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Introduccisn

1. INTRODUCCION.
La desnutricién, sobre todo cuando ocurre en la infancia, constituye un
problema serio de salud piblica en México y debido a su estrecha relacién con
enfermedades diarreicas agudas contim.'xa siendo la principal causa de
morbxhdad y mortalxdad en nifios menores a cmco afios.

ucxén homogénea a lo largo

, ‘sur y sureste que abarcan

nivel - ‘enefg‘ético), .

es'y.en’ general,” malas

infecciones y alteracxones en el aparato gastromtesnnal attqflandose la mucosa



Iutroduccidn

intestinal donde se encuentran la mayoria de las enzimas digestivas,
provocando la deficiencia de algunas de ellas. Dentro de éstas se incluye la
lactasa, enzima de vital importancia para la nutricion infantil pues hidroliza el

disacsrido presente en la leche, principal alimento para infantes.

El presente estudio se realiza’con la ‘finalidad ‘de conocer el efecto’ de la

desnutricién energético-prote
debido a que se ha
enzima por efecto d ;

Se plantea. realizar

lactancia 'y el deste

dieta con bajo con 2rgéti otefnic do’ co
desnu&icién v asf comparar_la actividad especifica de la:lactasa presente en la

mucosa,i‘xiféstinal con un grupo de animales nutridos,’ manejando dos edades: 36

y 51 dfas dé edad.



Objetivos

2. OBJETIVOS.

2.1. General.

>

Evaluar el efecto de la desnutricién energético-protefnica en la actividad

especifica de la lactasa en ratas a diferentes edades.

2.2, Esj:rec(ficos.

>

A\

Establecer el modelo biolbgico de desnutricion energético-protefnica en
ratas. e - / :
Defermih'ar‘laj“"‘actii’idad espectfica de ia lactasa en ratas nutridas y
deshul":ri‘da);s..'

Establecer si existe diferencia significativa en la actividad de lactasa entre

el grﬁpo nutrido y el desnutrido.




Antecedentes

3. ANTECEDENTES.

3.1. Desnutricion Energético-Protefnica (DEP).

La desnutricién es un problema de gran magnitud en el mundo?, siendo muy
marcada en paises subdesarrollados y en vias de desarrollo, como lo es México.

Enel medlo rura] del pafs, uno de cada seis nifios padece desnutnmén activa en

alguno de sus grados2 lo’ 'ue afecta sucrecimiento’y maduracxén De ahf la

1mportancxa de conocer los ‘efectos de la desnutricién energétxco—prote(mca tanto

en los camblos morfoléglcos como en la actividad 'de las enzimas presentes en el

tracto dlgesuvo en las prlmeras etapas de'vida

de energfa. La'f

nutrimentos co:

crecimiento en diferentes grados, acompafiada de una amplia gama de trastornos

funcionales 13.45.;



Antccedentes

Con frecuencia se presenta el ciclo desnutricion-infeccién-desnutricion por
presencia e interaccién de varios factores entre los que destacan: la ablactacion
prematura o tardfa, uso inadecuado de suceddneos de la leche humana y falta de
higiene en su preparacion que provoca enfermedades gastrointestinales, que por
sf mismas desencad‘e‘nan‘ la disriﬁnucién de la absorcién de nutr_imer.\toys,;
aumento de‘ las ﬁérdidas urinarias de nitrégeno y electrolitbé} v;\ﬁxﬁento en él

gasto energético~bz§sal Esto:

timo:tiene. como consecuencia que_las reservas

corporales de grasa, carbohidrato: (gluc6geno) y proteina se usen para satisfacer

las necesidades energéticas, produciéndose asf una disminucién del crecimiento.

El desequilibrio"nutri(:ional esiuna’’ causa significativa frecuente - de




Antecedentes

disponibles en la dieta. Ademas, al ser esta la zona en la cual se encuentra la
mayor parte de las enzimas digestivas, entre cllas las peptidasas y
disacaridasas$, se presenta una disminucién de las enzimas del borde en cepillo

lo que rcduce la absorclon de nutﬂmentos. Con respecto al metabollsmo de

hidratos de carbono,

la»pres_encxa ..de la:- DEP produce’ duccion ‘en la

capacxdad ;

desnutricién,

manifiesto.

3.1.1 Clasificaciéon de la Désnutficién.r

Para la clasificacion de la DEP se deben considerar tres parametrosia:

1. Eﬁolégico, donde se clasifica en primaria cﬁaﬁdo Se deBé a deficiencia en

la mgesta de alimentos debido a problemas socxoeconémxcos, secundaria

cuando el alimento que se consume no se aprovecha en forma adecuada a



Antecedentes

causa de situaciones fisiopatolégicas existentes y mixta, la cual es el

resultado de una combinacién de las dos anteriores.

2. El tiempo de evolucién a partir de los indicadores de peso para la estatura

y estatura para la edad establecidos por Waterlow. Dicha clasificacion

permite detef

1déra elpeso para

para bla'”n'vn §;;na eéiad y

ndolos siguientes términos:

standar, sin edema.

enor del 60% 'dél estandar con

presencia de edema; y desmedro.,




Auntecedentes

3.1.1.1 Kwashiorkor.

El Kwashiorkor estd relacionado con el destete del primer nifio a causa de un
nuevo embarazo y se produce de 3 a 4 meses después de que el nifio ha sido
destetado; y se presenta por una deficiencia crénica de protefna y energfa3459 Es
causado espec!fxcamente por la falta de protefna en ]a dleta en relac:én con el

xcesxvo, ademas de la

mgestxon 3 5 tras rafces tub@rculos

exceswa.

Erupc:ones cut{meas

> Expresion caracterfstica de profunda afliccion. . s



Antecedentes

En el Kwashiorkor se presenta una disminucién de aminoacidos de cadena
ramificada como leucina, isoleucina, valina y tirosina, y una disminucién
marcada en la relacién de tirosina/ fenilalanina.

3.1.1.2 Marasmo:

El marasmo‘se presenta enf‘r@iﬂosl de 6 a 18 meses de edad cuya caracteristica

muestrar desgaste'r otable demﬁsculo y -tejido

e protefnq y gn?;sfa,’ las quales
conservan su relacion;’en este caso hay una'ada:\ptaAcién qsuaf a : inéx%iéiéfﬁ.’ :

Aunque el marasino se pxjésgnta‘ prinéiphlmente en pa(sés en Qfas de desarrollo,
en paises deséﬁ llad?é se dan tres factores que pueden provocarlo: desérdenes

del apetito'y ‘dé‘l cémportarniento alimentario como anorexia nerviosa y bulimia,

alteracién de. la: absorcién de nutrimentos y una velocidad metabélica

incrementada por el desgaste muscular.



Antecedentes

3.2. Hidratos de Carbono.

Los hidratos de carbono constituyen la mayor parte de la dieta: entre un 50 y 70%
del total de calorias ingeridas. Dentro de los carbohidratos de mayor consumo se
encuentran’ el almidén, azucares simples, disacdridos, polfmeros complejos
denommados ﬁbra dietética y componentes menores, ademas de un gran

ndmero de hldratos de carbono,que son anadxdos en la dleta .como jarabe de

mafz, ]arabe de fructosa, almxdones modxflcados, gomas, mucﬂagos, y otros

productos procesados, que son aﬁadldos para cambl r. tura, palatabllxdad

color, vnscosxda , sabor'y vxda de anaquel e

Los lﬁdfatqs deca ono‘son mggnd

En general ‘el

pues no se ha



Antecedentes

provoca acidosis, disminuyendo el pH de la sangre, lo cual es potencialmente
dafiino para el proceso de destoxificacion.

3.2.1 Proceso de Digestion y Absorcion de Hidratos de Carbono.

La ingestion, digestién, absorcion y transporte de hidratos de carbono son

procesos altamente regulados. El efecto visual y olfativo estimula la secrecxén de

saliva (y por tanto de amllasas) ademds de la liberacién’ de msulma. La insulina

El primer pas

alimentos po

aumentarido el area superﬁcial. El alimento se mezcla con'l m: laéa salival

(phalma) qu empieza a “hidrolizar al almidén, cuya accién enzxmanca se dehene

o disminuye gar el bolo alimenticio al estémago, y la dlgeshén continua en
el duodeno en'donde la a-amilasa pancredtica es secretada. La accién acumulada
de las dos amilasas produce maltosa y maltotriosa a partir de la amilosa y la

amilopectina, de la cual también se obtienen dextrinas limite.

11



Antecedentes

La digestion de la maltotriosa, maltosa, dextrinas lfmites y la mayoria de los
disacaridos incluidos los dos disacdridos mas consumidos en la dieta humana, es
decir, la sacarosa y la lactosa, son hidrolizados a los respectivos monosacaridos

conshtuyentes por las enzimas del borde en ceplllo del intestino delgado11.1415,

La mucosa xnteshn ‘pres nta un gran numero de pliegues conruventes (o

>larmente sobre toda la superﬂcm i

pliegues de Kerck

la superﬁcne total de abs ‘Cad vellosxdad se encuentra rod

lamadas crxptas. 7

1nvagmacmnes (alrededo de ocho),

Las células del eplteho 1nteshnal (enterocxtos) se caracte zan por un’ borde en

dxchas

cepillo formado por. TO ellosxdadgs que aumentan,mas a»sup‘erﬁcie,

células contiene as’ enzimas que com; idrélisis: de los

carbohidratos 810;

los; monosacaridos inicia en el éxtremo’ distal ‘del ‘duodeno y

generalmente es completada énlos primeros 50-100 cm del yeyum')v.j :

Los hidratos de éarbohq al s!e’rvpol y.p lérgs ‘ho_ pueden pésar a través
de la membrana no ‘polar: de las’ células” por lo ‘que requieren de un tipo de
transporte. El trasporte intestinal de la glucosa es de tipo activo, dependiente

de iones sodio, y tiene estereoespecificidad por la glucosa y la galactosa; ademas

12
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dicho transporte se ve favorecido por el hecho de que las disacaridasas se

encuentran ancladas en la membranas8.

3.3. Disacaridasas.

La mayor[a de los mamfferos henen la acthdad de cinco disacaridasas (maltasa,

sacarasa,lsomaltasa,trehalasa Iactasa)“o15 umdas al borde en x:epxllo del mtestmo :

as cuales comparten varias aracteristxcas a excepcxén de la ttehalasa,

puede feglil :

pancredticas
removidas - d 1 : el lumen
intestinal.

La distribucion de las disac in stiho en el‘hombré se

concentra pr1nc1palmente ‘en el yeyuno, onde ]a achvndad de 1la Iactasa,

sacarasa, maltasa isomaltasa y trehalasa es alta, va dxsmmuyendo enel fleony es

13
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casi nula en el duodeno!1¢, De esta manera cl yeyuno es el sitio de mayor
absorcién de los disacdridos en el hombre, cuyo patrén de distribucion es similar
al de la ratal4,

La contaminacién bacteriana no contribuye significativamente a la actividad de

la disacaridasé del . intestino, de hecho en ratas libres de gérmenes comparadas

peptidico qﬁ_e g 1;05; ceramldasa o florizina hidrolasa, por lo

que se le denomi una"enzima multifuncional!!l, Este complejo enzimatico

contiene un péphd que est‘i anclado al borde en cepillo por su extremo carboxi-

termmal. La flo a hxdro]asa cataliza la hidrélisis de los aztcares que se

encuentran umd‘

a ltpldos, las ceramidas, que se encuentran también dentro de

la leche entre otros ahmentos.

14
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La lactasa es inhibida por metales pesados como plata, mercurio y cobre, pero no
por reactivos sulfhidrilos; el anico azicar que es mejor sustrato que la a- y p-
lactosa es su 3-isémero, que se puede considerar inhibidor competitivo al igual

que el tris (hldroxxmenl)-ammometano y el o-mtrofeml B—D-txogalactosxdo“-" La

galactosa, y en menor grado la g]ucosa, son mhxbxdotes de esta enzim

La lactasa esta Pr

decrecie‘ do
com

empieza‘a e

inactivos’ de
subumdad riida a'la membrana, favorecen el decremento de la actividad

catalfhca de la enzlma"-22

15
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La expresion de la lactasa se ve favorecida por la presencia de lactosa en la leche
en los primeros meses de vida, sin embargo la adicién de lactosa en la dieta no
previene el declive de la acnwdad de la Iactasa en el mtesnno, aunque es posible

que la retrase si es la unxca fuente de carbohldratos en la dxeta“’ 1115,

en cuello y extrem mbios conductuales?435,

Sin embargo c ién no s6lo es causada por dietas deficientes de

protefna, se han'ri o estudios donde se restringe el consumo de alimento

balanceado . encontrando " un incremento en la actividad especffica de las

disacaridasas debido a la disminucién del contenido de protefnad.



Auntecedesttes

Otra explicacion del aumento de la actividad especifica de la lactasa en animales

desnutridos es el resultado del retraso del “reloj biol6gico™6.26.27.28,

3.4. Estudios en animales.
A traveés de la historia, los estudios en animales han contribuido enormemente a

la comprensi los nutrimentos.

experimental do:de:los }Srocesos'énébol s del}y ‘organismo,

siendo un proceso mucho mas complejo que el de un simple aumento de tamafio.

17




Antecedenies

Cuando el animal aumenta de edad ocurren dos cosas fundamentales: aumenta
¢l peso hasta que se alcanza la etapa adulta, lo cual se define como crecimiento, y

cambia la conformaciéon del organismo, lo que se conoce como desartollo. El

crecimiento se ha deﬁnxdo como un: aumento px’oporcxonado de la masa- del

segmento es de meno pencixente y se extiende desde el final del prxn;xero hasta la
madurez. El punto donde se unen los segmentos es el punto de inflexion, el cual
es de interés porque es la edad de crecimiento mas rapido y probablemente el
periodo de ganancia de peso mas econémica en términos de costo alimenticio,
ademas es el punto en el cual la velocidad de aceleracion del crecimiento es cero.
El tamafio y desarrollo maximos estan fijados hereditariamente. Sin embargo, la

nutricién es uno de los factores ambientales importantes que determinan que se

18
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alcance este maximo; un nivel 6ptimo de nutricion es aquel que permite a un
organismo aprovechar su herencia al maximo. En general, a edades fisiologicas
equivalentes los animales tienen necesidades nutritivas similares, motivo por el
cual se puede ‘reléciohér‘ los ‘r‘esultados obtenidos  en ' alimentacién animal

(monogastricos) con ' la humz{na‘.

19
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4. METODOLOGIA.

4.1 Diagrama General de Trabajo.

Ratas Wistar hembras lactantes Sacrificar 6 ratas
(15 dfas de edad) n =36
Y

Destetar a los 21 dfas de
edad n=24 - -

Gpo. Desnutrido: Dieta Gpo. Nutrido: Dieta 15%7
6%Prot./250Kcal n=12 Prot./430Kcal n=12-:

y

Sacrificar 6 ratas a los

15 dias de alimentacién -

S s
Continuar: la alimentacion Continuar la alimentacio:
por 30 dfas - Lo por 30 dfa

i S
' Sacrificar a las 6 ratas’ fJ

n= numero de animales

20
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Diagrama del Mancjo del Modelo Biolégico.

I Diseccién del animal I

A
l Lavado del intestino delgado con solucién salina 0.15M l

L Raspado de la mucosa del intestino delgado j

l

Determinacion de Pro_te(né -
por Método de Lowry - |1

Determinaciéon de Glucosa Liberada
por el Método de Glucosa Ox1dasa N

21
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4.2 Ensayo Biologico.
El ensayo biol6gico se realizé con 36 ratas Wistar de 15 dfas de edad, distribuidas
en seis grupos de seis crfas por madre en cada jaula. Cada camada fue colocada

en una jaula con acceso a alimento comercial y agua por parte de la madre. De

cada lote se seleccion6 al azar un animal para realizar la determinacién inicial de

-a’ de lactasa, teniendo un total de seis animales para:la .

ayor se distribuyen’en

del peso prbmediojve-x-lztx;e 1os lotes no debe
ser mayoral g; B

Las ratas de los grupos fueron alimentadas con las diferentes dietas
experimentales (ver Apéndice A para la elaboracién de las dietas). La seleccién

de las dietas se realiz6 tomando en consideracién lo siguiente:

22
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Dec acuerdo a que el objetivo del presente trabajo es simular el tipo de dieta que
prevalece en los nifios que sufren desnutricién se decidi6 hacer modificaciones a
trabajos previos encontrados en la literatura en los cuales los ammales fueron

desnutridos d:smmuyendo umcamente el . contemdo de protefna o bien,

restringiendo la canhdad de ahmento. De tal forma que las dxetas se prepararon

buscando y:lxsmmmr to el contemdo de pro contem lo energéhco.

. Gtupo A. Dxeta al 15% de. protetna on’un co‘ntehido"eher'g:ético de

desperdiciadoy consxderarlo en el peso del allmento sm consumxr.

23



Metodologin

Después de quince dfas, las ratas de los grupos A y C fueron sacrificados, y a

los 30 dias del estudio se sacrificaron los grupos By D.

Antes de sacrificar a los animales, éstos se dejan en ayuno con el fin de disminuir

las variaciones en la actividad enzimatica de la lactasa por presencia de alimento,

£

las ratas lactantes: tuvieron un ayuno de . cuatro horas mientras que las ratas

recién destetadas, de 36 y 51 dfas de édad ée ;i_\anmvleron en’ayuho por 12 horas.

se 'régistfé tres veces por semana el peso de cada rata, el

el formato que se muestra en la Tab]a 1. Con los datos anteriores se obtuvxeron

el fin de obtener la’ grafxca de ahmento acurmulado y la curva de crecm-uento de

cada grupo.

Tabla 1. ‘Ejemplo de Registro de Datos para_gll Ensayo Biolé

Grupo: A

Peso comedero:
Rata: 1 124 g
Dia del estudio 1 3
Peso rata (g) 29 34
Peso ali inicial (g) 20 20
Peso alimento final (g) 8

Alimento consumido (g)
(Alim. Final - Alim,. Inicial)
Alimento acumulado (g)
(£ Alim. Acumulado)
Incremento en Peso (57)

Observaciones:

24




Metodologia

4.3 Preparacion del Homogencizado de la Fraccion del Borde en Cepillo del
Intestino Delgado de Rata?31.32,
Reactivos.

v Solucion de cloruro de sodio 0.15 M

Pesar 8.7835 g de cloruro de sodio ( 99.8% pureza) y aforar a 1000 mL.

quupo

-

5 por dxslocacxén se rehra cel 1ntestmo delgado

desde el duodeno ala altura del pﬂoro hasta la valvula xleocecal. Una vez que se

retira el mteshnp se-lav. de cloruro de sodio

0.15M . Se abr arealizar el ;é;phdo de la mucosa con un
portaobjetds,' colocandol e centrifu'ga Z previar;iénte pesado, el

raspado contmua hasta que se retu'a toda la rnucosa, desechando tinicamente el

epxteho del 1ntest1 o.
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Posteriormente se pesa el tubo y por diferencia se obtiene el peso de la mucosa a
partir del cual se adiciona solucién de cloruro de sodio 0.15 M  en una
proporcién de 4 volumenes por gramo de mucosa (v/m).

La homogenizacién se realiza manualmente en un homogeneizador con pistilo

de vidrio a intervalos de un mmuto, cinco veces. Se almacena ‘a —70°C por 24

horas, transcurrido dicho tiempo se homogenexza nu ament 3 (2 repetxcxones de

un minuto'éada una).: El homogeneizado se coloca en alfcuotas de 1 mL en tubos

4.4 Deterrm acion de Proteina por el M todo de Lowry:*“ 233,34,
Fundnmento.

El método ¢ 6n de Bxuret que se da entre las proteinas y el ion

ciprico en medio ‘alcalino con ]a reduccxén del reachvo de fenol Foltn-Cxocalteu

(4cido fosfomolfbd1co-fosfotungsttco) por los reSIduos de tu'osma y tnptofano

presentes en la prote[na, debido a que esta altima reaccu‘m se

la formacién del comple)o cobre-protefna.
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El procedimiento descrito a continuacién ha sido optimizado para mejorar la
linealidad®, pues se llega a presentar comportamientos no lineales inherentes al
mecanismo de reaccion.

Por lo que es necesario preparar una curva de calibracién cada vez que se realice

el ensayo.

Renchvos

v Solucxén estandar de Albumma Sérlca Bovma (1 mg/ mL)

Pesar ‘1043 mg le Albumma Sérlca B vm : ngma A4503) Yy aforar

cmdadosamente para evntar la form cxén e:burbujas aun volumen fmal de 10

.y3 1. g de sulfato de cobre

pentahidratado en 12.5 mL de NaOH 0.8 M, aforar a 100 mL con agua destilada.

Almacenar protegldo dela luz.
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v~ Reactivo Mezcla.
Mezclar 25 volumenes de la solucién de NaOH 0.8 M con 18 voltimenes del
reactivo A y 2 volumenes de reactive B. Preparar antes de su uso.

v Reactivo C.

Diluir 1 volumen del reactivo comercxal de Fol[n-Clocalteu con 2 volamenes de

agua destllada. Este reachvo debe preparar usto antes de Su uso.
Equipo, o s :
- Balanza aﬁal(tiéa Sartdriiis"Modélé A'.210 P. _‘“

- Especlrofotémetro Sequom Tumer Mod 340, con'celdas dé 1 cm.

- Vortex.

- Matraces vo]um mcos d ‘10 100 y ‘1000 mL.

Probeta g-nduada de’100 mL '

-

En un tubo de’e aye ‘se coloca:1.2mL i;‘ieil};iorpogeneiz‘édddey a hﬁicosa del

intestino delg do _n,fe?dildidq“('lé ncentracxén de la muestra

debe estar entre 10 y 100 pg/ mL) * ’ se adlcxona 0 9 mL del reachvo mezcla y se

agita en vortex por 10 segundos.
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Muetodologia

Posteriormente se adiciona 0.6 mL de reactivo C, se agita inmediatamente en
vortex por 10 segundos y nuevamente se adiciona 0.6 mL de reactivo C.
Después de agitar vigorosamente se incuba por 45 minutos protegido delaluz, a
temperatura ambiente. Sé}'rééli‘zafun»blax?co de rje:'actiy'osf sigﬁiéndo el mismo

procedimiento.

Medir la absorbancia tanto del blanco como de las muestras a una longitud de

onda de 750 nm

omogeneizado 'de ' la ‘mucosa en esta

determinacioneés se realizaron por triplicado.

Prepnrncia’ﬁ”df_" 7 L I

t £ » 5 t»‘»’~.' P
aforado para obte rmente de dicha

solucién se toma - mL.y se-llevan’'a un

De cada una de

1.2 mL y coloc:

reactivo mezcla'y :agitar -Aftad O.GVmI‘. de reactivo

C, agitar inrned'iz/:t‘ame‘n;e y. nuevamente afiadir 0.6 mL de reactivo C.
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Después de agitar vigorosamente, incubar los tubos por 45 minutos protegidos
de la luz, a temperatura ambiente.

Medir las absorbancias a una longitud de onda de 750 nm. Trazar una grafica de
absorbancia contra concentracién de albumina sérica bovina (expresado como pg
de protefna/mL).

C(ilculos.

La concentracxén de la protefna en la muestra se bhene a partir de la curva de

cahbracxon elaborada con alburmna sén a bovina. El; valor obtemdo se mulnphca

4.5 Determinacion de Actividad Enzimatica de Lactasa. ©

Para la deterrm”acxén de 1a acuvxdad enzxma 'c1 c e'ia'léctasa presente en el

homogenenzado de la mucosa mtestmal se re ialrhehte de una hidrélisis

del disacarido de interés por. la enzima presente en’ la muestra, en este caso de

lactosa. Al estar presente el sustrato de interés, la lactasa lo hidrolizara liberando

una molécula de glucosa y una tosa. El siguiente paso es la

cuantificacién de uno y/o ambos p_rod de la hidrélisis. Sise desea se puede

étodo fluorométrico con la Galactosa

cuantificar la galactosa empleando. un

Deshidrogenasa?s,
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Aletodologin

Sin embargo, se cuantifica la glucosa por la facilidad que representa su

cuantificacién empleando el método de Glucosa Oxidasa-Peroxidasa.

4.5.1 Hidrélisis.

En esta parte la determinacion de la actividad enzimatica de Ia lactasa se basa en

la incubacién del disé

'/ Lactasa I S
R : 27 Glucosa .+ Galactosa

‘Iarrns;i“"‘ R : T oL
.. pH6.0,37°C. . .

Reactivos.

v Buffer de c1tratos 0 ‘IM pH 6 037 :

Disolver 0.265 g de {:cxdo cItrxco monohxdrahdo y. 2 928 g de cxtrato de sodio

dihidratado en agua des onizada:y, aforar a '100 mL. Revxsar el pH y de ser

necesario ajustar a

Pesar 1.32 g de lactosa wonohidratada: (Sigma L-3625) Y. dxsolver en buffer de

citratos 0.1 M pH 6. 0 Aforar a 25 m v Conservar en refngeracnén. :
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Equipo.
-~ Bafio de agua, VWR Brand Inmersion Circulators, Modelo 1112.
- Espectrofotémetro Sequoia Turner con celdas de 1em, Modelo 340.

Homogeneizador con pistilo de vidrio, Pirex con capacidad de 40 mL.

-~ Matraces yoluméﬁ-igbg de 25 mL, 100 mL.

~+ Pipetas automaticas (50-200 L, 100-1000 pL, 2-5 mL)
- Vc%;i:eX' : . B

-~ Tubosd nsaye ae '13X 100."

Procedimiento.

La determinacién de lactasa se realxzé a pattu‘ del homogeruzado de la.: fraccxén

del borde del cepxllo intestinal de acuerdo al método des nto Sor Carmonzﬂ1

Inicialmente se reahzé una dlluCIOn de la fraccxén del borde e ceplllo mtestmal

con el fin de que la concentracxén or la muestta quede

dentro del intervalo deﬁmdo por la curva‘ patrén' de glucosa (10-100 mg/mL)32

La dilucién se realiza con solucion salina 0.15 M. En este trabajo se mane]aron las

siguientes diluciones de acuerdo a la edad:

RATAS (EDAD) DILUCION
Lactantes (15 dfas) 1:40
Recién destetadas (21 dias) 1:10
Nutridas (36 dfas) 1:10
Desnutridas (36 dfas) 1:5
Nutridas (51 dfas) 1:10
Desnutridas (51 dias) 1:10
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En un tubo de ensaye se coloca 0.5 mL de la fraccion del borde en cepillo
intestinal previamente diluida, se adiciona 0.14 mL del buffer de citratos pH 6.0,

0.1 M . Posteriormente se adiciona 0.36 mL de Ia solucxén de lactosa y se aglta

vigorosamente unos segundos en el vortex Se alc

oca el tubo de reaccxén en un :

Iactosa, dejfmd s ’ con
la fmahdad
borde en ceplllo del intestino delgado y: la glucosa. lxberada por.e sustrato ya
presente en la mugs S = ‘
La cantidaci Vde glu libe ada se determma empleando e‘lu’x’;pét»od‘b_ de ‘Gl‘u:cosa

Oxidasa Peroxidasa. -

4.5.2 Determmacxén de: Glucosa beerada por el Método de Glucosa Oxxdasa-

Peroxndasa (GOD-POD)” 407
Fundnmenlo
Este método enzxmahco y colonmétrlco es el mas utilizado para Iz\ determinacién

de glucosa in vitro en ﬂuldos bxolégncos.
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La B—glucosa presente en la muestra es oxidada por la glucosa oxidasa (GOD) en
solucién acuosa a 4dcido glucénico y peréxido de hidrogeno.

El peroxido de hidrogeno reacciona en presencia de la peroxidasa (POD) con el
fenol y el cromégeno (4~ aminofenazona)183940 para formar un colorante rojo. La
intensidad d¢1 color que se desarrolla es proporciona] a. la concentracién de
glucqs';\ y ‘ét;le:de ser medida espectrofotométricamente entre 460 y 560 nm B

Reactivos. .

reconstituido en un volumen de 500 mL de agua désidnizada. Se

protegido a'luz. Si se maneja bajo’ estas condiciones el

50 99775 en agua destilada

Bario de égua'VWRBrand Inmersion Circulators Mod_e‘l'o 1112,

netro Sequoia Turner Mod. 340, con celdas de 1 cm.

- Crontmetro.”
- Tubos de ensaye de 16 x 150.

- Pipetas automaticas ( 200-1000 pL y 1-5 mL).
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Procedimiento.

A un tubo de ensaye que contenga 0.2 mL del hidrolizado del ensayo de lactasa
se le adiciona 2.5 mL del reactivo de glucosa oxidasa-peroxidasa, el cual debe
estar previamente incubado a 37°C, se mezcla con suavidad y se incuba por 10

minutos a 37°C.

Cada vez que se

calibracién partiendo’d
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Metadologin

Para el punto inicial de la curva, 0 ug, se colocan 0.2 mL de agua destilada y 2.5
mL del reactivo de glucosa oxidasa. Se incuban los tubos por 10 minutos a 37°Cy
se lee la absorbancia a 520nm. A partir de las lecturas obtenidas se traza una
gréfica de absorbancia contra concentracion de glucosa (expresada como pg de
glucosa) '

Nota' todas Ias d11uc1ones se realizan con agua deshlada.

Cnlculos. :

Immalmente a la lectura de la muestra se le’ resta la ectura 4del blanco de la

4.6 Célculo de la Achvxdad Espec(ﬁca de Lactasa.

La actividad enzxméhca ¥ expres en’ térnnnos de umdades (U) que se defme

como: la canhdad de enzima que cataliza la conversion de_ un pmol de ‘sustrato

por minuto ien una umdad de

actividad de E 7ocsz_15.35 La

acnvxdad enzxmanca, U/ mL mm, se calcula dela 51gu1ente manera
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A XF
Unidad de
Actividad
Enzimadtica tX vXdXpPMm

Donde:

A = mg de glucosa liberados en la hidroélisis enzimatica

F = factor de dxluctén del homogenelzado para la determmamén enzlmahca

t= txempo de l'udrohsxs, 60 mmutos '

v= volumen de homggeqe;zado mrplreaydg para la idrélisis, 0.5 mL

d= unida’de# de glucbga c{ue ée 1ibérah del disacarido }ﬁdrdlizaéé,"gn este caso 1

PM = peso molecular dela glucosa

Unidad de
Actividad
Especifica

LUy mg proteina

4.7 Andlisis Estadfshco.

Para el an‘ihsxs de los resultados se utxlxzarén dos pruebas estadfsticas: t de

student y prueba cle rangos multxples de Duncan.
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El objetivo de ambas prucbas es establecer si existe diferencia significativa entre
las actividades especificas obtenidas por efecto de la DEP sobre la actividad de la
lactasa, asf como determinar si existe diferencia en la actividad entre las
diferentes edades evaluadas. Ambas pruebas se realizaron gmpleando el

programa estadfstico Statgraphics version 5.0, sin embargo a éohdnuacién se

describe brevemente el col : cepto de cada prueba.

4.7.1 tde Student.

Enla prueba de t de St:udent los datos por analizar pertenecen a datos contmuos,

por lo cual, los

bas’ muestras

4.7.2 Prueba d

individuales como [2 de as medxas que se comparan.
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Para aplicar dicha prueba en muestras del mismo tamario, se disponen en orden
ascendente los # promedios de tratamiento y se determina el error estandar de
cada promedio, Sy1.

Una vez que se deterrmna el error estandar de cada promedio y a partir de la

tabla de- 1ntervalo : nificativos de Duncan, se obtienen los intervalos

medios. A continuacién, se prueban las diferencias
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

En el ensayo biol6gico se obtuvieron las curvas de crecimiento tanto de los
animales del grupo control (15% de proteina/430 Kcal) como del grupo
desnutrido (6% de protefna/250 Kcal). Para establecer que efectivamente se
observaba un efecto adverso en el crecimiento a partir de lva dieta ingerida, se
consider6é complvcr,i‘t:eiiok'vdé‘ désnutricién una disminucién mzijof‘o igual al 40%

en el crecimiento con respecto al grupo control.

primer dfa tuv_ie

de alimentacién;

cantidad de alimento qlie‘ lo

edades estudiadas.
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El mayor consumo de alimento se justifica por la necesidad de los animales para

compensar el bajo contenido energético y protefnico de la dieta que les fue

suministrada.
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Gréfica 1. Curva de crecimiento de Ratas Nutridas y Desnutridas
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r—

r{Trvreoere

RERAEES

1
(Ws3 ¥ 5) opejnunay ojuawiry

Bdad (dias)

Gpo. Dessustrido/51 dias

A

- Gpo. Nutrido/51 dias

Grifica2. Alimento Acumulado de Ratas Nutridas y Desrustridas
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Dentro dc las observaciones que se registraron a lo largo del estudio, las mas
relevantes corresponden al grupo de desnutridos de 51 dias de edad, pues dicho

grupo en la Gltima semana del estudio presento pérdida de pelo.

empleadas tanto para la

En lo que concierne a la estandarizacién de las técni

cuantificacién - e .la mucosa

ia"actividad

sextuplicados de una muestra, sxend >

establecido fue de 0-100 p.g de protefna / mL.
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Absorbanciad,,

0.0 . T L] 1 1
5} 20 40 60 80 100

ng de AS.B / mL

Grifica 3. Curva de Calibracién con Albimina Sérica Bovina.

Determinacién de Proteina. Método de Lowry.

En la estandarizaciéon de la técnica de cuantificaciéon de glucosa liberada se
alcanz6 un coeficiente de variacion de 1.74%. El intervalo de deteccion empleado
fue de 0-100 pug de glucosa/mL de hidrolizado. En la curva de calibracién
empleando glucosa como estandar se manejé un coeficiente de correlacion de

0.9998 ( Ver Grifica 4).
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1.0 S

0.8 -

0.6 +

0.4 -

Absorbancia Ay
0

02"

Con respecto a las condicion r ar; determinacion de actividad
enzimatica de la lactasa se realizaron curvas.de liberacién de glucosa para cada

is a temperatura constante,

comprobando Ia lineal ucosa liberada vs tiempo) y por

lo tanto el tiempo de hid 60 minutos se puede utilizar para observar la

actividad enzimatica. En:la Grafica'5 se muestra una curva de liberacién de

glucosa para una rata de 3‘6‘ dféxs: -
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Grifica 5. Curva d¢ Liberacién de Glucosa. Rata de 36 dfas edad.

En cuanto al peso de | del intestino delgado, no

se observa una dife s nutridos y desnutridos
para ambas edades. Lo _anterior. puede deberse al contenido de humedad del
intestino, aunque no se puede aseverar pues dicha determinacién no se llevs a

cabo.
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En las primeras etapas de vida de las ratas se observa que no hay una diferencia
significativa en el contenido de protefna del intestino, sin embargo entre los
grupos desnutridos y nutridos de 36 dfas de edad ya se establece dicha
diferencia, la cual se observa nuevamente en las ratas de 51 dfas (ver Tabla 1,
Griéfica 6). La disminucion del contenido de protefna en animales desnutridos se
ha reportado qh otros estudios, y se debe a que en el cuadro de desnutricién se

afecta la éiﬁtesx “dr_e protefna y por tanto de las enzimas319. Entre los dos grupos

desnuﬁ‘-xdc}s_ 5 serva también diferencia significativa la cual se debe a que la -
rata vakcreyi:‘iehao 1a ‘longitud del intestino aumenta y por tanto aumeijm el

rotefna en las ratas de 51 dfas. Sin embargo, no se alcanza el

contenido ciei: na que muestra el grupo nutrido de la misma edad.

Tabla 1. C traci6n de Protefna en el Homogeneizado de la Mucosa

a0y : del Intestino Delgado de Ratas.
Edad (dfas) .- Contenido de Protefna en el Homogeneizado
it “ pg proteina/mL + D.E

15 (lactancia), 1447 + 278+

21 (destete) 17.92 + 2.584

36/ Nutridos 19.26 *+ 1.59a

36/ Desnutridos 12,63 + 2.81°b

51 / Nutridos 21.63 + 3.35¢

51/ Desnutridos 1681 + 0.81¢

Letras distintas denotan diferencia estadfsticamente significativa (p=0.1) ; n=6.
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pg proteina/mL ¢ ES.M

T
12 15 18 21

Griafica 6. Concentracién de Proteina en el Homogeneizado
de la Mucosa del Intestino Delgado de Ratas
en las Diferentes Edades Estudiadas.

Los valores obtenidos tanto de actividad enzimatica (U/mL) como de actividad
especifica (U/mg protefna) de la lactasa se muestran en la Tabla 2, mientras que
la tendencia de ambas actividades se puede apreciar en las Grafica 7 y 8

respectivamente.
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Tabla 2. Actividad Enzimatica y Especifica de Lactasa
del Intestino Delgado de Ratas.

Edad (dias) Actividad Enzimaitica de Actividad Especffica de Lactasa
Lactasa (U/mL + D.E) {(U/mg de protefna + D.E)

15 (lactancia) 2,089 + 0.047 » 0.1468 + 0.013»
21 (destete) 0.7796 + 0.245 b 0.0427 + 0.008»
36/ Nutridos 0.5196 + 0.052 & 0.0270 + 0.001b
36/ Desnutridos 037122 0.055 ¢ 0.0169 + 0.001
- 51 / Nuﬁdos 0.5682 + 0.052 v 0. 0269 + 0.001°
51/ Desnutridos 0.2889 + 0.028 ¢ ’ . A‘O 0172 * 0 002«

Letras distintas denotan diferencia estadfsticamente slgniﬁcatxva (p-O 'l) sn=6. .

Inicialmente se observa que en un e_stadé normal, la actividad

especifica de la lactaSa va disntinuyéhd do en 1a literaturass,

presentdndose un méxlmo de acnvxdad alos 15 dia cuando el ammal todavia se

encuentra en lactacxén por un mecamsm sinergfstic provocado por la ingesta

de lactosa prese t ‘en la leche m terna ,A lo 21 dfas se observa una

disminucion de mas del 50% de la actxvndad especiﬂca de la lactasa con respecto

a la primera edad evaluada (15 dfas). Esta.prxmera cafda que ocurre en el
momento del destete de’ las ratas, corresponde a la edad que presenta mayor

variacién en la actividad.

49



Resultados y Discusion

La variacion en este perfodo de evaluacién se debe a que algunas de las ratas

comienzan a consumir del alimento de la madre,

ademds de continuar

amamantando. Este cambio de actividad ha sido reportado anteriormente.1?

tica (U/ml. homogeneizado)

Act.

0.6
0.4 -

4
0.2

Lactancia

Gpos. Nutridos -

T &
Gpos. Desnutridos -+ .-

T T T T

0.0
12

T T
30 33 38 39

Edad (dias)

L] e B
1 18- 21 42 45...48 . 51

Gréfica 7. Actividad Enzimatica de Lactasa en Ratas. -
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Act. Especifica (/g proteina)

Gpos. Nuﬁ‘idos -

o
~

0.02 + o E :

. Gpos. Desnutridos

A | v L T i v I M L T L ML L
24 27 30 3 36 39 42:..45::487-51

Edad (dias)

0.00 —

- Grafica 8. Actividad Especifica de Lactasa en Ratas. -

A los 36 dfas de edad de las rétas se observa una segunda cafda de la actividad

especifica de la lactasa, la cual se mantiene en los animales de 51 dfas, lo que nos

a dxsnﬁxmyendo por efecto de la edad en el primer mes

indica que la actividad

de vida y que se nf\a‘ntiehe cbnsizi;ite p§steﬁormente dentro del perfodo que duré

el estudio.
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Por ultimo, es necesario evaluar la actividad con respecto al estado nutricional
del animal. En los animales de 36 dfas encontramos que se establece diferencia
significativa entre el grupo nutrido y el desnutrido.

Lo anterior indica que efectivamente se presenté una disminucion de la actividad

de la lacta#a ppf efecto de la dieta hipocalérica e hipoprotefnica que se manej6 en

esta.parte del ensayo’: Esto se debe a qué se disminuye la sfntesis de protefnas en

que en arhbas da
actividad espéd

deba a una adai:v

hubiera sido ecesario manejar una tercera edad en desnutricién.
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6. CONCLUSIONES.

En la rata como modelo biolégico se logré obtener un cuadro de

%

desnutricién que se refleja en el crecimiento de los animales desnutridos,

el cual es menor que el crecimiento de los'animales nutridos, durante el

" perfodo de experimentacién

El consumo de-alimento’en los grupos de los animales desnutridos fue’

A1

‘f

ece constante.

Y

una;marcada  disminucion jen" la_actividad
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Apéndice A

Apéndice A. Elaboracién de Dietas.

> Dieta al 15% de protefna y 430Kcal (1849K]J)/100g.
Para la elaboracién de la dieta al 15% de protefna para el grupo nutrido se parti¢
de una dieta de referencia (ver Tabla 1) , en este caso una dieta al 10% de protefna,
siendo la fuente de protefina casefna (pureza de 89.19%) y con una densidad

cal6rica de 4.3.

Componente Cantidad (g) | Factor (Kcal/g) Kcal % Kcal totales.
Casefna 11.21 . . . 40 93
(89.2%) e .

Sacarosa 22 4 -
Dextrina 25 4
Dextrosa 19 e
Total de CHO's 4 -
Manteca -9
Vegetal S

Aceite de Maiz
Total Lipidos
Mezcla de
Sales.
Mezcla de
Vitaminas
Celulosa
Total

. e B 430 :
6n de la dieta de referenqia., o

Como la dieta a elaborar debe tener el mismo aporte calérico fue necesario el ajuste

del contenido energético de la siguiente manera:

61




Apdmdice A

Se adicionan 5.6 g de casefna (89.2%) que aportan 20 Kcall mas por parte de la
fuente protefna los cuales se restan proporcionalmente a los carbohidratos y
lipidos, considerando el porcentaje de Kcal que aportan cada uno de éstos en la
dieta de referencia.

20 VKcal x 0.613§ = 12.28 Kcal menos de carbohidratos

"\ 20 Keal X 0.2930 = 5.86 Kcal ‘menos de lfpidos

Por lo tanto la ulacien de la dieta al 15 % de protefna y 430 Kcal(1849K])/100g

queda de la siguiente manera:

Componente | Cantidad a pesar (g) | Factor (Kcal) | E (Kcal)
Casefna 16.82 i K
3 protefna - 15.0 4 60
Sacarosa 20.98 Vil : :
Dextrosa 23.84
Dextrina 18.12
3 CHO's - 62.94
Manteca 7.63
Aceite 572 )
> lipidos 13.35
Sales 4.00 Lo
Vitaminas 2.00
Celulosa 0.89
Total 100
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> Diecta al 6% de proteina y 250 Kcal(1075KJ)/100g.

La formulacién para la dieta al 6% de proteina y 250 Kcal(1075 KJ) en 100g se

indica en la siguiente tabla 8.

Componente | Cantidad a pesar (g) | Factor (Kcal) | E (Kcal
Casefna (89.2%) 6.73
> protefna - 6 4 24
Sacarosa 12.79
Dextrosa 11.05
Dextrina 14.53 e
> CHO's - 38.37 4 153.48
Manteca 4.65 ;
Aceite 3.49 RS
__> lipidos - 8.14
Sales 4.00 Cpll
Vitaminas 2.00 LD
Celulosa - 40.76
Total 100 f
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