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RESUMEN

Introduccion. Estudios en animales y en humanos indican que la baja ingesta de proteinas
puede afectar la densidad dsea (DO) durante el crecimiento y en su conservacion durante la
edad adulta, por lo tanto, la ingesta de proteinas en la dieta tiene un papel importante en la
formacion del hueso durante la infancia y la adolescencia, asi como en el mantenimiento de
la salud 6sea a lo largo de la vida. Objetivo. Evaluar el efecto de la suplementacion con
amino&cidos esenciales (leucina, isoleucina, valina, lisina, triptdfano, treonina, histidina) en
la densidad 6sea de los huesos largos de las crias de ratas Wistar hembra con restriccion
proteica materna durante la gestacion y lactancia. Metodologia. Se evaluaron a las crias de
ratas hembra Wistar alimentadas por 44 dias con una dieta AIN-93, con restriccion proteica
del 9% y al 8% durante la gestacion y lactancia, al comienzo de la gestacién y durante la
lactancia se suplementaron y fueron separadas en 4 grupos: control, GBP, GBP-AA y GBP-
Ile, en quienes se evaluo su efecto en la longitud de los huesos largos de patas delanteras y
traseras de las crias y la DO mediante la medicion de su radiopacidad. Resultados. El peso
y longitud promedio de los huesos largos de las patas delanteras y traseras de las crias
machos y hembras fue mayor para el grupo control, en comparacion con el GBP, GBP-AA,
GBP-lle (p=0.001); las hembras presentaron una mayor DO del hiumero en el GBP-AA en
comparacion al grupo control, (p<0.05), para el olécranon en los machos se present6 un
aumento de la DO en el GBP-lle en comparacion al grupo control (152.7 + 3.3 g/cm? vs.
126.2 + 16.6 g/lcm?, p<0.05). En el radio se registré un aumento de DO en todos los grupos
de hembras y machos GBP, GBP-AA y GBP-lle en comparacién con el grupo control de
hembras y de machos (p<0.05). Asimismo, se encontré una correlacion positiva del peso y
la radiopacidad del olécranon en el GBP-lle. Conclusion. La suplementacion con lle y AA
en las ratas Wistar madre con restriccion proteica durante el embarazo y la lactancia
favorece el crecimiento de la longitud y peso de los huesos largos (radio, tibia, fémur,

hamero) de sus crias, con un aumento de la DO del himero, olécranon y radio.

Palabras clave: restriccion proteica, aminoacidos esenciales, isoleucina, gestacion,

lactancia, densidad oOsea.



ABSTRACT

Introduction. Studies in animals and in humans indicate that low protein intake may be
detrimental to the increase in bone density (OD) during growth and to its preservation
during adulthood, therefore, the intake of protein in the diet has an important role in the
accumulation of bone during childhood and adolescence, as well as in the maintenance of
bone health throughout life. Objective. To evaluate the effect of supplementation with
essential amino acids during pregnancy and lactation on the bone density of the long bones
of rats reared with protein restriction. Methodology. The offspring of female Wistar rats
fed for 44 days with an AIN-93 diet, with protein restriction of 9% and 8% during gestation
and lactation, at the beginning of gestation and during lactation, were supplemented and
separated. in 4 groups: control, GBP, GBP-AA and GBP-lle, then their effect on the length
of the long bones of the front and rear legs of the pups and the OD was evaluated by
measuring their radiopacity. Results. The average weight and length of the long bones of
the front and rear legs of the male and female pups was higher for the control group,
compared to the GBP, GBP-AA, GBP-lle (p = 0.001); the females presented a higher OD
of the humerus in the GBP-AA compared to the control group, ANOVA p <0.05), for the
olecranon in the males there is an increase in the OD in the GBP-lle compared to the
control group (152.7 + 3.3 g / cm? vs. 126.2 + 16.6 g / cm?, ANOVA p <0.05). In the
radius, an increase in OD was recorded in all the GBP, GBP-AA and GBP-lle groups of
females and males compared to the control group of females and males (ANOVA p <0.05).
Likewise, a positive correlation of olecranon weight and radiopacity was found in GBP-lle.
Conclusion. Supplementation with lle and AA in protein-restricted mother Wistar rats
during pregnancy and lactation favors the growth of the length and weight of the long
bones (radius, tibia, femur, humerus) of their offspring, and increases were also recorded.

In the OD of the humerus, olecranon and radius.

Key words: protein restriction, essential amino acids, isoleucine, pregnancy, lactation,

bone density.



I. INTRODUCCION

La nutricion materna es el factor mas importante que determina el crecimiento fetal 6ptimo,
pues entre mayor es la captacion de aminoacidos por el producto, existe mayor capacidad
de sintesis proteinica y mayor posibilidad de mantener una velocidad de crecimiento
intrauterina adecuada (1). La proteina es el principal componente estructural de todas las
células, incluidas las células dseas en el cuerpo (2). Por ello la ingesta de proteinas en la
dieta tiene un papel importante en la acumulacion del hueso durante la infancia y la
adolescencia asi como en el mantenimiento de la salud 6sea a lo largo de la vida (3).
Durante la infancia y la adolescencia la masa dsea aumenta rapidamente y a partir de
entonces entra en un periodo de relativa estabilidad antes de comenzar una disminucién
relacionada con la edad a medida que se ingresa a la adultez, esto ocurre tanto en hombres
como en mujeres, en general los hombres tienen una mayor densidad 6sea (DO) que las
mujeres, algunos factores son: mayor tamario de las estructuras dseas, mayor pico de masa
Osea, menor pérdida de masa Osea lineal en el tiempo (4). Muchos de los procesos
fisiologicos que cumple la proteina son esenciales para el mantenimiento de la estructura y
funcionalidad del hueso por lo que una ingesta adecuada de proteinas resulta esencial para
el desarrollo y mantenimiento de un hueso sano. Se ha estimado que el hueso comprende
aproximadamente un 50% de proteina y un 50% de minerales (3). Asimismo, una dieta
proteica deficiente es un factor causal documentado de un crecimiento esquelético y
mantenimiento déseo deficiente que se observa en nifios desnutridos, en ancianos y
especialmente en mujeres en etapa posmenopausicas, que a su vez también contribuye a la

aparicion de complicaciones patoldgicas en pacientes con fracturas (5-8).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la suplementacion con
aminoéacidos esenciales durante la gestacion y la lactancia en la densidad 6sea en los huesos
largos de ratas cria con restriccion proteica. Se trata de un estudio experimental que se llevo
a cabo en el bioterio de las instalaciones de la Universidad Autonoma del Estado de
Hidalgo (UAEH) en el Instituto de Ciencias de la Salud (ICSa), con ratas de la cepa Wistar.
Las ratas Wistar hembra fueron apareadas, mientras que los machos solo participaron en el

periodo de apareamiento.



Las hembras de 4 semanas de vida fueron expuestas a una restriccion proteica para lograr
un estado de deplecion proteica antes de la gestacion, alimentadas con una dieta AIN-93M
estandar y otro grupo bajo en proteinas al 9%. Posterior a esto se comenzd con el periodo
de apareamiento y la asignacion aleatoria de ratas para cada grupo de estudio, quedando un
grupo control, grupo bajo en proteina (GBP), grupo suplementado con mix de aminoacidos
(GBP-AA) y grupo suplementado con isoleucina (GBP-Ile): la gestacion dur6 de 21 a 22
dias y al término de la lactancia se llevo a cabo el sacrificio. Las determinaciones que se
llevaron a cabo fueron los cambios de peso, longitud de huesos largos, mediciones de

albumina, hemoglobina y finalmente la evaluacion de la DO.

Para el analisis estadistico se usé el programa estadistico SPSS®© (Stadistical Package for
Social Sciences) version 21.0 para Windows. Las comparaciones entre diferentes dietas y
grupos en tratamiento se determinaron mediante ANOVA de una via, post test Bonferroni o
T3 de Dunnett. Se realiz6 un analisis de correlacién de Pearson y las diferencias con

valores de p<0.05 se consideraron estadisticamente significativas.



Il ANTECEDENTES

2.1 Generalidades

2.1.1 Crecimiento

El crecimiento se describe como el proceso en el cual la masa de un ser vivo se ve
incrementada por un aumento del nimero de células. Un crecimiento normal se expresa en
términos de crecimiento lineal y de aumento de la masa corporal a través del tiempo (9).
Asi, el crecimiento es solo la manifestacion de la capacidad de sintesis de un organismo y
de cada wuna de las células, con un aumento en la relacion &cido
desoxirribonucleico/proteinas y una reduccion consecuente de la cantidad de citoplasma

formado en las células (10).

La falla de crecimiento lineal que se observa en los paises en desarrollo ocurre durante los
primeros mil dias de vida que comprenden el periodo prenatal y hasta los dos afios, en los
paises en desarrollo y en paises muy pobres; en condiciones dptimas las tasas de
crecimiento lineal después de dos afios de edad son similares a las de los nifios en Europa y
América del Norte (11, 12). Un retraso en el crecimiento se relaciona con problemas en el
desarrollo neuroldgico y cerebral; el rendimiento escolar y el coeficiente intelectual se
asocian mas fuertemente con el crecimiento temprano que con el crecimiento posterior. En
un estudio hecho en nifios de dos a cuatro afios de edad el crecimiento lineal se relacion6
con un aumento del coeficiente intelectual (4.28 puntos) entre los nifios que recuperaron su
peso al nacer, lo que sugiere posibles beneficios de la recuperacion tardia en aquellos nifios

con restriccion del crecimiento intrauterino (13).

Estudios en animales como en humanos indican que la baja ingesta de proteinas puede ser
perjudicial para la adquisicion de masa 6sea durante el crecimiento y para su conservacion
durante la edad adulta (14). También se ha informado que los bebés con bajo peso al nacer
pueden tener problemas sociales y emocionales y, al mismo, tiempo riesgo de trastornos
psicologicos. En un estudio hecho en Japdn se informo que las tasas de bajo peso al nacer

mostraron un patrén en forma de U con reducciones del 5.5% y un aumento en la tasa de



bebés con bajo peso al nacer y una disminucion en el peso promedio al nacer, debido a esto
existe preocupacion de que la estatura promedio también disminuya en un futuro (15). Por
otro lado, un estudio hecho en humanos muestra que la desnutricion prenatal afectd
permanentemente el tamafio del cerebro aproximadamente en 5% (16). Por lo tanto, los
programas de intervencion nutricional deben enfocarse en promover el crecimiento lineal
en los primeros mil dias de vida, asi como el crecimiento intrauterino, ya que esto tendra

consecuencias positivas a largo plazo.

2.1.1.1 Crecimiento en la gestacion

La etapa del crecimiento de mayor importancia es desde la concepcion hasta el término de
la gestacidn, pues la diferenciacion fenotipica del producto es adquirida; su importancia es
tanto funcional como estructural, comienza desde el campo celular para después continuar
de manera progresiva con la formacion tisular, organica y somatica. Durante este periodo se
adquieren entre otros aspectos del 25 a 35% de la longitud total del ser humano, 3 a 6% del
peso corporal, 50 a 60% del indice de masa corporal y entre un 40 y 80% de la
diferenciacion funcional (17). La nutricion materna es el factor mas importante que
determina el crecimiento fetal Optimo, cabe mencionar que el crecimiento intrauterino
depende principalmente de la funcion y de la masa placentaria, por lo cual el crecimiento de

la placenta es tan importante o ain mas que el crecimiento del producto.

La placenta es un 6rgano regulador del crecimiento del producto y de acuerdo con el estado
nutricio de la madre se permite el aporte de glucosa, aminoacidos y oxigeno que van a
asegurar el establecimiento de un estado cronico de anabolismo fetal, tomando en cuenta
que el incremento en el volumen de la placenta preceda de manera proporcional al
crecimiento del producto; esto es importante debido a que entre mayor es la captacion de
aminoacidos por el producto, existe mayor capacidad de sintesis proteinica y mayor

posibilidad de mantener una velocidad de crecimiento intrauterina adecuada (1).

Entre m&s temprano ocurra un retraso del crecimiento intrauterino mayor sera la

probabilidad de alteraciones estructurales y funcionales ya sean genéticas o congénitas y



debido a esto la posibilidad de recuperacion extrauterina del crecimiento va a ser menor.
Asimismo, si el aporte de oxigeno o de nutrimentos es inferior al minimo necesario para
mantener una velocidad de crecimiento adecuada, el feto aumenta la secrecion de
catecolaminas con lo cual produce resistencia periférica a la accion de la insulina y en
consecuencia a esto limita su tasa de crecimiento, de esta manera asegura la funciéon y la

supervivencia a costa de una longitud menor (17).

2.1.2 Factores que condicionan el crecimiento

La intensidad de la detencidn del crecimiento es directamente proporcional a la gravedad y
duracién del estado patoldgico que la provoque, asi como al momento en que actle, ya que
una limitacién de 50% del crecimiento durante un afio, repercute en la estatura definitiva
segun la edad. Aunque la ingesta insuficiente de nutrientes es un factor limitante del
crecimiento independientemente de su duracion, esta produce un efecto significativo en la

longitud o talla solo en aquellos episodios que ocurren durante dos a tres meses (18).

El crecimiento 6seo longitudinal estd a cargo de controles endocrinos complejos, de tal
modo que el crecimiento éptimo ocurre solo en un individuo sano y bien alimentado. Si el
individuo esta enfermo o desnutrido, los niveles de factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF-1) y las hormonas tiroides disminuyen y los niveles de glucocorticoides
pueden aumentar, lo que da como resultado que el crecimiento lineal se afecte. Debido a lo
anterior una correcta nutricion es importante para la regulacion endocrina y para las
funciones vitales en periodos de adversidad, en estos momentos, el crecimiento es un
proceso no esencial que debe posponerse hasta la mejora del estado de salud o se garantice
la disponibilidad de nutrientes; cuando esto ocurre el crecimiento se retrasa, pero es
reversible (19, 20).

2.1.2.1 Alteraciones nutricionales

La nutriciéon implica un aporte constante de nutrientes y oxigeno, asi como la utilizacion y

adecuacion metabolica para las necesidades de cada momento y eliminacion de elementos
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no utiles para el funcionamiento organico. Se necesitan tres tipos de requerimientos

nutricionales para cubrir de manera adecuada el crecimiento:

e Energéticos, los cuales por lo general se expresan en kilocalorias (Kcal) y dependen
principalmente del consumo de hidratos de carbono y lipidos.

e Plasticos, dados por el consumo de proteinas, vitaminas y minerales.

e Oxidativos, en relacion con el aporte de oxigeno a nivel tisular y celular, para que se

pueda obtener una produccion suficiente de energia y de temperatura.

Cuando existe una carencia prolongada de aporte caldrico suficiente (aunque la proporcion
de hidratos de carbono 55 a 60%, lipidos 25 a 30% Yy proteinas 15 a 30% esté en equilibrio
adecuado) el tejido graso se ve disminuido y posteriormente aumenta el consumo de
proteinas tisulares, para finalmente ocasionar interrupcion del crecimiento. Por otro lado, la
deficiencia en la ingestion de uno 0 mas nutrimentos esenciales (proteinas, lipidos, hidratos
de carbono, vitaminas, minerales) aun cuando la alimentacién sea hipercal6rica, produce a
corto plazo detencion del crecimiento. Incluso la falta de un solo aminoécido esencial para
ciertos periodos de crecimiento conduce a una limitacion del crecimiento en comparacion

con una dieta carente de todos los aminoacidos esenciales (10).

Las causas mas frecuentes de alteracion nutricia, y relacionadas con crecimiento subdptimo
son: ingesta inadecuada de nutrientes, malabsorcion, utilizacién anormal, problemas de la
excrecion y aporte insuficiente de oxigeno (10). Adoptar una dieta equilibrada, rica en
nutrientes energéticos, minerales y vitaminas puede contribuir de manera significativa en la
salud de los huesos. El papel de la nutricion en la salud 6sea es muy importante pues
participa tanto en la prevencién como en el tratamiento de las enfermedades 6seas (21), asi
como para alcanzar la DO adecuada, que es aquella que abarca desde la infancia hasta
aproximadamente el trigesimo afio de vida, asi como para mantener la salud esquelética en
toda la vida adulta; la DO del esqueleto adulto esta determinada por la masa 6sea maxima y

la tasa de pérdida 6sea.



Se ha demostrado que de un 20 a un 40% la capacidad para alcanzar el pico de masa Osea
esta determinada por factores ambientales como la nutricion, ejercicio, habitos,
enfermedades y el consumo de drogas. Es importante llevar una dieta saludable con
cantidades adecuadas de micro y macronutrientes, tanto para disminuir el riesgo de fractura
como para mejorar el proceso de curacidn posterior y para prevenir la osteoporosis, ya que

ésta a su vez puede conducir facilmente a un mayor riesgo de fracturas (22).

En el caso de las mujeres mayores a los 25 afios de edad y los hombres mayores a 30 afios,
si presentan una DO baja aumentaran las posibilidades de desarrollar osteoporosis en la
cuarta década de la vida (21). La malnutricién es responsable de una evolucién inadecuada
e incompleta de la mayoria de los tipos de heridas y es muy frecuente en los adultos
mayores; estos pacientes con fractura de cadera son mas susceptibles a la desnutricion en

comparacion a la poblacion de edad adulta (23).

2.1.2.1.1 Alteraciones nutricionales durante la gestacion

La nutricién intrauterina insuficiente, da como resultado un cambio en el sistema endocrino
y en la regulacion metabdlica, como mecanismo de proteccion de la funcionalidad cerebral,
lo cual resulta en una disminucion del tamafio corporal; sin embargo, ain se desconocen los
mecanismos detallados que determinan el éxito o el fracaso de la recuperacion del
crecimiento (24). La mayoria de los conocimientos respecto a la regulacion del crecimiento
fetal por parte del mismo producto se extrapolan de otras especies animales a los seres

humanos; sin embargo, algunos datos ya han sido demostrados en seres humanos:

e El aporte de glucosa y de aminoacidos a través de la placenta determina la secrecion
de insulina fetal en una relacion directamente proporcional.

e La insulina fetal constituye uno de los reguladores principales de la velocidad de
aporte placentario de glucosa y aminoacidos a partir de la duodécima semana de
gestacion; cuando existe una mayor cantidad de estos, existe mayor produccion de

insulina la cual genera mayor capacidad para su captacion a futuro.



e Entre mayor es la captacion de aminoacidos por el producto, existe mayor
capacidad de sintesis proteinica y mayor posibilidad de mantener una velocidad de

crecimiento intrauterina adecuada (17).

Los estudios han indicado que la prevalencia del retraso en el crecimiento esta relacionada
con la ingesta total de proteinas en el periodo intrauterino (25, 26). Para un crecimiento y
maduracion esquelética 6ptima, se requiere de una ingesta adecuada de proteina en la dieta.
La calidad de la proteinas de la dieta es de vital importancia para la fisiologia del hueso
durante una restriccion moderada de proteinas, ya que éstas son esenciales para la sintesis
de colageno y la produccion de proteinas de matriz no colagena en los huesos (27). Una
variedad de proteinas de la matriz extracelular especifica del hueso como lo son la
osteocalcina, la sialoproteina 6sea y la fibronectina también son importantes para la
mineralizacion adecuada del esqueleto (28).

En un estudio se compararon dos dietas restringidas en proteinas (6% de la energia total
como proteina) se informd que ratones Balb/C de 10 semanas de edad alimentados con una
dieta a base de caseina durante 60 dias mostraron un mayor aumento en la DO en
comparacion con aguellos ratones que fueron alimentados con una dieta de proteina a base
de soya con una restriccion de proteinas (29). Varios estudios epidemiol6gicos han
encontrado una relacion positiva significativa entre la ingesta de proteinas y la masa o DO
(30), ya que la proteina de la dieta ejerce sus efectos sobre el hueso durante los periodos de
crecimiento, esto debido a que la disponibilidad de IGF-1 esta regulada por proteinas de
unién a IGF, mejorando la funcién diferenciada de osteoblastos y la formacién de hueso
(31).



I1. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

2.2 Crecimiento del tejido 6seo en la mineralizacion y densidad 6sea

El sitio del hueso donde comienza la osificacion se denomina ndcleo o centro de osificacion
endocondral, su crecimiento estd regulado por factores genéticos y hormonales que
requieren un entorno celular y nutricional éptimo (32, 33). Los huesos se forman a partir
de condensaciones de mesénquima y a partir de estas condensaciones los huesos largos se
transforman en un modelo de cartilago hialino rodeado de pericondrio que se reemplaza
gradualmente por hueso (32). La morfogénesis del cartilago es uno de los temas centrales
en el desarrollo esquelético, pues aqui comienza el desarrollo de la formaciéon de los
patrones para culminar en la forma adulta. La geometria del cartilago determina la
arquitectura futura de los huesos, articulaciones, ligamentos y tendones asociados (34, 35).
Cabe destacar que, dentro de la placa de crecimiento, la proliferacion de condrocitos, la
hipertrofia y la diferenciacion resultan en condrogénesis; posterior a esto el cartilago recién
formado es invadido por los vasos sanguineos y se modela en trabéculas 6seas (20, 36-39).
El efecto es que el nuevo tejido dseo se crea progresivamente en la parte inferior de la placa
de crecimiento, lo que da como resultado un alargamiento 6seo (20). Posterior a esto,
durante el periodo perinatal, aparecen los centros secundarios de osificacion en las epifisis
del hueso, y durante esta etapa existe una interaccion entre la invasion vascular, flujo
intersticial de fluidos, la degradacion de la matriz, la maduracion e hipertrofia de

condrocitos y la mineralizacion (40).

La tasa de proliferacion de condrocitos juega un papel importante en la placa de
crecimiento y por lo tanto la tasa de crecimiento 0Oseo longitudinal disminuye
progresivamente con la edad, por lo que la disminucion en la funcion de la placa de
crecimiento parece deberse a un mecanismo intrinseco méas que a un mecanismo hormonal
u otro mecanismo sistémico; que implica la disminucion en la funcién, asi como en la
celularidad de la placa de crecimiento (19). La evidencia sugiere que su disminucion ocurre
porque las células madre de la zona de descanso tienen una capacidad proliferativa finita

que se agota gradualmente, en algunos mamiferos, incluidos los seres humanos el cartilago
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de la placa de crecimiento se reemplaza completamente por hueso en el momento de la
maduracion sexual, este suceso es denominado como fusion epifisaria y parece
desencadenarse cuando la capacidad proliferativa de los condrocitos de la placa de

crecimiento termina por agotarse (41).

El hueso esta formado por minerales, principalmente en forma de hidroxiapatita de calcio,
que se combina con colageno tipo | y diferentes proteinas especializadas para dar lugar a la
matriz 6sea. Cabe destacar que a su vez el esqueleto esta formado por dos tipos de tejido
macroscopicamente diferentes que son el hueso trabecular o poroso (localizado
principalmente a nivel de los cuerpos vertebrales y de la pelvis) y el hueso cortical o
compacto (localizado principalmente en los huesos largos). El hueso trabecular representa
el 20% del total de la masa Gsea, mientras que el 80% del peso esquelético es aportado por
el hueso cortical. EI hueso trabecular presenta un metabolismo mas elevado que el hueso

cortical; debido a esto es mas susceptible a los cambios hormonales y terapéuticos (42).

Al ser el crecimiento un proceso de incremento de la masa Osea de un ser vivo (1), la
nutricion materna es un factor importante para permitir este crecimiento fetal 6ptimo; dicho
crecimiento ocurre solo en un individuo sano y bien alimentado, si el individuo esta
enfermo o presenta desnutricion el crecimiento lineal disminuye (2,3). Por lo que una
nutricion adecuada durante los primeros mil dias de vida es importante para que los nifios
alcancen su méaximo potencial fisico. Por lo tanto, una intervencion nutricional debe
enfocarse en esta etapa que pueden tener consecuencias a largo plazo. Adoptar una dieta
equilibrada puede contribuir en la salud de los huesos, pues participa en la prevencion y

tratamiento de las enfermedades dseas (4-6).

Durante los ultimos 25 afios ha aumentado el interés en la medicion del contenido mineral
0seo en varias regiones del esqueleto, ya que en la osteoporosis los huesos son mas
propensos a rupturas. En todos los individuos la pérdida de la DO es un proceso que
conlleva a su encogimiento tanto en el periodo de envejecimiento como en el periodo de
menopausia para las mujeres, pues en esta etapa la pérdida Gsea es aun mayor

convirtiéndose en una etapa vulnerable para desarrollar osteoporosis (43, 44). En un estudio
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hecho en mujeres premenopausicas se pudo observar que la adherencia a una dieta
mediterrdnea que incluye vegetales, frutas, granos enteros, frijoles, frutos secos, semillas,
aceite de oliva, etc. Se asocid positivamente con una mejor masa 0sea, dichas mediciones
se obtuvieron mediante una ecografia Gsea cuantitativa, absorciometria de rayos X de

energia dual y por tomografia computarizada cuantitativa periférica (45).

La osteoporosis es un trastorno esquelético comun caracterizado por una masa 0sea baja,
que conduce a una resistencia 6sea reducida y por lo tanto a un mayor riesgo de fracturas
(46). Se estima que afecta a unos 200 millones de personas en todo el mundo; de acuerdo
con estadisticas de la International Osteoporosis Fundation, en todo el mundo una de cada
tres mujeres mayores de 50 afios y uno de cada cinco hombres sufriran fracturas
osteopordticas a lo largo de su vida (47). Tanto la DO por area y la densidad volumétrica
son los pardmetros mas utilizados para determinar la pérdida o ganancia de masa 0sea,

establecer la integridad del esqueleto y medir la cantidad de hueso (48).

Existen varios factores que contribuyen significativamente al riesgo de fractura, tales como
el sexo, la edad, indice de masa corporal bajo, fracturas previas por fragilidad, antecedentes
parentales de fractura de cadera, tabaquismo, consumo de alcohol de 3 0 més unidades
diarias (49). En un estudio hecho en lechones recién destetados con retraso en el
crecimiento intrauterino y que posteriormente fueron alimentados adecuadamente durante
el periodo de lactancia se registrd que no alcanzaron el mismo crecimiento y desarrollo
muscular en comparacién con los lechones de peso normal al nacer, por lo tanto la
restriccion nutricional temprana posnatal dio como resultado un crecimiento deficiente del
musculo esquelético y un retraso en la maduracion de las miofibras de los lechones (50) y
en otro estudio hecho en cerdos también sugiere que una alta ingesta de nutrientes en el
periodo de lactancia podria mejorar el crecimiento y la madurez del musculo esquelético,
puesto que esta bien establecido que la actividad fisiologica esta determinada en gran parte
por el nimero total de fibras y la composicion del tipo de fibras, siendo componentes clave
del crecimiento (51, 52).

11



2.2.1 El efecto de la proteina en el tejido 6seo

Los macronutrientes energéticos esenciales para la modelacion ésea son los hidratos de
carbono, lipidos y proteinas, y los micronutrientes son calcio, vitamina D, vitamina K,
magnesio, potasio y el fosforo, etc. Estos se encargan de modular el crecimiento y la
formacion de hueso (53), de todos los anteriores uno de los mas importantes son las
proteinas (54). La proteina es el principal componente estructural de todas las células,
incluidas las células dseas en el cuerpo (2). Las proteinas son macromoléculas que
contienen carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno, que comprenden polimeros de
aminoacidos de los cuales hay 20. La complejidad de la estructura de la proteina permite el
cumplimiento de multiples y variados procesos fisioldgicos, incluidas las funciones en
procesos estructurales (como el colageno), contractiles (miosina y actina), inmunitarios
(anticuerpos) y reguladores (enzimas y hormonas) (55). Muchos de estos procesos son
esenciales para el mantenimiento de la estructura y funcionalidad del hueso y por lo tanto
una ingesta adecuada de proteinas puede ser esencial para el desarrollo y mantenimiento de
un hueso sano, ya que este comprende una matriz de proteina encerrada en un mineral
cristalino; se ha estimado que el hueso comprende aproximadamente un 50% de proteina y
un 50% de minerales (3). Por lo tanto, la resistencia 6sea no depende solo de la
mineralizacion, sino también de la integridad de sus componentes proteicos. Ademas de su
funcién estructural, la ingesta adecuada de proteinas es esencial para estimular la actividad
de las hormonas anabolicas y los factores de crecimiento, la mayoria de los cuales tienen

funciones esenciales en la regulacion de la masa Gsea y su microarquitectura (56).

La ingesta de proteinas en la dieta tiene un papel importante en la acumulacion del hueso
durante la infancia y la adolescencia asi como en el mantenimiento de la salud 6seay a lo
largo de la vida (3). Una dieta proteica deficiente es un factor causal documentado del
crecimiento esquelético y mantenimiento 0seo deficiente observado en nifios desnutridos,
en adultos mayores y especialmente en mujeres en etapa posmenopausicas, que a su vez
también contribuye a la aparicién de complicaciones patoldgicas en pacientes con fracturas
(5-8). En las personas adultas mayores el mantenimiento de la masa dsea esta estrictamente

relacionado con la masa muscular funcional y como resultado los pacientes con bajo aporte
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proteico presentan mayor despojo muscular y pérdida dsea (57). Adicionalmente al
relacionar la ingesta de proteina con la curacion de fracturas se sugiere que el consumo de
proteina no afecta negativamente el proceso de curacion y que en realidad disminuye las

consecuencias de la fractura en hombres y mujeres, teniendo un efecto benéfico (58, 59).

Estudios en animales y humanos registran que una dieta baja en proteinas esta relacionada
con una menor densidad y contenido mineral 6seo en comparacion al grupo control (60-67).
Por otro lado, en un estudio transversal se informd que en nifios y adolescentes de 6 a 18
afios la proteina de la dieta tuvo un efecto benéfico sobre la resistencia 6sea diafisaria
durante el crecimiento (68). En otro estudio en adolescentes sanos de entre 9 y 19 afios se
observé una relacion positiva entre la ingesta de proteinas y el contenido mineral 6seo, asi
como en la DO en los sitios lumbares y femorales (69). Mientras que en un estudio en
hombres y mujeres de 50 a 69 afios se reportd que la ingesta de proteinas en la dieta tanto
de origen animal como vegetal estaba relacionado con la reduccion del riesgo de fracturas
osteopordticas de cadera (5). Sin embargo, en un estudio en mujeres enfermeras no se
encontrd evidencia que respalde una asociacion entre las fracturas de cadera y la ingesta de
proteinas, por lo cual esta relacion aun no esta clara y pocos estudios han examinado la

asociacion de fuentes de proteina especificas con fracturas de cadera (70).

Durante muchos afios el papel de las proteinas en la salud 6sea ha sido cuestionado debido
a que muchos postulan que la ingesta alta de proteinas en la dieta podria ser perjudicial para
el hueso debido a la carga acida que esta puede imponer en el cuerpo, mejor conocido como
la hipotesis de la ceniza acida (71). Sin embargo, existe evidencia de varios mecanismos
tanto directos como indirectos a través de los cuales las proteinas pueden proteger a los
huesos (14). En resumen la proteina es un nutriente esencial para la salud 0sea, pues tiene
un efecto anabolico en el hueso que se debe a la provision de aminoacidos (72). Sin
embargo, es importante aclarar las cantidades, las fuentes de alimentos y el momento para
permitir la optimizacion de esta influencia protectora y asimismo una reduccion en el riesgo

de fractura.

13



Las ingestas de proteinas superiores a las recomendadas parecen estar justificadas en
algunas situaciones, como en los atletas que tienen un gasto energético elevado relacionado
con el entrenamiento y un alto requerimiento de reparacion y adaptacion musculo
esquelética, en las personas que tienen una disponibilidad de energia reducida o en aquellos
individuos en las etapas anteriores o en la vida adulta (72). Aunque en estas situaciones se
puede requerir una ingesta de proteina superior a la recomendada (0.8 g/kg/dia), aunque no
estd claro que tan altas deberian ser estas ingestas de proteinas. Es importante mencionar
que es necesario que una mayor ingesta de proteinas no ocurra a expensas de la idoneidad
de otros nutrientes 0 que genere un excedente inadvertido de energia ya que de ser asi

puede afectar negativamente a los huesos, particularmente a individuos sedentarios (73).

En contraste, en un estudio en ratas Wistar se observo que la restriccion de proteina afectd
negativamente la composicién corporal y el metabolismo 6seo por lo cual la fragilidad del
hueso se vio afectada en comparacion con el grupo control (8). Por lo tanto, la ingesta de
proteinas es parte esencial para la adquisicion y el mantenimiento de la masa muscular,
aumentando la absorcion de aminoacidos que estimulan la sintesis de proteinas musculares,
esto debido a que la masa muscular se asocia con la masa désea durante el desarrollo, el
crecimiento y por lo tanto, se correlaciona positivamente con la masa Gsea en el

envejecimiento (57, 74).

De acuerdo con un estudio hecho en adultos jovenes se registro que los hombres y mujeres
pueden tener diferentes respuestas 6seas al aumento de la ingesta de proteinas durante su
participan en un programa de fuerza y acondicionamiento (75). Los estudios sugieren un
efecto perjudicial de la alta ingesta de proteinas en el hueso o bien ninguna asociacion, pero
otros estudios han encontrado una asociacion positiva entre el aumento de la ingesta de
proteinas y las medidas 6seas como el contenido mineral 6seo y la densidad mineral Gsea,

principalmente en las mujeres perimenopausicas y hombres mayores (76).
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2.2.2.1 El efecto de los aminoacidos en el tejido dseo

Un hueso sano contempla la presencia de colageno, que es la proteina que forma el marco
0seo, en el que se deposita el calcio; por lo cual la construccion y el funcionamiento
adecuado del hueso estan relacionados con un coladgeno saludable. Asi como son
importantes las cantidades de calcio y de vitamina D en un hueso sano también se requieren
cantidades suficientes de aminoacidos esenciales (histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, triptofano y valina) otros micronutrientes para la formacion de la
estructura del colageno. La lisina es un aminoacido esencial, como consecuencia habra una
escasez de este nutriente en situaciones de desnutricion o deficiente ingesta, lo cual puede

agravarse aun mas por el estrés inducido por una fractura 6sea (77).

Las dietas con maiz son un alimento basico e importante en los paises en desarrollo, pero
contienen proteinas de bajo valor bioldgico, la lisina es generalmente en primer aminoécido
limitante en los alimentos, seguido del triptdéfano; las deficiencias en la ingesta de lisina
disminuyen la sintesis de proteinas y causan pérdida de peso en los lactantes (25, 78, 79).
Ademas, los requerimientos de proteinas y aminoacidos aumentan durante la desnutricién
cronica y los estados de enfermedades infecciosas agudas. En un estado inflamatorio, los
aminoacidos no esenciales como la glutamina y la arginina se vuelven condicionalmente
esenciales, por lo tanto, es importante proporcionar no solo proteinas en cantidad si no
también calidad, con un contenido de aminoacidos bien equilibrado, para lograr un

crecimiento lineal (80, 81).

En un estudio realizado en nifios de 12 a 59 meses de edad en zonas rurales de Malawi, se
mostré una asociacién entre el retraso del crecimiento y bajos niveles circulantes de todos
los amino&cidos esenciales, principalmente de isoleucina, treonina y leucina; por lo tanto, la
suplementacion con ciertos aminoacidos puede ser una estrategia efectiva en estados
nutricionales como la desnutricién (82). En los animales, los aminoacidos plasmaticos
fluctlan segun la ingesta nutricional, particularmente en respuesta al contenido de proteinas
y la deficiencia de aminoacidos Unicos (83, 84). En un estudio con ratas alimentadas a base

de harina de maiz y suplementadas con amino&cidos se observd que los aminoacidos que
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limitan el crecimiento corporal fueron la lisina y el triptéfano, siendo estos dos las
principales limitantes en la dieta. Otros aminoacidos esenciales como la valina, leucina,
isoleucina y metionina, mejoraron significativamente sus niveles circulantes en sangre
mediante la suplementacion con proteina de soya junto con lisina, correlacionandose
altamente con la longitud corporal. Por lo cual se puede concluir que la combinacion de
aminoacidos investigados (lisina, triptéfano, valina, isoleucina y metionina) es 6ptima para

logar un crecimiento lineal en ratas (85).

En un estudio clinico aleatorizado con 131 pacientes de 15 a 75 afios se evaluo el efecto de
la suplementacion con micronutrientes involucrados en la formacion de colageno en el
periodo de curacion de fractura en la tibia; se observd que el grupo que consumia los
micronutrientes (vitamina C, lisina, prolina y vitamina B6) mostré una aceleracion en el
tiempo de curacién de la fractura a las 14 semanas en comparacion al grupo control (77).
La matriz de proteina dsea sufre renovacién continua y remodelacién; por lo tanto, se
necesita un suministro adecuado de aminoécidos y sustrato mineral para apoyar la
formacion y el mantenimiento del hueso en las diferentes etapas de la vida. Debido a la
reticulacion de las moléculas de colageno en el hueso que implica modificaciones
postraduccionales de los aminoécidos (incluida la hidroxilacion de lisina y prolina), muchos
de los fragmentos de colageno liberados durante la protedlisis como parte de la
remodelacion 6sea no pueden reutilizarse para construir una nueva matriz ésea. En
consecuencia, es necesario un suministro diario de proteina en la dieta para la acumulacion
Osea continua antes de alcanzar la masa 6sea maxima, dado que esta se alcanza entre los 30

y 35 afios y también para el mantenimiento posterior (86, 87).

A nivel mundial los patrones dietéticos varian de un lugar a otro y podemos encontrar el
vegetarianismo en el cual se excluye la carne, pescado y algunos productos de origen
animal como lacteos y huevo (88). En el caso de las dietas vegetarianas cronicas, estas
pueden provocar problemas de osteoporosis, puesto que los vegetarianos y particularmente
los veganos pueden estar en riesgo de una menor DO y fracturas, debido a una ingesta
insuficiente de nutrientes. De igual manera el uso de suplementos puede ayudar a garantizar

un estado 0seo saludable para reducir este riesgo; asi como la funcién hormonal
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deteriorada, el embarazo, la lactancia, la nutricion, el ejercicio y otras enfermedades como
la anorexia nerviosa pueden afectar el logro de la densidad dsea maxima (89, 90). En un
estudio hecho en nifios se pudo observar que una dieta vegetariana bien planificada no
conduce a una masa 0sea significativamente menor; sin embargo, los nifios que seguian una
dieta lacto-ovo-vegetariana tuvieron una mayor tasa de recambio 6seo y cambios sutiles en

los marcadores reguladores 6seos (91).

Ya se ha mencionado que la osteoporosis puede conducir facilmente a fracturas, es por esto
que un buen programa nutricional puede prevenir la osteoporosis y regular otros problemas
relacionados a la deficiencia de nutrientes y, por lo tanto, prevenir las fracturas (22). En un
estudio se llevd a cabo una revision sistematica de las guias de préctica clinica para
osteoporosis y se encontr6 que las recomendaciones consistian en una serie de
intervenciones para modificar el estilo de vida, principalmente la ingesta de calcio,
vitamina D y ejercicio. Algunas otras recomendaciones incluyen mantener una ingesta
adecuada de proteinas, identificar y tratar los factores de riesgo de caidas y limitar el
consumo de café, alcohol y tabaco. La prevencion eficaz de las fracturas mediante la
reduccion de la pérdida de la masa Gsea es uno de los objetivos principales para tratar a las
personas con osteoporosis y cada factor ya mencionado o una combinacion de estos puede
beneficiar a los pacientes (92-95).
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2.3 Planteamiento del problema

La dieta es uno de los principales factores modificables que estan asociados a la salud 6sea
(95). Se ha demostrado que una baja ingesta de proteinas tiene efectos nocivos en la
adquisicion y conservacion de masa 0sea, debido a que el hueso sufre una remodelacién
continua y necesita de un suministro adecuado de aminoacidos para apoyar la formacion de
hueso nuevo. En los periodos de desarrollo de los humanos y animales, el crecimiento
esquelético es importante pues es una etapa de moldeado 6seo que comienza durante el
crecimiento fetal y termina en la vida adulta, en donde los huesos se expanden y se alargan
(96). Las proteinas resultan benéficas para la salud Osea, una ingesta adecuada de
aminoacidos esenciales se asocia con una mayor DO, por lo que se sugiere que los

aminoacidos ademas de formar la matiz 6sea aumentan la absorcién de calcio (97, 98).

En nifios, el estado dseo durante la infancia es un indicador del estado 6seo en la vida
adulta (99, 100) y un factor de prediccién de la osteoporosis (101). Por lo que se evidencia
la vulnerabilidad del esqueleto en etapas de desarrollo antes de llegar al pico de masa dsea
méaxima (102-105). Un estudio en ratas informa que una dieta baja en proteinas disminuye
la DO (9%), lo que provoca un adelgazamiento cortical ademas de una menor resistencia
mecénica. En el hueso esponjoso la deficiencia de proteinas deprime transitoriamente la
tasa de formacién dsea y la tasa de aposicion mineral, lo cual indica una disminucién en la

formacion y actividad de los osteoblastos (63).

Por lo tanto, se pretendi6 evaluar el efecto que tiene la suplementacion de aminoéacidos
esenciales (leucina, isoleucina, valina, lisina, triptdéfano, treonina, histidina) en el
crecimiento esquelético de las crias Wistar con restriccion proteica durante la gestacion y
lactancia. El impacto de la suplementacion con isoleucina en la densidad 6sea de huesos
largos (fémur, tibia, fibula, humero, radio y olécranon) en una condicion de desnutricion

proteica materna.
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111. JUSTIFICACION

En un estado de desnutricidn o de carencia alimentaria, el proceso de crecimiento se detiene
por un déficit en nutrientes esenciales, en los que se encuentran las proteinas. Ademas, es
importante considerar que la poblacion ha optado por dietas vegetarianas o veganas, que se
asocian con un menor consumo de proteinas. La baja ingesta de proteinas de alto valor
bioldgico afecta la DO dando como resultado un mayor riesgo de fracturas, osteoporosis y

finalmente la invalidez.

Una estrategia efectiva es la suplementacion con aminoacidos esenciales, ya que, aungue
las proteinas de origen animal contienen un adecuado equilibrio de aminoacidos, no
siempre son de facil acceso y suelen ser costosas. Las proteinas son esenciales en periodos
criticos de la vida como lo son la gestaciéon y los primeros dias de vida; ante una carente
ingesta de proteinas de alto valor bioldgico, una disponibilidad adecuada de aminoacidos
esenciales como leucina, isoleucina, valina, lisina, triptéfano, treonina, histidina podrian

favorecer el crecimiento y la densidad Osea.

Ante la imposibilidad ética de hacer este tipo de intervenciones en humanos, los modelos
animales son Utiles para responder preguntas sobre el efecto de la suplementacién en crias
de madres gestantes y en periodo de lactancia. A partir de estos datos se puede obtener
informacion relevante de la relacién que tiene la restriccion proteica en el periodo

intrauterino y de lactancia sobre la salud 6sea de sus crias.

El estudio de la suplementacién con aminoacidos esenciales es importante debido a que los
resultados proveeran de evidencia sobre su efecto conjunto e independiente en el
crecimiento 6seo y la DO en las crias de rata Wistar nacidas de madres con una condicion
de restriccion proteica. Estos datos pueden utilizarse para disefiar estudios en humanos
enfocados a mejorar el crecimiento lineal en poblaciones con déficit en la ingesta de

proteinas.
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IV. HIPOTESIS

La suplementacion con aminodcidos esenciales (leucina, isoleucina, valina, lisina,
triptofano, treonina, histidina) en las ratas madre Wistar con restriccion proteica tiene un
efecto positivo en la densidad dsea de los huesos largos de las patas delanteras y traseras de

sus crias.

20



V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la suplementacion con aminodcidos esenciales (leucina, isoleucina,
valina, lisina, triptéfano, treonina, histidina) en la densidad d¢sea de los huesos largos de las
crias de ratas Wistar hembra con restriccion proteica materna durante la gestacion y

lactancia.

5.2 Objetivos especificos

1. Evaluar los cambios de peso de las ratas hembra Wistar desnutridas durante la
gestacion y lactancia asociados a la ingesta de una dieta con isoleucina y mix de
aminoéacidos esenciales y a una dieta AIN-93G al 64% de su requerimiento diario de

proteina.

2. Evaluar el estatus proteico de ratas cria Wistar a través de la cuantificacion de

albumina y hemoglobina sérica.
3. Determinar la densidad 6sea mediante radiovisiografia de patas delanteras y traseras

de ratas crias nacidas de madres con deplecion proteica que fueron suplementadas

con mix de aminodcidos esenciales o isoleucina.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Contexto de la investigacion

La presente investigacion se llevd a cabo en el bioterio de las instalaciones de la
Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH) en el Instituto de Ciencias de la
Salud (ICSa), con ratas de la cepa Wistar en un periodo de enero 2019 a junio del 2019. El
proyecto de investigacion fue aprobado (Folio CIECUAL-006-2018) por el CIECUAL
(Comité Institucional de Etica, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la UAEH) el
cual se rige por la Norma Oficial Mexicana de especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio NOM-062-Z00-1999, Anexo 1.

Tipo y disefio de estudio

Estudio experimental.

6.2 Seleccion de la poblacidn, criterios de inclusién y exclusion

Inclusion:

- Ratas Wistar hembra de 4 semanas de edad.

- Ratas Wistar macho adulto.

- Ratas Wistar machos y hembras libres de cualquier patogeno.

- Animales recién destetados de 21 dias de vida con un peso semejante.

- Ratas adulto sexualmente maduros
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Exclusion:

- Animales de laboratorio con algin proceso patologico agudo o cronico.
- Animales que no consuman la dieta de mix de aminoécidos o isoleucina.

- Crias muertas antes de los 21 dias edad.

6.3 Tamafio de muestra y muestreo

Estudio aleatorio con 18 ratas Wistar (12 hembras y 4 machos) adquiridas del Bioterio del
ICSa. Para fines de este estudio se formaron 4 grupos de estudio con 3 ratas hembra (ratas

madre) cada unoy 1 macho por cada grupo (solo para el apareamiento).
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6.4 Diagrama de disefio experimental

Grupos dieta AIN-93G:

- *Grupo control AIN-93G
GrUPOS AIN-93M: PerIOdO de .Grupo bajo en proteina Perlodo de
+*Control- Dieta AIN-93M restriccion (GBP) (8%)
<Baj iz Dieta AIN- |— > X —>| apareamiento
ajo en pro emas: 1eta - proteica *Grupo con mix de
93M al 9% de proteina T srered aminoécidos (GBP-AA) (8%) (1 semana)
*Grupo isoleucina (GBP-lle)
(8%)

Registro semanal de peso y de alimento

- >
Determinaciones: v
Cambios de peso, Diseccién y Destete: Lactancia Gestacidn

S s s limpieza de <«——| Dia22- |[«——| (21 dias) |« (21-22 dias)

Iong'tlfd de h_ueso Ia’rgos, huesos largos de sacrificio

Densidad mineral osea las crias

Registro semanal de peso y de alimento
- -

Analisis de datos y
resultados

Figura 1. Disefio experimental del estudio



6.5 Definicion operacional de variables (dependientes, independientes)

Tabla 1. Definicion operacional de variables

Variables Definicion conceptual Definicion operacional Unidad de
medida
Independientes
Dieta AIN-93M | Dieta AIN-93M de | Dieta AIN-93M para grupo control g
mantenimiento para | en periodo de acondicionamiento,
roedores. con 14% proteina.
Dieta AIN-93M | Dieta AIN-93M al 64% | Dieta AIN-93M al 9% de proteina g
al 64% del requerimiento diario | para lograr un estado de deplecion
de proteina. proteico previo a la gestacion.
Dieta AIN-93G | Dieta AIN-93 G para | Dieta AIN-93G para grupo control g
periodo de gestacion en | en periodo de gestacion y lactancia
roedores. con 20% de proteina.
Dieta baja en | Dieta AIN-93G baja en | Dieta AIN-93G modificada al 10% g
proteinas proteinas. de proteina total para el periodo de
gestacion y lactancia, grupo bajo en
proteina (GBP).
Dieta Mix de | Dieta AIN-93G baja en | Dieta AIN-93G modificada al 10% g
aminoéacidos proteinas. de proteina total para el periodo de
gestacion y lactancia, y 2 veces el
requerimiento diario de 7
aminoacidos esenciales (Histidina,
Isoleucina, Leucina, Lisina,
Treonina, Triptéfano y Valina);
denominado grupo bajo en proteinas
con mix de aminoacidos (GBP-AA).
Dieta con | Dieta AIN-93G | Con una dieta AIN93G modificada al g
isoleucina modificada en proteinas | 10% de proteina total para el periodo
de gestacion y lactancia, y 2 veces el
requerimiento diario del aminoécido
Isoleucina (GBP-lle).
Dependientes
Hemoglobina Cantidad de | Muestra capilar de sangre total de la g/dL
hemoglobina en sangre. | tltima porcion de la cola de la rata
madre evaluada con un fotometro
portatil (HemoCue®).
Alblimina Cantidad de albumina | Muestra de sangre en el sacrificio por g/dL

en sangre.

método colorimétrico con un lector

de placas BioTek®
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Ingesta de | Cantidad de energia y | Sumatorio total del consumo semanal g
energia nutrientes ingeridos. de alimento, pesado con una béascula
TANITA KD-160®, multiplicado
por el aporte calorico de
macronutrientes.

Longitud 6sea Medicion del tamafio en | Medicion con un vernier Scala® para mm
longitud en los huesos. | obtener la longitud entre la cabeza
del himero y el condilo del hiumeroy
entre la cabeza del radio y la apdfisis
estiloidea del radio.

Densidad dsea Medida de la cantidad | Estimulacion de rayos X con sensor g/lcm?

de minerales por unidad | digital. Equipo Corix 70 Plus-USV
de area en los huesos. 70 KVp-8Ma, Corix Medical

Systems®.
Cambios de | Registro de la ganancia | Peso semanal medido con una g
peso 0 pérdida de peso | Balanza Triple Beam 700/800 series
semanal de ratas Wistar | OHAUS®, con una precision de 0,1
madre. g.

Prueba, principio y procedimiento

Se utilizaron 12 ratas hembra Wistar de 4 semana de vida alimentadas con una dieta AIN-
93M estandar para el grupo control (3 animales) y al 9% de proteina, que corresponde al
64% del requerimiento diario, para el GBP (12 animales) durante 5 semanas, registrando el
peso por semana; posterior a este periodo, se inicié el apareamiento y la asignacion
aleatoria de ratas para cada uno de los grupos de estudio (Grupo control, GBP, GBP-AA y
GBP-lle), Figura 1. En las ratas madre al inicio de la gestacion se tomd una muestra de
hemoglobina para determinar la deplecion proteica, durante la gestacion y lactancia se
alimentaron con una dieta AIN-93G estandar para el grupo control y al 10% de proteina
total en los grupos con tratamiento. Al termino de la lactancia se registro el peso de las crias
destetadas, posteriormente se sacrificaron, tomando una muestra de sangre para determinar
hemoglobina y albdmina sérica, estas mismas determinaciones se realizaron en las madres.
Se cortaron las patas traseras y delanteras de las crias para su diseccién y obtencion de
huesos largos, finalmente se midieron y pesaron cada uno de los huesos largos y se hicieron

determinaciones de densidad 0sea en cada uno de los huesos, Figura 1.
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6.5.1 Animales de experimentacion

Los animales se obtuvieron del bioterio del Instituto de Ciencias de la Salud (ICSa) de la
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo (UAEH). Se utilizaron inicialmente 12 ratas
Wistar hembra de 4 semanas de vida y 4 machos adultos. Hembras y machos se aparearon
con 10 semanas de vida, con el fin de lograr una gestacion en las ratas hembra a quienes se

incluyeron en los tratamientos.

6.5.2 Condiciones de alojamiento

Durante el periodo de experimentacion los animales fueron alojados en el bioterio del
ICSa-UAEH, en cajas de acrilico, bajo condiciones controladas de temperatura, humedad y
ciclos de luz/obscuridad de 12/12 horas respectivamente. Durante todo el experimento el
alimento fue controlado, es decir, Gnicamente se les proporcionaban los gramos de ingesta
diaria recomendada para su peso y edad. En funcién de la etapa del protocolo experimental,
los animales se alojaron en grupos de 3 animales (periodo de acondicionamiento y
restriccion proteica) o de 2 animales (periodo de apareamiento) en cajas de acrilico, en

forma individual se mantuvieron a las ratas madres para las etapas de gestacion y lactancia.

6.5.3 Dietas

Las dietas utilizadas fueron la AIN-93M y la AIN-93G para roedores (106), con
modificaciones para cada grupo de estudio, en la Tabla 2 se muestra la composicion de
nutrientes de cada una de las dietas estdndar. El alimento fue elaborado en el Laboratorio
de Nutricion Molecular del 1CSa-UAEH, tomando como referencia las dietas AIN-93M y
AIN-93G, Tabla 3, para las distintas formulaciones de cada grupo de estudio. El alimento
una vez elaborado se colocd en charolas para su secado a temperatura ambiente, y

posteriormente se almacend en refrigeracion para su conservacion.
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Las hembras de 4 semanas de vida fueron inducidas durante 5 semanas a una restriccion de
proteina, se les dio una dieta AIN-93M al 9% de proteina, lo que representara el 64% de su
requerimiento diario, para lograr un estado de deplecidn proteinica antes de la gestacion en
el periodo antes de la gestacion (PG), Tabla 3; las hembras control no fueron inducidas a

esta deplecion proteica, consumieron las dieta estandar AIN-93M, Tabla 3.

Durante el periodo de gestacion y la lactancia (PGL) se colocd una hembra en cada caja,

quién fue alimentada de acuerdo con el grupo de experimentacién al que fue asignado.

1. Dieta AIN-93G (grupo control).

2. Dieta AIN-93G modificada al 10% de proteina total, grupo bajo en proteina (GBP).

3. Dieta AIN-93G modificada al 10% de proteina total y 2 veces el requerimiento diario de
7 aminoacidos esenciales (Histidina, Isoleucina, Leucina, Lisina, Treonina, Triptéfano y
Valina) denominado grupo bajo en proteinas mas aminoacidos (GBP-AA).

4. Dieta AIN93G modificada al 10% de proteina total y 2 veces el requerimiento diario del

aminoéacido Isoleucina (GBP-lle).

Tabla 2. Composicion de nutrientes en la dieta AIN-93G
y AIN-93M para roedores

Dieta g/kg

Nutriente AIN-93G  AIN-93M
Energia total, kcal 3766 3601
% de proteina 19.3 14.1
% de HCO 64 75.9
% de grasas 16.7 10
Humedad, g 66 68
Grasa total, g 70 40
Saturado, g 10.8 6.2
Monoinsaturado, g 16.3 9.3
Poliinsaturado, g 40.5 23.1
Acido linoleico, g 35.7 10.4
Acido linolénico, g 4.8 2.7
Carbohidratos totales, g 643.7 727.3
Carbohidratos complejos, g 360.1 421.9
Azucares simples, g 236.1 257.9
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Celulosa, ¢ 47.5 47.5
Proteina total, ¢ 178.6 125.8
Alanina, g 4.6 3.3
Arginina, g 6.4 4.5
Acido aspartico, g 12.2 8
Cisteina, ¢ 3.7 2.4
Acido glutamico, g 36.3 25.5
Glicina, ¢ 3.2 2.3
Histidina, g 4.6 3.3
Isoleucina, g 8.5 59
Leucina, g 15 4 10.9
Lisina, g 13 9.2
Metionina, g 4.6 3.3
Fenilalanina, g 8.8 6.2
Prolina, g 20.5 14.3
Serina, g 9.7 6.7
Treonina, g 6.7 4.7
Triptofano, g 2.1 1.6
Tirosina, g 9.3 6.6
Valina, ¢ 10 7
Ceniza total, g 41.7 38.9

Tabla tomada del articulo: Reeves, P. G. y colaboradores (106).
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Tabla 3. Formulaciones de la dieta administrada durante el periodo de restriccion proteica (AIN-93M), gestacion y lactancia (AIN-
93G) a ratas hembra Wistar

Control GBP GBP-AA GBP-lle

PG PGL PG PGL PGL
Ingredientes g/kg dieta
Almiddn de maiz 465.7 397.5 515.7 517.5 517.5 517.5
Caseina 140 200 90 80 80 80
Dextrina 155 132 155 132 132 132
Sacarosa 100 100 100 100 100 100
Aceite de soja 40 70 40 70 70 70
Fibra 50 50 50 50 50 50
Mix de minerales 35 35 35 35 35 35
Mix de vitaminas 10 10 10 10 10 10
L-cistina 1.8 3 1.8 3 3 3
Bitartrato de colina 25 25 25 2.5 2.5 2.5
Histidina 3.3 4.6 3 4.2 7.3 -
Isoleucina 5.9 8.5 5.4 7.8 13.6 13.6
Leucina 10.9 15.4 9.9 14.2 24.6 -
Lisina 9.2 13 8.4 11.9 20.8 -
Treonina 4.7 6.7 4.3 6.2 10.7 -
Valina 7 10 6.4 9.2 16 -
Tript6fano 1.6 2.1 1.4 1.9 3.4 -

PG= periodo antes de la gestacion, PGL= periodo de gestacion y lactancia, Control= grupo control, GBP= Grupo Bajo en Proteina,
GBP-AA = Grupo Bajo en Proteina suplementado con Mix de Amino&cidos, GBP-lle = Grupo Bajo en Proteina suplementado con
Isoleucina. Tabla adaptada del articulo: Reeves, P.G. y colaboradores (106).
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6.5.4 Apareamiento

Posterior al periodo de restriccion proteica con la dieta AIN-93M al 9% de proteina total,
las hembras virgenes fueron inducidas al apareamiento con machos adultos. Se colocaron
individualmente una hembra con un macho durante 7 dias continuos. El apareamiento fue
confirmado por la presencia del tapon espermatico en la vagina de la hembra, esta

confirmacion delimitd el inicio de la gestacion.

6.5.5 Gestacién y lactancia

Desde el inicio y hasta el final de la gestacién y, durante el periodo de lactancia, las
hembras fueron alojadas individualmente en cajas de acrilico y teniendo un control de
alimento y agua en funcion del grupo asignado aleatoriamente. La gestacion tuvo una
duracion de aproximadamente 21-22 dias. El dia del parto se registré el nimero de crias en
cada hembra de los 4 grupos y las crias nacidas se alojaron con sus madres durante el
periodo de lactancia. Un dia después del parto, fue ajustado el nimero de crias por grupo a
6 hembras y 6 machos. La lactancia se continué durante los 21 dias posteriores al

nacimiento, al dia 22 las crias fueron destetadas y sacrificadas.

6.5.6 Registro de peso e ingesta calorica

Se tomo6 un registro de peso corporal de cada rata madre al inicio del proyecto y
posteriormente cada 7 dias hasta el final de la gestacion, con la finalidad de observar
cambios en la pérdida o ganancia de peso de las ratas gestantes, para esta actividad se
ocupo una balanza Triple Beam 700/800 series OHAUS®, con una precision de 0,1 g. Se
tomo un registro de peso corporal de las ratas cria al final de la lactancia con la finalidad de
observar diferencias de peso en los distintos grupos de estudio, para esta actividad se utilizo

una balanza Triple Beam 700/800 series OHAUS®, con una precision de 0,1 g.
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En cuanto a la ingesta de energia en las madres, se realizaron mediciones continuas (2
veces por semana) del consumo de alimento con una bascula TANITA KD-160®. Con base
en estos consumos y en el aporte calorico por gramo de alimento para cada formulacion,
Tabla 3 y 4; se calculd la ingesta de energia semanal en kilocalorias ingeridas para cada
grupo de estudio, asi como la ingesta total de energia durante el PG y PGL, sumando las

semanas correspondientes a cada uno.

Tabla 4. Aporte calrico por gramo de alimento
para cada grupo de estudio

Kcal/g
Control (PG) 3.95
Control (PGL) 3.96
GBP (PG) 3.88
GBP (PGL) 3.92
GBP-AA (PGL) 4.34
GBP-lle (PGL) 4.01

Control= Grupo control, PG= periodo antes de la gestacion,
PGL= periodo de gestacion y lactancia.

6.5.7 Sacrificio

Previo al inicio del sacrificio (8 horas antes) el alimento fue retirado a todos los animales,
solo se dej6 agua simple a todos los grupos, para tomar la muestra de sangre en condiciones
post absorbidas. Las ratas fueron anestesiadas utilizando el anestésico ISOFLURAN marca
Vedco® y sacrificadas en la guillotina. La sangre obtenida fue centrifugada a 5000 rpm por
10 minutos, en la centrifugadora DRAGONLAB®, modelo DM0412 para obtener el suero,
el cual fue congelado a -35 grados centigrados. Posterior a esto, se procedio a la diseccion

de tejido muscular y huesos largos.
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6.5.8 Cuantificacion de hemoglobina sérica

Con un fotometro portatil (HemoCue®) se midié la hemoglobina (g/dL) el equipo cuenta
con una absorbancia de 565 nm y 880 nm, se utilizaron micro cubetas compatibles con el
equipo las cuales miden la hemoglobina con el método de la azidametahemoglobina (107).
La muestra de sangre capilar se tomdé de la dltima porcion de la cola de la rata, la cual fue
colocada en las micro cubetas y posteriormente se colocéd dentro del equipo, se esperaron
10 segundo y se obtuvo la medicidn, la cual fue registrada. Esta medicion se llevé a cabo en
dos momentos de la intervencidn, al inicio de la gestacion (en ratas madre) y al finalizar el
periodo de lactancia (en ratas madre y crias) para diagnosticar el nivel de hemoglobina
basal y determinar los efectos de la suplementacion. Se utilizaron valores de referencia de
11 a 13 £ 1 g/dL para las crias en el primer mes de vida y en las madres adultas de 13 + 1
g/dL (108).

6.5.9 Cuantificacién de albimina sérica

Sin una separacién previa la albimina reacciona particularmente con la forma anionica de
la 3, 3",5,5 -tetrabromo cresolsulfon ftaleina (BCG). Cuando la absorbancia aumenta a 625
nm respecto del blanco de reactivo, esto quiere decir que es proporcional a la cantidad de
albdmina que esta presente en la muestra (109). Se determing el nivel de albimina en suero
por un método colorimétrico, utilizando un kit de Wiener Lab®. En una microplaca se
colocd 1 pL de suero y 250 L de reactivo, se mezcld y se incub6 entre 15 y 28°C durante
10 minutos, la microplaca se leyé en un lector de placas BioTek®, modelo 146583 de
E.U.A a 625 nm. Para obtener la concentracion de albdmina se utilizé la siguiente férmula
(110):

Albimina

——x Blanco
Estandar

Ecuacioén 1. Determinacion de alblmina
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La albdmina se midio6 en las ratas madre y sus crias al final de la intervencion, utilizando
3.28 + 0.48 g/dL como valor de referencia para las ratas madre (111) y de 2.76 £ 0.3 g/dL

para las crias (Leon, 2011).

6.5.10 Diseccion de huesos largos

La diseccidon consiste en la separacion de las partes de un organismo, de tal forma que sea
posible estudiar sus estructuras y relaciones anatémicas, la técnica consiste en la separacion

del tejido conjuntivo que une a los 6rganos por medio de un instrumento (112).

Las crias de las madres alimentadas durante su gestacion y lactancia con las dietas control,
GBP, GBP-AA y GBP-lle; fueron sacrificadas en el dia 22 de vida, para realizar la
diseccion de la pata delantera y trasera derecha. La diseccion de la pata delantera (Figura 2)
se realiz6 cortando entre la cabeza del humero y la cavidad glenoidea de la escéapula.
Posteriormente se separ0 la pata delantera entre los carpelos y el radio. EI humero y el radio
unidos fueron pesados con los muasculos que lo recubren para obtener el peso total (Figura
3), musculo triceps braquial (caput laterale), musculo triceps braquial (caput longum),
musculo biceps braquial, muasculo braquial y muasculos extensores (carpi et digitorum).
Después del registro del peso total de la pata delantera se procedi6 a separar los masculos
del hueso, para dejar libre a los huesos, los cuales fueron limpiados con una solucion al 1%
de Tergacyme® a 50°C en un periodo de 48 horas. El hueso sin rastros de tejido o musculo
fue medido con un vernier Scala® para obetener la longitud entre la cabeza del himero y el
condilo del humero y entre la cabeza del radio y la apdfisis estiloidea del radio. Los valores

fueron registrados en cm.
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Himero

Olecranon

Radio

Figura 2. Estructura de huesos de pata delantera derecha de roedor. Imagen obtenida de:
Atlas Sketal System (113)

21 Mdsculo biceps femoral
(portio cranialis et caudalis)

23 Musculo gastrocnemio (caput
laterale) 27 Musculo triceps braquial (caput longum)

24 Musculo tibial craneal 28 Musculo biceps braquial

29 Masculo braquial

25 Mdsculo extensor (digitorum 30 Mdsculos extensores (carpi et digitorum,

longus).

Figura 3. Estructura de los musculos superficiales de rata. Imagen obtenida de: Gross
Anatomy (114)
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La diseccion de la pata trasera (Figura 4) se realiz6 cortando entre la cabeza del fémur y el
acetabulo del ilion y el isquion. Posteriormente se separd la pata trasera haciendo una
incision entre los huesos de la fibula, la tibia y el tarso. EI fémur, la tibia y la fibula unidos
fueron pesados con los musculos que lo recubren para obtener el peso total (Figura 3),
musculo biceps femoral (portio cranialis et caudalis), musculo gastrocnemio (caput
laterale), muasculo tibial craneal y mdsculo extensor (digitorum longus). Después del
registro del peso total se procedié a separar los musculos del hueso, para dejar libre a los
huesos, los cuales fueron limpiados con una solucién al 1% de Tergacyme a 50°C durante
un periodo de 48 horas. El hueso sin rastros de tejido o musculo fue medido con un vernier
Scala® para sacar la longitud entre la cabeza del fémur y la rétula y entre la eminencia

intercondilar y maléolo lateral y medial.

Fémur

Tibia Fibula

Figura 4. Estructura de huesos de pata trasera derecha de rata. Imagen obtenida de: Atlas
Sketal System, (113)

6.5.11 Determinacion de densidad dsea

La radiologia digital o radiovisiografia es caracterizada por ser un sistema de diagnéstico

por medio de imagenes capturadas con ayuda de un sensor especial, es un sistema que
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consta de un generador de rayos X adaptable, captador de radiacion o sensor, unidad de
produccion de iméagenes, monitor y una impresora (115).

Para realizar esta determinacion en los huesos de ratas cria se utilizé un radiovisiografo
Corix 70 Plus-USV con sensor digital (Suni Plus Digital Radiography System). Por
estimulacion de rayos X a las muestras 6seas con una exposicion de 0.15 segundos, se
obtuvieron imagenes digitalizadas por medio del software Dr. Suni. Una vez que es
iniciado el programa se hace el registro de las muestras para asi poder identificarlas,
posteriormente las muestras 6seas ya limpias se colocan una por una en la placa de rayos X,
se acerca el sensor y se coloco a una distancia de 1 cm centrando las muestras, se presiono

el botdn para la exposicién de 0.15 segundos y se retird la muestra (116).

Al obtener las imagenes estas fueron analizadas mediante el programa Adobe Photoshop
CC 20190, al iniciar el programa se introdujo cada imagen, en la seccion de ventana se
eligio la opcion de histograma con vista expandida, la cual dio el promedio de los pixeles
seleccionados en la region de interés; este valor nos da la densidad de la imagen
seleccionada, se tomaron tres mediciones en diferentes zonas de los huesos que fue la parte
media de la epifisis proximal, diafisis y epifisis distal (figura 5); se sac6 un promedio por
cada hueso de cada grupo, midiendo asi su nivel de radiopacidad, permitiendo también
registrar las partes radiopacas o0 mas blancas, las cuales tienen una mayor densidad o bien

las partes radiolucidas 0 mas obscuras, lo cual se interpreta en una menor densidad.
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Epifisis proximal

Diafisis

A Epifisis distal

Figura 5. Puntos de mediciones para realizar la densidad Optica en los huesos de patas

delanteras y traseras de las crias Wistar

6.6 Analisis estadistico

Para el andlisis de resultados se utilizd el programa estadistico SPSS© (Stadistical Package
for Social Sciences) version 21.0 para Windows. Se prob6 la homogeneidad de las
varianzas con el estadistico de Levene y la normalidad con el test de Shapiro-Wilk para
decidir la prueba estadistica que se aplicaria. Se describieron las variables en promedios +
desviacién estandar. Las comparaciones entre diferentes dietas y grupos en tratamiento se
determinaron mediante ANOVA de una via, post test Bonferroni o T3 de Dunnett. Se
realizé un analisis de correlacion de Pearson para las variables de radiopacidad con el peso
y longitud de los huesos largos de las crias, las diferencias con valores de P <0.05 se

consideraron estadisticamente significativas.
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VII. RESULTADOS

Las ratas hembra madre de los grupos experimentales sometidas a una restriccion proteica
durante cinco semanas antes del apareamiento, con 21 dias de vida registraron un peso de
46.2 £ 1.02 g (grupo control) y de 44.7 + 2.9 (GBP), P = 0.405; al finalizar la restriccion
proteica el peso fue de 159.4 £ 5.3 g en el grupo control y de 169.1 £ 6.4 g en el GBP, P =
0.023. En la Tabla 5 se describen los promedios + DE de los cambios de peso de las ratas
madre de todos los grupos de estudio. Se observo que al dia 21 de gestacion el GBP-lle
presenta una mayor ganancia de peso en comparacion al GBP-AA (60.5 + 2.1 g vs 37.8 +
5.8 g, P=0.032). También se registro una mayor ganancia de peso gestacional en las ratas
con restriccion proteica pregestacional (GBP) en comparacion el grupo GBP-AA (123.6 +
9.1gvs 78.5+7.8 g, P=0.024).

Tabla 5. Cambios de peso de las ratas hembra Wistar con restriccion proteica durante su
gestacion asociado a la ingesta de una dieta con isoleucina y mix de aminoacidos esenciales

Control GBP GBP-AA GBP-lle P
DP D7 (g) 11.8+2.2 146 +5.2 76+5.2 16.2+5.7 0.214
DP D14 (g) 334+33 40.2 +6.3 23.3+36 255+58 0.01
DP D21 (g) 58.0+13.2 42.1+10.0 37.8+58P 605+212% 0.032
G_peso (g) 108.1+14.3 123.6+9.12 785+7.8° 106.3+4.8 0.024

Control= Grupo control, GBP= Grupo bajo en proteina, GBP-AA= Grupo bajo en proteina suplementado con
mix de aminodacidos esenciales, GBP-lle= Grupo bajo en proteina suplementado con Isoleucina, DP_D7=
Diferencia de peso gestacion dia 7, DP_D14= Diferencia de peso gestacion dia 14, DP_D21= Diferencia de
peso gestacién dia 21, G_Peso= Ganancia de peso en la gestacion, P= representa el valor de significancia para
la prueba ANOVA. Letras distintas en la misma linea representan diferencias estadisticas entre los grupos,
prueba ANOVA, post-test T3 de Dunnett. EI nmero de animales por grupo fue de 3.
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En la Tabla 6 se registraron los valores de peso, hemoglobina y albumina de las crias de
ratas Wistar suplementadas con aminoacidos esenciales al término de la lactancia, se puede
observar que el peso de las ratas crias fue mayor en el grupo control y GBP-lle en
comparacion con el GBP-AAY GBP (35.2+1.709,322+279gvs20.1+169,29.2+26
g, P=10.001, respectivamente).

Para la hemoglobina se registr6 que las crias de 21 dias de vida del grupo control
presentaron el nivel de hemoglobina méas alto (11.2 £ 0.9 g/dL) en comparacion con el
GBP, GBP-AA y GBP-lle (P=0.001).

La concentracion sérica de albumina en las crias fue en promedio de 3.6 £ 0.2 mg/dL para
el grupo control al dia 21 de vida y 3.7 £ 0.2 mg/dL para el GBP-lle, la concentracion fue
menor para el resto de los grupos de estudio (GBP, GBP-AA) (p=0.001). En los grupos
bajos en proteina la concentracion de albimina fue mayor en las crias del GBP-lle en

comparacion con el resto.

Tabla 6. Peso, hemoglobina y albumina de crias de ratas Wistar
suplementadas con mix de aminoacidos e isoleucina al término de la
lactancia

Control GBP GBP-AA  GBP-lle
Pcrias (g) ~ 35.2+1.72 29.2+26° 201+1.6° 322+27°
Hb(g/dL)  11.2+092 83+08° 98+1.1° 86+06°
Alb (mg/dL) 3.6+022  28+01b 26+03b 37+02%

Pcrias = peso de las crias, Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, GBP-
AA= grupo bajo en proteina suplementado con aminoacidos esenciales, Hb=hemoglobina,
Alb= alblmina sérica. Letras distintas en la misma linea representan diferencias
estadisticas entre los grupos, prueba ANOVA, post-test de Bonferroni o T3 de Dunnett. El
numero de animales por grupo fue de 6.
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En la Tabla 7 se presenta el peso y longitud promedio de los huesos largos de patas
delanteras y traseras de crias (tanto machos y hembras) de ratas Wistar suplementadas con
aminoacidos esenciales, se observa que el peso y longitud de los huesos fue mayor para el
grupo control, en comparacion con el GBP, GBP-AA y GBP-lle (p=0.001). Los huesos
radio, tibia y fémur de crias de ratas Wistar hembra del GBP-lle registraron un mayor peso
(7.1£0.6 mg, 27.1 £ 2.3 mg y 21.5 + 1.4 mg, respectivamente) en relacion con el GBP (5.6
+1.1mg, 221 £ 1.1 mg y 16.3 + 1.3 mg, respectivamente) (p=0.001). En cuanto a la
longitud de los huesos el himero y tibia del GBP-lle (1.1 + 0.05 cm y 1.6 £ 0.05 cm), fue
mayor en comparacion con el GBP (1.0 £ 0.01 cmy 1.5 £ 0.03 cm) (p=0.001).

Tabla 7. Peso y longitud de huesos largos de patas delanteras y traseras de crias de ratas
Wistar suplementadas con aminoacidos esenciales

Huesos Control GBP GBP-AA GBP-lle P
Humero
Peso (mg) 196+212  144+13°  104+11"bd 165+1.7°¢  0.001
Longitud (cm) 12+01%  1.0+001P  095+0.1"°d 1.1+0.05P°  0.001
OléCub
Peso (mg) 149+092  113+11° 815+11P  123+105P¢ 0.001
Longitud (cm) 15+0.12 14+005°  1.3+0.05Pd 14+0.06° 0001
Radio
Peso (mg) 8.3+082 56+1.1Pd 3.1+05Pd 71+06°  0.001
Longitud (cm) 1240048  1.1+006°  0.9+0.04Pd 1140052  0.001
Tibia
Peso (mg) 363+262 221+11P4 1444250 27.1+23P 0001
Longitud (cm) 1740042  15+0.030 1.3+0.1bd 1.6+005°  0.001
Fémur
Peso (mg) 284+258 163+13P0  1274+220d 215+1.4P 0001
Longitud (cm) 1340038  1.1+004°  1.0+005"P 1.2+001%  0.001

Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, GBP-AA= grupo bajo en proteina suplementado con
aminoacidos esenciales, GBP-lle= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina, OléCub= olécranon
mas cubito. p= representa el valor de significancia para la prueba ANOVA. Letras distintas en la misma linea
representan diferencias estadisticas entre los grupos, prueba ANOVA, post-test de Bonferroni o T3 de
Dunnet. El nimero de animales por grupo fue de 6.
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La Tabla 8 presenta el peso y la longitud promedio de los huesos largos de patas delanteras
y traseras de crias hembras y machos nacidos de ratas Wistar hembra suplementadas con
aminoacidos esenciales. Se registra que el peso y longitud de los huesos fue mayor para los
grupos control de hembras y machos, en comparacion con los GBP, GBP-AA y GBP-lle
(p=0.000). Se observa que entre grupos las hembras del GBP registran un peso mayor en
todos los huesos en comparacion al GBP-AA y GBP-lle. Por el contrario, en los machos el
GBP-lle tiene un mayor peso en todos los huesos en comparacion a GBP, GBP-AA
(p=0.000).

El humero, radio, tibia, fémur del GBP-Ile de los machos (1.1 £ 0.0cm, 1.2+ 0.1cm, 1.6 +
0.1 cm, 1.2 + 0.0 cm) presentan una mayor longitud en comparacion al GBP (1.0 £ 0.0 cm,
1.1+0.0cm,1.5+£0.0cm, 1.1 £ 0.1 cm) (p=0.000).
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Tabla 8. Peso y longitud de huesos largos de patas delanteras y traseras de crias de ratas Wistar macho y hembras suplementadas con

aminodcidos esenciales

Hembras Machos
Huesos Control GBP GBP-AA GBP-lle Control GBP GBP-AA GBP-lle P
Humero
Peso (mg) 19.4+05% 18.1+3.0% 119+18% 131+30° 201+0.8% 143+04° 10+05P 174+15% 0.000
Longitud (cm) 1.2+0.1  1.1+0.1 1.0+0.1 1.0+0.1 12+01* 1.0+x00 1.0+0.0° 1.1+00 0.002
OléCub 0.000
Peso (mg) 148+0.2% 138+12* 80+11" 96+14" 157+0.8? 11.2+05° 75+01" 133+0.8% 0.000
Longitud (cm) 15+00% 14+01 13+01° 13+01° 16+01?% 14+0.1%* 13+00" 14+01% 0.000
Radio 0.000
Peso (Mg) 85+0.6% 64+13%* 28+07" 48+18P 87+08% 55+05° 3.0+05" 72+11% 0.000
Longitud (cm) 1.2+0.0% 1.0+0.1° 10+01° 10+06° 12+0.0?% 1.1+00%* 1.0+00" 12+01% 0.000
Tibia 0.000
Peso (mg) 37.8+0.8% 28.0+0.4" 135+23% 201+57°% 376+0.3% 23.0+09% 136+26" 29.9+28" 0.000
Longitud (cm) 1.8+0.0% 15+00° 14+0.1° 15+01° 1.7+0.02% 15+00° 13+00"™ 16+01% 0.000
Fémur 0.000
Peso (mg) 295+04% 21.7+20% 12.0+23% 152+54° 30.0+1.2% 17.0+05° 121+25P 229+13¢ 0.000
Longitud (cm) 1.3+0.0% 12+01 10+01° 11+01° 13+01?% 11+01 1.0+0.0* 1.2+0.0¢ 0.000

Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, GBP-AA= grupo bajo en proteina suplementado con aminoacidos esenciales, GBP-lle= grupo bajo en
proteina suplementado con isoleucina, OléCub= olécranon mas cubito. p= representa el valor de significancia para la prueba ANOVA. Letras distintas en la
misma linea representan diferencias estadisticas entre los grupos, prueba ANOVA, post-test de Bonferroni o T3 de Dunnett. EI niimero de animales por grupo fue

de 6.
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En la Tabla 9 se describen los promedios + DE de la DO en ratas Wistar hembra y macho
suplementadas del GBP-AA y GBP-lle durante la gestacion y lactancia. Para el caso de las
hembras en el himero se muestra una mayor DO en el GBP-AA en comparacion al grupo
control, (157.5 + 2.6 g/lcm? vs. 133.6 + 1.2 g/lcm?, ANOVA P<0.05) y una menor DO en el
GBP-lle de hembras en relacion con el grupo de hembras control (112.83 + 2.32 g/cm?, vs.
133.63 + 1.22 g/cm?, respectivamente, ANOVA P<0.05) Para los machos se observa un
menor DO en el GBP-lle en comparacion al grupo control y una mayor DO en GBP y
GBP-AA en comparacion a GBP-lle (ANOVA P<0.05).

En el olécranon de las hembras se registra que todos los grupos (GBP, GBP-AA, GBP-lle)
presentan una menor DO en comparacion al grupo control (157.2 + 6.8 g/cm?, 126.8 + 7.6
g/cm?, 99.8 + 11.5 g/cm? vs. 166.8 + 1.2 g/lcm?, respectivamente, ANOVA P<0.05).
Asimismo, se presenta un aumento de la DO en el GBP-lle de machos en comparacion al
grupo control de machos (152.7 + 3.3 g/lcm? vs. 126.2 + 16.6 g/cm?, ANOVA p<0.05)

Para el radio se observa un aumento de DO en todos los grupos de hembras y machos;
GBP, GBP-AA, GBP-lle en relacion con el grupo control de hembras y de machos
(ANOVA p<0.05).

En la suma total de la DO de todos los huesos (Tabla 9), se observaron diferencias
significativas con una mayor DO entre el grupo control de hembras (135.1 + 1.5 g/cm?) y el
grupo de hembras GBP (150.6 * 3.8 g/cm?) (ANOVA p<0.05). De igual forma se registro
gue la DO incrementdé de manera significativa en los grupos macho GBP y GBP-AA
(148.61 + 1.36 g/cm?, 148.71 + 6.20 g/cm?) (ANOVA p<0.05) en comparacion al grupo

control.
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Tabla 9. Densidad dsea total en ratas Wistar hembras y machos suplementados con mix de aminoéacidos o isoleucina durante la

gestacion y lactancia

Humero total Olécranon total Radio total Fémur total Tibia total Huesos total
Grupo (g/cm? (g/cm? (g/cm? (g/cm? (g/cm? (g/cm?
Hembra Control 1336+1.2° 166.8+1.2% 60.2+24% 163.7+1.4 151.3+11.8 135.1+15%
Hembra GBP 1448 £52% 157.2+6.8% 153.2+9.7° 152.7 +9.0 1452+ 0.5 150.6 + 3.8 ¢
Hembra GBP-AA 157.5+2.6 " 126.8 + 7.6 ™ 1459 +11.2° 153.2 £ 6.0 153.5+3.1 1474+38%
Hembra GBP-lle 112.8 +2.3 ™ 99.8 + 11.5 P 136.3+11.9° 158.3 £ 1.7 152.3+55 131.9+2.2«
Macho Control 1405 + 8.7 126.2 + 16.6 1146 +4.32 149.0 +5.6 1375+ 3.6 133.6+6.92
Macho GBP 148.0+7.2% 1402+ 7.9 154.6 +6.8° 1493+ 2.6 150.8 + 0.9 148.6 +1.3°
Macho GBP-AA 1474+ 45% 151.2 +3.1 156.5+10.8°  140.7+17.6 1476 +1.0 1487 +6.2°
Macho GBP-lle 114.6 +12.1 0 152.7+3.3° 152.3+1.3° 151.8 +9.5 143.0+ 1.9 1429+ 3.7

Los valores representan los promedios de densidad 6sea + desviacién estandar en los grupos que consumieron la dieta baja en proteinas (GBP), Grupo bajo en
proteinas suplementado con mix de aminoacidos (GBP-AA) Grupo bajo en proteinas suplementado con isoleucina (GBP-lle) y grupo control. Letras distintas en
columnas indican diferencias significativas entre los grupos segln la prueba de ANOVA, p<0.05, post-test de Bonferroni o T3 de Dunnett. EI nimero de animales

por grupo fue de 6.

45



En la Tabla 10 se muestran las correlaciones entre la radiopacidad con el peso y la longitud
de huesos largos de las ratas Wistar crias del grupo control, GBP, GBP-AA y GBP-lle
durante la gestacién y la lactancia. Se present6 una correlacion positiva entre el peso del
grupo control y la radiopacidad del olécranon; lo mismo se observo en el GBP-Ile en quien
también se encontré una correlacion positiva del peso con la radiopacidad del olécranon:
para el resto de los grupos no se observaron correlaciones positivas con el peso de los

huesos largos.

Respecto a la longitud de los huesos largos de las crias de ratas Wistar se muestra una
correlacion positiva entre la radiopacidad del olécranon y el grupo control; para la
radiopacidad del grupo GBP, GBP-AA y GBP-lle no se observa ninguna correlacion

significativa.

Tabla 10. Correlacion de peso y longitud de huesos largos en ratas Wistar suplementados con

mix de aminoacidos o isoleucina durante gestacion y lactancia

Peso Longitud

Grupo GBP- Grupo GBP-
Radiopacidad Control GBP  AA GBP-lle  Control GBP AA GBP-lle
Hamero 0.567 0.021 0.329 0.203 0.478  0.047 0.619 -0.018
Olécranon -0.894* 0.565 -0.090 -0.854* -0.0927** -0.449 -0.357 0.753
Radio 0.141 0.050 0.177 0.207 0.434 -0.176 -0.393 0.411
Fémur 0.098 -0.054 -0.400 -0.312 -0.058  -0.254 0.317 -0.252
Tibia -0.029 -0.771 -0.200 -0.714 0.802  0.000 0.372 -0.493

Grupo bajo en proteinas (GBP), Grupo bajo en proteinas suplementado con mix de aminoécidos (GBP-AA) Grupo
bajo en proteinas suplementado con isoleucina (GBP-lle), * p<0.05, **p<0.01 para la correlacion de Pearson. El
namero de animales por grupo fue de 6.
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En la Figura 6 se presenta un catalogo de las imagenes computarizadas de huesos largos de
las patas traseras y delanteras de ratas Wistar macho y hembras suplementadas con mix AA
0 isoleucina, obtenidas con un radiovisiografo a una exposicion de 15 segundos. Se
observan partes blancas o radiopacas que son aquellos tejidos que no permiten el paso de la
luz ya que su densidad es mayor y las partes mas oscuras conocidas como radiolucidas son

aquellas que presentan una densidad menor, esto se puede apreciar en las imagenes.
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Humero Machos Hiumero Hembras

CONTROL GBP GBP-AA GBP-llg CONTROL GBP GBP-AA GBP-llg

Olécranon Machos Olécranon Hembras

CONTROL GBP - - CONTROL GBP-AA




Radio Machos Radio Hembras

CONTROL GBP GBP-AA CONTROL GBP GBP-AA

Tibia Machos
CONTROL GBP GBP-AA GBP-lle CONTROL

GBP-ll¢
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Fémur Machos Fémur Hembras

CONTROL GBP CONTROL GBP GBP-AA GBP-llg

Figura 6. Radiografias de huesos largos de 3 ratas ratas Wistar macho y hembra (fémur, tibia, himero, olécranon, radio) por
grupos de estudio. Grupo control, grupo bajo en proteinas (GBP), grupo bajo en proteinas con mix de aminoacidos (GBP-AA)

y grupo bajo en proteinas suplementado con Isoleucina (GPB-lle).
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VIII DISCUSION

8.1 La restriccion proteica no afecta el peso de las ratas madre Wistar pero si el peso y las

concentraciones de hemoglobina y albimina de sus crias al final de la lactancia.

En este trabajo se registrd que las ratas madre Wistar hembra que fueron expuestas a una
restriccion proteica al 9% durante 5 semanas tuvieron una mayor ganancia de peso en
comparacion al grupo control, lo cual se ve asociado a una mayor ingesta de hidratos de
carbono y un menor consumo de proteinas. En otros estudios en ratas adultas las cuales
fueron inducidas a un estado de restriccion proteica al 5% y 6% de la ingesta calorica total
no tuvieron cambios de peso, los autores de los articulos explican que esto puede deberse a
que la restriccién de proteinas indujo a una preferencia condicionada por las proteinas, en
relacién con hidratos de carbono y esto se asocia con una mayor palatabilidad (117, 118).
Contrariamente, en un estudio en ratones se observé que el grupo bajo en proteinas tuvo un
peso significativamente menor en comparacion a los grupos control y grupo de ratones

suplementados con amino&cidos de cadena ramificada (BCAA) (119).

En esta investigacion se registré que ratas suplementadas con isoleucina en el dia 21 de
gestacion tuvieron un mayor peso (60.5 £ 2.1); lo cual es semejante con un estudio en ratas
donde se registrd que aquellas que fueron alimentadas con arroz y suplementadas con L-
Lisina también aumentaron su peso (de 1.94 mg/g a 2.88 mg/g) en comparacién a las ratas
que solo fueron alimentadas con arroz, esto puede deberse a que la suplementacion dietética
con Lisina puede aumentar la retencién de nitrogeno muscular, la acumulacién de proteinas
y finalmente mejorar el rendimiento del crecimiento en los animales (120). En un estudio
hecho en pollos machos se registrd6 un aumento del peso corporal en los animales que
recibieron una dieta suplementada con Lisina durante 42 dias en comparacion a aquellos
que recibieron una dieta a base de maiz convencional (121). Asimismo, otros estudios
confirman que existe un aumento de peso corporal con la suplementacion de Lisina en la
dieta (122-124). Un estudio con felinos demostrd que aquellos que consumieron una dieta
control tuvieron una pérdida significativa de peso (n=14; media, -13.0%, P<0.0001) en un

periodo de 6 meses en comparacion a los gatos que consumieron una dieta de prueba
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suplementada con aminoacidos esenciales, los cuales ganaron mas peso, esto debido a que
los gatos del grupo control no consumieron suficiente alimento para mantener el peso
corporal. Es posible que los alimentos de prueba tengan una mejor palatabilidad en
comparacion con la dieta control (125); de acuerdo con un estudio se demostrd que los
alimentos de prueba mejoran el apetito en gatos, esto debido a que la regulacién del apetito
es uno de los determinantes de la palatabilidad en gatos, ademés de que implica una

interaccion compleja entre el hipotalamo, el tejido adiposo y el tracto digestivo (126).

Un bajo contenido en proteinas en la dieta influye significativamente en la composicion
corporal de las ratas (127). Como se indica en la Tabla 6, el peso de las ratas crias fue
mayor en el grupo control y el GBP-lle en comparacion con el GBP y el GBP-AA (35.2 +
1.79,322+27gvs. 20.1+1.6 g, 29.2 £ 2.6 g, P=0.001, respectivamente). En un estudio
se observd que las crias de las cabras madre alimentadas con una dieta baja en proteinas
(40%) tuvieron un menor peso al nacer (128); sin embargo, en dicho estudio no es posible
comprender si esto se atribuye a la restriccion de calorias, la restriccidn de proteinas o a sus

efectos interactivos (129).

La concentracion de albumina fue mayor en las crias del GBP-lle en comparacion al resto
de grupos bajos en proteina, la albimina en suero refleja la sintesis de proteinas y el estado
nutricional. Se ha descrito que la restriccion de proteina en la dieta afecta la produccion de
albdmina por la ausencia de aminoécidos esenciales; sin embargo, cuando a las dietas se le
adiciona una mezcla de aminoécidos que incluyen triptéfano e isoleucina se aumenta la
sintesis de albmina, ya que estos aminoacidos estimulan la reagregacion ribosémica y dan
como resultado una mayor produccién de albumina (130). Por lo que la suplementacion de
isoleucina en el GBP-lle se favorecio por el efecto positivo descrito para este aminoacido

esencial.

En un estudio hecho en cerdos suplementados con aminoacidos esenciales no se observaron
cambios en los niveles de albumina, lo cual puede deberse al desequilibrio de los
aminoacidos esenciales en las dietas bajas en proteinas; sin embargo, los efectos de esta

suplementacion adn no estan claros (131). Asimismo en el estudio hecho en gatos
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suplementados con aminodcidos esenciales los valores de hemoglobina y albumina
estuvieron dentro de los intervalos de referencia en ambos grupos de tratamiento (125).
Para la hemoglobina se registro que las crias de 21 dias de vida del grupo control
presentaron el nivel de hemoglobina mas alto en comparacién con el GBP, GBP-AA y
GBP-lle (p=0.001). Una ingesta limitada de proteinas tiene como efecto una baja
produccion de globina y por ende de hemoglobina aunque exista un consumo adecuado de
hierro (132), lo cual indica que la suplementacion con aminoacidos esenciales tiene un

efecto menor o nulo en la sintesis de hemoglobina.

8.2 La suplementacion con isoleucina modifica el peso y longitud de huesos largos de las

crias de ratas Wistar hembra con restriccion proteica

La nutricion materna durante la gestacion juega un papel muy importante en el desarrollo y
crecimiento fetal; la ingesta deficiente de proteinas en la dieta esta relacionada con la
restriccion del crecimiento intrauterino (133, 134). En nuestro trabajo se registrd que el
peso y la longitud promedio de los huesos largos de las patas delanteras y traseras de las
crias de ratas Wistar hembra fue mayor para el grupo control, en comparacién al GBP,
GBP-AA, GBP-lle (p=0.001), Tabla 7. Se ha demostrado en animales que la desnutricion
materna, especificamente la deficiencia de proteinas y aminoacidos esenciales durante la
gestacion temprana es mas dafiina que durante la gestacion tardia (133). Pues los
aminoacidos son esenciales para la sintesis de proteinas, sustancias nitrogenadas y
hormonas tiroideas (135). Y cuando existe una dieta baja en proteinas se requiere de una
mayor suplementacion de aminoacidos para mantener un crecimiento similar (136). Por
otro lado la ingesta baja de proteinas en la dieta materna disminuye la actividad de la 11 B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa de la placenta (11 B-HSD), lo cual aumenta la exposicion

fetal al cortisol materno y esta exposicion afecta el crecimiento del feto (137).

Asimismo, se encontrd que la longitud de los huesos (humero, tibia) fue mayor para el
grupo GBP-lle en comparacion al GBP (p=0.001). En un estudio hecho en ratones que
fueron suplementados con BCAA se observd que la longitud femoral aumento en

comparacion al grupo bajo en proteinas (119). En un estudio hecho en cerdos se registro
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que, al suplementar con valina, o valina mas isoleucina en una dieta baja en proteinas al
5%, el crecimiento mejord en comparacion a la dieta control (138). Por otro lado, en un
estudio hecho en cerdos se observé que al reducir los niveles de proteinas en la dieta en un
5% del total requerido se puede disminuir el rendimiento del crecimiento (139), esto puede
ser debido a la deficiencia de aminoéacidos esenciales en las dietas bajas en proteina, se
insiste en buscar en qué casos pueden usarse; y en la produccion porcina es muy comun la
suplementacion con los cuatro aminoacidos limitantes (lisina, metionina, triptéfano y
treonina) (131). La valina, isoleucina y leucina son aminoacidos de cadena ramificada que
juegan un papel importante en la deposicién de proteinas y funciones bioldgicas normales
en el cuerpo (140). También se sabe que una dieta rica en proteinas mejora la absorcion
intestinal de calcio y aumenta los niveles circulantes del factor de crecimiento similar a la
insulina-1 (IGF-1) y la hormona del crecimiento (GH). El IGF-1 regula el crecimiento
esquelético en nifios y adolescentes, asimismo los niveles mas altos de IGF-1 estimulan los
osteoblastos, lo que conduce a un aumento en la formacion de hueso (141). Por lo tanto, un
aumento de proteinas en la dieta en la vida temprana es importante para una buena
absorcion de calcio y los niveles circulantes de IGF-1, teniendo como resultado un impacto
positivo en la salud esquelética; estos mecanismos pueden explicar la falta de crecimiento
tanto en peso y longitud de los huesos largos de las crias de ratas Wistar hembra en los

grupos bajos en proteina.

Los aminoacidos son uno de los principales componentes basicos de la vida, las células y
los organismos de los mamiferos los utilizan de diversas formas; forman los componentes
basicos de la sintesis de proteinas (142). Los aminoacidos de cadena ramificada (BCAA),
isoleucina, leucina y valina, son aminoacidos esenciales que representan un 35% de los
aminoacidos esenciales y comprenden proteinas musculares en humanos aproximadamente
un 40% de los aminoacidos preformados requeridos por todos los mamiferos (143, 144). A
diferencia de la mayoria de los aminoacidos, el paso inicial del catabolismo de los BCAA
no tiene lugar en el higado debido a la baja actividad hepatica de la aminotransferasa de
aminoacidos de cadena ramificada (BCAT), que es la primera enzima en la via de
catabolismo de los BCAA, por ello los BCAA aumentan rapidamente en la circulacion
sistemica después de la ingesta de proteinas y estan facilmente disponibles para los tejidos
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extrahepaticos. El sitio inicial de la mayor parte del catabolismo de los BCAA es el

musculo esquelético, esto es debido a la alta actividad de los BCAT (143).

Los BCAA funcionan como sustratos para la sintesis de proteinas o bien para la produccion
de energia, de igual manera realizan varias funciones metabdlicas y de sefializacion, por
medio de la activacion de la via de sefializacion de la diana de la rapamicina en los
mamiferos (MTOR) (144), precisamente el complejo de rapamicina I (mMTORC1) es el
sensor de aminoacidos mas conocidos, es un regulador central del crecimiento celular y
orgénico, promueve el crecimiento en respuesta de la disponibilidad de nutrientes, como los
amino&cidos (145). En un estudio hecho en ratas se concluy6 que se necesitan aminoacidos
para estimular la sintesis de proteinas en los muasculos esqueléticos de las ratas (146), ahora
se sabe que este proceso estd regulado por mTORCL. Algunos estudios en células de
mamiferos cultivadas confirmaron que la mezcla de los 20 amino&cidos activaba a
mTORCL1 y que la combinacion de sefializacion de aminoécidos y factores de crecimiento
es necesaria para la fosforilacion de sustratos canonicos de mTORC1 (147, 148). No se
sabe si se detectan todos los aminoacidos, un aminoacido en particular o un subproducto de
un aminoacido, sin embargo se sabe que la leucina y la arginina son criticas para la
activacion de mTORC1 (147).

Estudios han demostrado que la deficiencia de BCAA altera la traduccion del ARNm vy las
deficiencias dietéticas de estos dan como resultado un crecimiento deficiente y pérdida de
proteinas (149-151). Los mecanismos antes descritos pueden explicar por qué la
suplementacion con aminoacidos esenciales tiene un efecto positivo en la longitud y peso

de los huesos largos de las crias Wistar evaluadas en este estudio.

8.3 La DO se asocia con el consumo de una dieta suplementada con mix de aminoacidos

La proteina dietética es necesaria para la salud del esqueleto, ya que es esencial para la
sintesis de colageno y la produccion de proteinas de matriz no colagena en el hueso (27).
En la Tabla 9 se registrd que las crias del grupo control de hembras y el GBP presentaron
una mayor DO, mientras que en los machos el GBP y el GBP-AA presentaron una mayor
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DO en comparacion al grupo control, estos resultados fueron inesperados. En un estudio
hecho en ratones con una ingesta restringida de proteinas, los ratones alimentados con una
dieta a base de caseina mostraron una mayor DO femoral, pero la DO espinal no se vio
influenciada por la fuente de proteina en la dieta (29). Otro estudio hecho en hombres y en
mujeres muestra que una mayor ingesta de proteinas se asocia con tasas mas lentas de
pérdida Osea en el cuello y la columna femoral (152). Estudios informan una relacion
positiva entre la ingesta de proteina en la dieta y la salud 6sea, con una mayor DO y menos

riesgo de fracturas de antebrazo (153, 154).

Se ha registrado una disminucion de la masa del musculo esquelético en ratas gestantes
alimentadas con una dieta baja en proteinas (4%) (155). Un mecanismo directo por el cual
las proteinas de la dieta pueden afectar la homeostasis esquelética es por medio de las
acciones de los polipéptidos y aminoécidos derivados de proteinas en las células 6seas; sin
embargo, existe muy poca informacion sobre los efectos de los polipéptidos derivados de la
dieta en las células 6seas (141). En un estudio se demostrd que los osteoblastos derivados
de hueso osteopénico humano dosificados con arginina y leucina tienen un efecto positivo
sobre la proliferacion, activacion y diferenciacion de osteoblastos, siendo util en el

tratamiento clinico y la prevencion de osteoporosis (156).

En un estudio hecho en ratones suplementados con BCAA se registré que la DO femoral
aumentd al inicio del estudio y a los 6 meses (119). Por ello una intervencion nutricional
resulta ser un enfoque potencial para mejorar las disfunciones asociadas a la edad, como la
pérdida de masa muscular y 6sea durante el envejecimiento (157); ademas de la proporcion
de proteinas en la dieta también se ha demostrado que los BCAA desempefian un papel
importante en la prolongacion de la vida util en ratones cuando son suplementados con
estos aminoacidos (158). Es importante mencionar que la proteina dietética y los BCAA
son componentes importantes en la dieta y necesarios para el mantenimiento de la funcién
normal de los érganos, tejidos y el papel que juegan en el envejecimiento, la pérdida de

masa y funcion del musculo esquelético (119).
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Se ha demostrado in vitro que la arginina, lisina, alanina, prolina, leucina y glutamina
estimulan la secrecion de la insulina, lo que a su vez promueve el crecimiento y la
diferenciacion de los osteoblastos (159, 160), esto debido a que los aminoacidos estimulan
la liberacién de insulina a través de su capacidad de actuar como nutrientes en las células de
los islotes 0 en el caso de los aminoécidos catidnicos por mencionar a la arginina; esto
como resultado de su acumulacion dentro de las células productoras de insulina del sistema
endocrino (pancreas); la célula beta pancreatica expresa varios sistemas distintos de
transporte de aminoacidos (161, 162). Sin embargo, en este estudio no observamos
crecimiento 6seo en las crias de madres con restriccion proteica y restriccion proteica
suplementadas con aminoacidos esenciales en gestacion y lactancia, solo se identifico

mayor DO en algunos grupos con restriccion proteica.

Es importante resaltar que los cambios en DO se dan principalmente en los huesos largos
de la pata delantera de las crias Wistar, debido a que tiene mas funciones que la trasera en
una rata, como el limpiar su hocico y cuerpo con sus patas delanteras o mejor conocido

como acicalamiento, le ayudan a hacer huecos en el piso y manipular sus alimentos (163).

La evaluacion de la DO en todos los huesos (Tabla 9) nos muestra que, las crias hembra y
macho del grupo control y del GBP-lle tienen la misma DO que coincide con un
crecimiento longitudinal semejante en los huesos largos. Se sabe que el tejido esquelético
de los ratones recién nacidos no esta completamente mineralizado hasta 3 a 4 semanas
después del nacimiento. Ademas de la osteocalcina y la osteopontina se han identificado
otras proteinas de la matriz 6sea no colagena como fibronectina, osteonectina, sialoproteina
Il Osea, decorina, bioglicano, proteasas, proteinas morfogenéticas Oseas y factores de
crecimiento (164). Las fracturas 6seas son el resultado de un desgaste 6seo metabélico que
se relaciona con la edad, se caracteriza por extremos 0seos muy porosos, de baja densidad,
con una resistencia 0sea reducida, donde predomina la estructura trabecular; este desgaste
se debe a tasas de resorcion Osea osteoclastica que supera la formacion de hueso
osteoblastico, lo que da como resultado una estructura porosa (165, 166). El hueso cortical
también juega un papel importante en la propension a fracturas, la estructura 6sea cortical

incluye la distribucion de la matriz tisular, el ancho del hueso y el grosor de la corteza,
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estos dos ultimos son importantes para la resistencia en una falla local, pues las estructuras
se pandean cuando tienen una relacion de aspecto delgado, es decir ancho pequefio a largo
(167). Normalmente el hueso se adapta para satisfacer las necesidades biomecanicas y
algunas capacidades como el engrosamiento cortical (168). Existen algunas enfermedades
que afectan al hueso como la osteogénesis imperfecta, pérdida de genes asociados a la
matriz, enanismo, gigantismo, pérdida 6sea inflamatoria en la enfermedad periodontal,

artritis, osteoporosis, enfermedad de Paget, osteomalacia, osteopetrosis, etcétera (169).

La mayor densidad mineral 6sea se encuentra en el hueso cortical (170). En un estudio
hecho en perros sanos se observé que la acumulacion de densidad mineral con el tiempo en
un pequefio volumen de hueso recién formado es similar en huesos corticales y trabeculares
(171), esto debido a que las tasas de recambio son normalmente mas bajas en el hueso
cortical femoral, una tasa de renovacion mas baja proporciona mas tiempo para que se
produzca la mineralizacién secundaria, lo que aumenta la DO promedio; sin embargo, las
tasas de rotacion mas bajas también conducen a picos mas amplios de distribuciones de la
densidad 6sea (172, 173)

El tejido d6seo cerca de las superficies Oseas estd menos mineralizado que el hueso
intersticial en promedio, por lo que la reabsorcion dirigida al hueso menos mineralizado
representa la reabsorcion de las capas Oseas que permanecen cerca de la superficie ésea.
Por el contrario, la reabsorcion dirigida a huesos méas mineralizados representa la
reabsorcién de capas mas profundas de hueso, como el hueso intersticial que estd mas lejos
de las superficies Oseas. La regulacién mecéanica de la remodelacion 6sea puede reclutar
osteoclastos a diferentes velocidades dependiendo de las propiedades mecéanicas del sitio
6seo, como la rigidez local de la matriz 6sea, que depende del contenido mineral (174,
175).

Las proteasas de las familias metaloproteinasas de la matriz extracelular (MME) junto con
cisteina proteinasas convergen en la modulacion de la remodelacion dsea, ya que las
acciones bioguimicas de las MME estan ligadas a funciones especificas en la remodelacion

Osea fisiologica (176). La resorcion 6sea mediada por los osteoclastos en los huesos largos
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requiere una actividad enzimatica normal de las MME y de las cisteina proteinasas como lo
es la catepsina K, su deficiencia afecta la remodelacion dsea (177), esto se evidencia en
pacientes y en ratones con picnodisostosis, que es una enfermedad dsea similar a la
osteoporosis, estd relacionada con mutaciones de pérdida de funcién en el gen de la
catepsina K, al haber una deficiencia de catepsina K, que no puede digerir de manera eficaz
la matriz 6sea organica, esto resulta en grandes areas de matriz 6sea libres de minerales
(178). La cisteina proteinasas sintetizadas y utilizadas por diferentes osteoclastos para la
digestion de la matriz 6sea pueden degradar los huesos intermembranosos, asi como las
MME derivadas de osteoclastos (179).

Los ratones deficientes de MME-13, 8, 9, 14 y 16 muestran alteraciones en los procesos de
modelado y remodelacién del tejido déseo, tienen una placa de crecimiento anormal, asi
como una densidad mineral Gsea trabecular metafisaria aumentada, exhiben placas de
crecimiento expandidas, zonas de condrocitos hipertréficas desorganizadas, mayor nimero
de celulas hipertréficas diferenciadas en los extremos y formacion retardada de la cavidad
de la médula 6sea, desarrollan un fenotipo 6seo que afecta la osificacion (intermembranosa
y endocondral) y se caracteriza por algunas irregularidades como son la placa de
crecimiento alterada y acortamiento del hueso cortical (180-183). En un estudio con ratas
en periodo de gestacion se pudo observar que MME-13 aumento, lo que sugiere que las
ratas utilizan este mecanismo de remodelacion mineral para proporcionar minerales sin
resorcion de osteoclastos en el hueso, es decir pérdida neta del hueso cortical (184).
Suponemos que el déficit de aminoacidos esenciales podria afectar las funciones de las
MME en la remodelacion 6sea, lo cual explica las diferencias de DO entre los grupos de

estudio.
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IX. CONCLUSIONES

1. La suplementacion con isoleucina tiene un efecto en la ganancia de peso durante la
gestacion, asi como en el peso de las crias de ratas Wistar nacidas de ratas Wistas hembra
que sufrieron restriccion proteica durante la gestacion y la lactancia en comparacion con
ratas suplementadas con otros aminoacidos esenciales (leucina, isoleucina, valina, lisina,

triptéfano, treonina, histidina).

2. La suplementacion con aminodcidos esenciales (leucina, isoleucina, valina, lisina,
triptéfano, treonina, histidina) en ratas con restriccion proteica no tiene efecto en la
concentracion de hemoglobina en ratas Wistar gestantes y en sus crias. En contraste, la
suplementacion con isoleucina restablece las concentraciones de albimina en las crias de

ratas Wistar con restriccion proteica.

3. La suplementacion con isoleucina favorecié el peso y la longitud de los huesos largos de
las crias Wistar de ratas madre con restriccion proteica durante la gestacion y lactancia; sin
embargo, el peso y la longitud de huesos fue significativamente mayor para el grupo

control.

4. La suplementacion con isoleucina y con aminoacidos esenciales (leucina, isoleucina,
valina, lisina, triptéfano, treonina, histidina) tiene un efecto en la DO de los huesos largos
de las ratas crias nacidas de ratas Wistar con restriccion proteica en las etapas de gestacion

y lactancia.
5. Se registrd que la suplementacién con isoleucina tiene una correlacion positiva entre la

radiopacidad (DO) y el peso de los huesos largos en las crias nacidas de ratas Wistar madre

con restriccién proteica.
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X RECOMENDACIONES

1. En futuros estudios se sugiere incluir la medicion del contenido mineral Gseo por

microscopia electrénica de barrido.

2. Es importante realizar nuevas investigaciones, y se recomienda ver el efecto que tiene la
suplementacion con aminoacidos esenciales y las hormonas del crecimiento, ya que es
evidente que la suplementacion con isoleucina favorece el crecimiento 6seo y la DO en las

crias de ratas Wistar.
4. Estudios con mayor duracion para conocer el efecto que tiene la suplementacion con
isoleucina a largo plazo en la densidad 6sea en ratas crias Wistar con restriccion proteica

materna durante la gestacion, lactancia y después del destete.

5. Se recomienda llevar a cabo la evaluacion de densidad 6sea en los dientes de las crias de

las ratas Wistar para evaluar si la suplementacidn con isoleucina favorece este parametro.
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XIl. ANEXOS

Anexo 1. Dictamen de aprobacién de CIECUAL
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DICTAMEN DE EVALUACION

DICTAMEN DE EVALUACION

San Agustin Tlaxiaca, Hgo. a 06 de diciembre del 2018

Estimada Dra.Guadalupe Lépez Rodriguez.

Por medio de la presente, le informamos que después de haber evaluado el protocolo intitulado
“Efectividad de la suplementacién de aminoécidos esenciales en el crecimiento de huesos largos en crias
de ratas Wistar con restriccion del crecimiento”, éste ha sido Aproado, por lo que queda registrado con

el Folio CIECUAL/006/2018.

Sin mas otro particular, aprovechamos la ocasion desearle el mejor de los éxitos en su proyecto.

ATENTAMENTE
“AMOR, ORDEN y PROGRESO"

Dr Luis Delgado Olivares
PRESIDENTE DEL CIECUAL
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