos generales los tratamientos no provocarén cambios significativos en
los parametros bioquimicos; sin embargo, el unico parametro alterado fue la
concentracion de insulina por el consumo de caseina al 20% después de siete
dias, disminuyendo en el dia 14 a niveles normales, mientras que la concentracion
de glucosa se mantuvo elevada. Estos resultados concuerdan con los de un
estudio en el cual se evalud el efecto de la ingesta de diferentes proteinas como
soya y caseina, en las concentraciones séricas de insulina y glucagon. Despuésde
una hora de consumo, la caseina originG concentraciones mas altas de insulina
en suero y bajos niveles de glucagon, lo que se atribuy6 a la relacion de Lys/Arg
(59). Posiblemente el consumo de caseina para el tratamiento de recuperaciéon de
la desnutricion podria no ser tan satisfactorio, ya que en nuestro estudio provocé
una alteracion en la secrecion de insulina al generarse picos elevados de la
hormona al dia siete, o cual esta muy relacionado a resistencia a la insulina,
trayendo como consecuencia posiblemente problemas cardiovasculares como
dislipidemia, hipertensién, obesidad, diabetes tipo 2 y enfermedad coronaria (60).
Sin embargo, fue uno de los tratamientos dietarios con el cual los animales

tuvieron una mejor recuperacion de peso corporal.

Otro de los parametros bioquimicos cuya medicion resulté importante, fue la
concentracion de albumina sérica, principal proteina plasmatica producida por el
higado que se encuentra circulante en suero y se considera como un indicador del
diagnostico de la desnutricidon (61) y (23). En el presente estudio se pudo observar
que a pesar que los animales perdieron peso durante el periodo de desnutricion no
disminuyeron sus concentraciones de albuimina. Esto debido probablemente a que
el tiempo de desnutricion no fue el suficiente para el desarrollo de un grado de
desnutricion severo; sin embargo, si se prolongaba el tiempo de desnutricion, se
corria el riesgo de que los animales no resistieran y murieran, ya que su aspecto

fisico se encontraba muy deteriorado.

Cuando las cantidades de aminoacidos en el organismo son alteradas
principalmente por una baja ingesta de proteina, los sistemas encargados de la

homeostasis se desestabilizan, ocasionando un desequilibrio en todo el
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metabolismo de aminoacidos (36). Uno de los factores que activan a mTORCH1,
son los aminoacidos, principalmente leucina (41); por esta razon, una de las
proteinas que se utilizé fue el maiz cuya proteina presenta tres veces el
requerimiento de leucina (192.01 mg/g de proteina). Sin embargo, el maiz es
deficiente en otros aminoacidos como la lisina y el triptéfano, lo que ocasiona que
no se active por completo la ruta de sintesis de proteinas a través de mTORC1, ya
que favorece unicamente la expresion génica de mTOR. Esto indica que para
llevar a cabo la sintesis de proteinas se requiere de todos los aminoacidos
indispensables en cantidades suficientes, lo cual se corrobora con los tratamientos
de caseina, soya, frijol/maiz y soya/maiz, ya que éstos ademas de activar la
expresion génica de mTOR, S6K y elF4e favorecen la fosforilacion de mTORC1,
S6K y 4E-BP1. Aunque en el caso particular de las ratas alimentadas con frijol y
soya se observo fosforilacion de S6K unicamente en el dia 1, a pesar de esto, el
proceso de sintesis de proteinas en estas ratas no se inhibe por completo ya que

presentan una buena ganancia de peso después del periodo de desnutricion.

Otro punto a tomar en cuenta es que ni la fosforilacion de mTORC1 ni la de 4E-
BP1 se lograron inhibir en un estado de desnutricion, lo cual pudiera ser un
indicador de que a pesar de que las células hepaticas tuvieron una deficiencia en
sus niveles de aminoacidos, logran mantener cierto equilibrio metabdlico y asi
mantener el proceso de sintesis de proteinas. Sin embargo, esto no se posible,
debido a que se observd una inhibicion completa de la fosforilacién de S6K, y
posiblemente la biogénesis ribosomal no se esté llevando a cabo y en
consecuencia el proceso de inicio de la traducciéon tampoco. Lo anterior puede
suponer que el proceso por el cual la sintesis de proteinas hepatica es inhibida en

un periodo de desnutricion sigue siendo indefinido o pudiera no ser posible (62).

Uno de los 6rganos que mas se ven afectados cuando hay deficiencia de
aminoacidos es el higado, ya que se acompana de hipoalbuminemia e higado
graso (63), (64). Una de las formas clinicas que se presentan en un estado de
desnutricion severo es el Kwashiorkor, que trae como consecuencia higado graso

no alcohdlico, mejor conocido como esteatosis hepatica (65), que consiste en la
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acumulacién excesiva de triglicéridos en los hepatocitos, debido a un desequilibrio
entre la sintesis hepatica de éstos, su absorcion y su secrecidn a través de
lipoproteinas de baja densidad (66). Estas alteraciones son provocadas por
diferentes mecanismos en donde se encuentran involucrados los acidos grasos y
el metabolismo de proteinas, principalmente de apoproteinas que son las

encargadas de formar las lipoproteinas. (63), (67).

En relacion a la evaluacion histomorfolégica del higado se puede observar que
tanto en los tratamientos de recuperacion como en el grupo desnutrido, se
presentan principalmente dos tipos de degeneraciones: hidrépica (acumulacion
intracelular de agua) y grasa (acumulacion de grasa en los hepatocitos). Sin
embargo dependiendo el tipo de proteina, fue el desarrollo o la recuperacion de
esos tipos de dafos. En el caso de los grupos que consumieron caseina al 20% y
maiz, se encontrd que en el primer dia de ingesta no se presenté acumulaciéon de
grasa; sin embargo, a partir del dia siete la acumulacion de grasa en los
hepatocitos se fue haciendo mas notoria, o que indica que el consumo de estas
proteinas contribuye a desarrollar signos de esteatosis. Otros dafios ocasionados
solo al consumir maiz fueron necrosis y fibrosis, la cual se presenta en la fase
cronica del dafio hepatico, dando origen a esteatohepatitis (68). A pesar de lo
anterior, también hubo presencia de signos de regeneracion, 1o que puede ser un
indicativo de que los hepatocitos son capaces de regenerarse y seguir

manteniendo las multiples funciones a pesar del dafio desarrollado.

Es importante mencionar que durante la desnutricion, en la mayoria de los
higados se detectd infiltrado inflamatorio, que es una respuesta del sistema
inmune innato y de las células de Kupffer hacia la posible recuperaciéon de los
dafos hepaticos (69), (63).

Se observd que un dia de recuperacion consumiendo los diferentes tratamientos,
es muy poco el tiempo para que el higado logre recuperarse, a pesar de ser un
organo capaz de regenerarse después de un dafo, por lo que necesita de tiempo
(63), (70). Esto fue posible comprobarlo unicamente con los grupos de soya y
frijol/maiz, debido a que solo en el primer dia de recuperacién presentaron
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acumulacién de grasa, ya que al pasar los dias de recuperacion fue disminuyendo,

logrando que al dia 14 ya no se observara esta alteracion.

Los resultados del presente estudio indican que existen otras alternativas al de las
proteinas de origen animal que pueden estimular satisfactoriamente la sintesis de
proteinas y que el consumo de proteinas de origen vegetal de buena calidad como
la soya y la mezcla de frijol/maiz favorecen la recuperacion nutricional sin causar

dafo hepatico.
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10.CONCLUSIONES

Se logro desarrollar un tipo de desnutricion en ratas Sprague Dawley, al
mostrar un 50% de peso menor con respecto a las ratas que fueron

alimentadas con caseina al 20% durante la recuperacion.

Se comprueba la hipdtesis de que las mejores proteinas para la
recuperacion de las ratas después de un periodo de desnutricion son
caseina, soya, soya/maiz y frijol/maiz y el tratamiento dietario con maiz, fue

el peor para la recuperacion de peso corporal de los animales.

Aunque la dieta con caseina logra la recuperacion de peso corporal, ésta
origina picos elevados de insulina, lo cual no es tan conveniente para una

recuperacion nutricional después de un periodo de desnutricion.

Se comprueba que para la recuperacion efectiva de una desnutricion, la
combinacion de dos proteinas es preferible, debido a que no ocasiona
alteraciones en los parametros bioquimicos y logran la recuperacion de

peso corporal de los animales.

Aunque todos los tratamientos dietarios provocaron que la fosforilacién de
MTORC1 se llevara a cabo en el dia uno de recuperaciéon, los Unicos
tratamientos que mantuvieron la activacion de los dos blancos de la ruta de
MmTORC1 durante los tres dias de recuperacion fueron caseina y las

mezclas frijol/maiz y soya/maiz.

La ruta de mTORC1 en un periodo de desnutricion no se logra inhibir por
completo, pues el patron de expresion de pmTORC1 y p4E-BP1 no se

perdié por completo con el grupo de caseina al 0.5%.
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No solo se necesita de leucina de acuerdo a lo observado en el tratamiento
con maiz, para inducir la activacion de mTORC1 y sus blancos, es

necesaria la presencia de otros aminoacidos indispensables en la dieta.

La fosforilacion de 4E-BP1 podria ser mas sensible a la presencia de

leucina que la fosforilacion de S6K1.

Respecto al analisis histomorfolégico, se puede concluir que el periodo de
desnutricion al cual fueron sometidas las ratas Sprague Dawley fue

suficiente para ocasionar signos de esteatosis.

De todos los tratamientos dietarios, con los que se obtuvo una mejor
recuperacion del higado fueron frijol/maiz y soya debido a que conformen
pasaban los dias de recuperaciéon la acumulacion de grasa fue

disminuyendo, quedando unicamente lesiones leves.
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11.PERSPECTIVAS

Fisiolégicamente se tiene conocimiento que la combinacion de proteinas de origen
vegetal pueden ser una alternativa para obtener una proteina de buena calidad;
sin embargo, no se conoce el mecanismo a nivel molecular que tienen estas
combinaciones. En el presente estudio se demostréo la importacia de la
combinacion de proteinas de origen vegetal para mejorar el estado nutricio y la
sintesis de proteinas en higado a través de la ruta de mTORC1 después de un
periodo de desnutricidn del tipo proteinica. Sin embargo, estos resultados sélo se
enfocan al efecto de las combinaciones de proteinas sobre un tejido, por lo que el
estudio se puede profundizar analizando el efecto en otros tejidos como el
musculo y en la generacion de tejido adiposo, asi como determinar la relacion
entre masa magra y masa grasa que se produce después de consumir las dietas
de recuperacion. También es relevante estudiar el efecto que tienen estas mismas
proteinas pero ahora en una desnutricion del tipo energética proteinica. Por otro
lado, es necesario dar seguimiento a la recuperacién estado de nutricion, para
saber que tipo de padecimientos pudiesen llegar a tener o si la recuperacién es al

100%, sin provocar algun tipo de secuela.

Posteriormente después de probar los cambios con los dos tipos de desnutricion
se podria desarrollar un suplemento alimenticio con mezclas de proteinas de
origen vegetal para favorecer la recuperacién nutricia de personas con altos

niveles de desnutricidn en nuestro pais.
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