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RESUMEN

Introduccion. Una alimentacion limitada en nutrientes, principalmente proteinas y
aminoacidos esenciales, desencadena trastornos en el crecimiento 6seo desde edades
tempranas de la vida (retraso del crecimiento) y en etapa adulta (osteoporosis y fracturas).
Objetivo. Evaluar el efecto de la suplementacion con isoleucina, prolina y glicina durante la
gestacion y la lactancia en el crecimiento y la radiopasidad dsea en los huesos largos de crias
de ratas Wistar con restriccion proteica. Metodologia. En este estudio experimental se
evaluaron crias de ratas Wistar, quienes a sus madres se le sometio a dieta baja en proteinas
(65% del requerimiento) durante la gestacion y lactancia; los grupos de estudio incluyeron
ratas con dieta baja en proteinas (GBP), GBP suplementadas con 2 veces su requerimiento
diario (2RD) de isoleucina (GBP-ISO), GBP con 2RD de prolinay GBP con 2RD de glicina;
ademas de un grupo control (100% del requerimiento proteico). En las crias de las madres
suplementadas y del grupo control (22 dias de vida) se midié albumina, hemoglobina y
proteinas totales en suero o sangre; se realizaron mediciones de longitud y peso de los huesos
largos y dientes incisivos, asi como determinacion de la densidad 6sea (DO) por rayos X. Se
aceptd como significativo un valor p>0.05, y los datos se procesaron con software estadistico
SPSS 21.0. Resultados. El peso y longitud promedio de los huesos largos en crias macho y
hembras fue mayor para el grupo control y grupos GBP-ISO, GBP-IP y GBP-IPG en
comparacion con el GBP (p<0.05); las hembras registraron una mayor DO de los huesos
hamero y radio en los GBP, GBP-ISO y GBP-IPG en relacion con el grupo control (p<0.05);
en tibia las hembras de los grupos GBP-1SO y GBP-IP obtuvieron promedios de DO menores,
en comparacion con el GBP (p<0.05). EI grupo control registré un promedio de DO en el
incisivo izquierdo de las crias macho menor en comparacion con el promedio obtenido por
los grupos GBP y GBP-ISO (p<0.05). Conclusion. La suplementacion con isoleucina,
prolina y glicina en ratas Wistar con restriccion proteica durante la gestacion y lactancia
favorece el crecimiento y DO de huesos largos (humero, radio, tibia) e incisivo de sus crias

a los 22 dias de vida.

Palabras clave: glicina, isoleucina, prolina, radiopacidad 0sea, restriccion del crecimiento,

restriccion proteica,

Maria Vianey Abelar Rosas 1



ABSTRACT

Introduction. A diet limited in nutrients, mainly proteins and essential amino acids, triggers
bone growth disorder from early ages of life (growth retardation) and in adulthood
(osteoporosis and fractures). Objective. To evaluate the effects of supplementation with
isoleucine, proline and glycine during pregnancy and lactation on growth and bone density
in the long bones of protein-restriction offsprings of female rats Wistar. Methodology. In
this experimental study, offsprings of female rats Wistar were evaluated, whose mothers were
subjected to a low-protein diet (65% of the requirement) during pregnancy and lactation;
study groups included rats on a low-protein diet (GBP), GBP supplemented with 2 times their
daily requirement (2RD) for isoleucine (GBP-1SO), GBP with 2RD of proline and GBP with
2RD of glycine; in addition to a control group (100% of the protein requirement). In the
offprings of the supplemented mothers or the control (22 days old) albumin, hemoglobin and
protein in serum or blood were measured; measurements of length and weight of the long
bones and incisor, as well as determinations of the bone density (DO) by X-rays were made,
the data was processed in SPSS version 21.0. Results. Mean weight and length of long bones
in male and female offprings were higher for the control group and GBP-ISO, GBP-IP, and
GBP-IPG groups compared to the GBP (p<0.05); the females registered a higher DO of the
humerous and radius bone of the GBP, GBP-ISO and GBP-IPG groups in relation to the
control group (p<0.05);in tibia, the females of the GBP-1SO and GBP-IP groups obtained
lower DO averages, compared to the GBP (166.61 + 06.47 g/cm?, 169.41 + 07.98 g/cm? vs
188.57 + 09.93 g/cm?, respectively p<0.05). The control group recorded a lower average DO
in the left incisor of the male offprings compared to the average obtained by the GBP and
GBP-1SO groups (p<0.05). Conclusion. The supplementation with isoleucine, proline and
glycine in rats Wistar with protein restriction favors the growth and DO of long bones
(humerus, radius, tibia) and incisor of borns offprings of 22 days old.

Keywords: growth restriction, isoleucine, proline, glycine, protein restriction, bone density.
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INTRODUCCION

El retraso en el crecimiento sigue siendo el principal problema nutricional en los primeros
afios de vida, debido a las cifras elevadas que existen de este padecimiento en todo el mundo.
Se estima que hay 149,2 millones de nifios menores de 5 afios en el mundo que presentan
retraso en su crecimiento (1). La alimentacion es un factor importante en la etiologia de este
problema nutricional. Una alimentacién limitada en nutrientes, principalmente de proteinas
y aminoacidos esenciales, desencadena trastornos en el crecimiento 0seo desde edades
tempranas de la vida (desnutricion y retraso en el crecimiento) y en etapa adulta (osteoporosis
y riesgo a fracturas), por ellos es fundamental un consumo de proteinas adecuado para que
los nifios alcancen su maximo potencial de crecimiento y desarrollo (2, 3). Una ingesta
adecuada de proteinas favorece la ganancia de peso y crecimiento lineal en poblaciones con

estado nutricional deficiente (4).

El crecimiento éseo es uno de los procesos fisioldgicos mas importante en el ser humano, ya
que es unico dentro de los seres vivos (5). La matriz 6sea conforma un 99% del hueso, del
cual un 35% es matriz organica: donde el 90% son proteinas de colageno tipo | (>95%) y
colageno tipo V (<5%), estos dos tipos de proteinas incluyen en su secuencia una gran
cantidad de aminoacidos no esenciales (6). De ahi surge la importancia de un consumo
adecuado de proteinas y aminoécidos esenciales en todas las etapas de crecimiento del ser
humano, particularmente en la gestacion y durante los primeros afios de vida. Se ha descrito
que existe asociacion entre el retraso del crecimiento y bajos niveles circulantes de
amino&cidos esenciales en nifios de 12 a 59 meses de edad en zonas rurales de Malawi, en
Africa (7). Ademas, estudios in vitro han evaluado el efecto de 3 tripéptidos:
Valina/Prolina/Prolina (VPP), Leucina/Prolina/Valina (LPV) e Isoleucina/Prolina/Prolina
(IPP) con la expresion de genes relacionados con la formacion de células éseas, concluyendo
que el tripeptido IPP favorecio de manera significativa la expresion de genes y la
diferenciacion celular, aumentando la formacion de osteoblastos (8).

En el presente estudio se aborda la importancia de un crecimiento intrauterino adecuado
desde una perspectiva nutricional, es decir, el impacto que tienen las proteinas en este
proceso. Existen evidencia que asocia la ingesta adecuada de proteinas y algunos

aminoacidos esenciales con un crecimiento adecuado, evitando trastornos de crecimiento
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como desnutricién y retraso en el crecimiento. Para ello se desarrollé un modelo
experimental, donde se evalud el efecto de una suplementacion de aminoacidos en la
gestacion y lactancia en el crecimiento 6seo y DO de huesos largos de las crias de las hembras
Wistar.

Maria Vianey Abelar Rosas 4



l. ANTECEDENTES
1.1 Generalidades
1.1.1 Crecimiento en mamiferos

El crecimiento es el proceso de incremento de la masa de un ser vivo que se produce por el
aumento del numero de células. Un crecimiento normal se expresa en términos de
crecimiento lineal y de aumento de la masa corporal a través del tiempo (9). El crecimiento
es la manifestacion de la capacidad de sintesis de un organismo y de cada una de las células
que lo integran, con un aumento en la relacion acido desoxirribonucleico/proteinas y, una

reduccidén continua de la cantidad de citoplasma que integra a las células (10).

La tasa de crecimiento total es el resultado de factores genéticos, nutricionales y ambientales
que pueden estar relacionados con la susceptibilidad a enfermedades en la etapa adulta, sin
embargo, existe una variabilidad en el crecimiento humano no solo en el momento de los
periodos criticos del patron de crecimiento, sino también en la magnitud y la tasa de cambio,
ocurriendo un cambio radical en la altura debido al cambio en las partes anatdbmicas que
componen la altura total, por ejemplo la longitud de la columna, el fémur y/o la tibia que

contribuyen de manera diferente al proceso total (11).

El crecimiento lineal inadecuado en los paises en desarrollo ocurre desde el periodo prenatal
hasta los dos afios de vida, afectando el desarrollo neurolégico y cerebral de los nifios (12).
Durante la infancia y la adolescencia la masa 6sea aumenta rapidamente y a partir de entonces
entra en un periodo de relativa estabilidad antes de comenzar una disminucion relacionada

con la edad a medida que se ingresa a la adultez (13).
1.1.2 Crecimiento intrauterino en mamiferos

El crecimiento lineal en humanos se divide en cuatro periodos principales: periodo prenatal,
infancia, nifiez y pubertad. El proceso inicia cuando se forma el cigoto y se implanta en el
endometrio para recibir nutrientes esenciales a través de la pared del Utero. El crecimiento
intrauterino normal esta regulado por factores maternos, fetales y placentarios, el

comportamiento normal de estos tres factores permite al feto obtener un crecimiento en
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longitud y peso adecuado(14). Un crecimiento intrauterino anormal esta asociado a una
mayor morbimortalidad perinatal y en la vida adulta con enfermedades metabolicas y

cardiovasculares (15).

Durante el desarrollo intrauterino se adquieren de un 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 (16). La nutricion materna es el factor mas importante para
permitir el crecimiento fetal optimo, el crecimiento intrauterino depende principalmente de
la funcion y de la masa placentaria, por lo cual el crecimiento de la placenta es tan importante
0 aun mas que el crecimiento del producto; la placenta es un 6rgano regulador del crecimiento
y de acuerdo al estado nutricio de la madre se permite el aporte de glucosa, aminoacidos y
oxigeno que va a asegurar el establecimiento de un estado cronico de anabolismo fetal (17),
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 (17, 18).

1.1.3 Nutrientes esenciales en el crecimiento

La nutricion implica un aporte de nutrientes y oxigeno, asi como la utilizacion y adecuacion
metabdlica para las necesidades de cada momento y eliminacion de elementos no Utiles para
el funcionamiento organico (1). La asociacion entre la nutricion y el crecimiento lineal
Optimo, se deriva de la obtencion adecuada de nutrientes, principalmente proteinas, lipidos e
hidratos de carbono, sin embargo, las vitaminas y minerales también juegan un papel
importante en el crecimiento (10). La carencia prolongada de aporte calérico suficiente (aun
cuando se mantenga un equilibrio adecuado en la proporcion de carbohidratos, lipidos y
proteinas) disminuye el tejido graso y aumenta el consumo de proteinas tisulares, para
finalmente ocasionar la detencidon del crecimiento (19). Sin embargo, es importante
mencionar que la ingesta deficiente de uno o0 méas nutrientes esenciales, produce la detencion
de crecimiento a corto plazo. Incluso la falta de un solo aminoacido esencial para ese

momento del crecimiento, aunque la alimentacion sea completa y balanceada por lo demas,
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conduce a mayor limitacion del crecimiento que una dieta carente de todos los aminoacidos

esenciales (20).

Las causas mas frecuentes de alteracion nutricional, relacionadas con un crecimiento
suboptimo son: ingreso econdmico bajo, malabsorcion y utilizacién anormal de nutrientes,
problemas de excrecion y aporte insuficiente de oxigeno (10). Estudios tanto en animales
como en seres humanos asocian la baja ingesta de proteina con el crecimiento de la masa
Osea asi como para su conservacion y recambio en la edad adulta (21); sin embargo, en la
actualidad una alimentacion limitada en nutrientes, principalmente de proteinas y
aminoacidos esenciales, desencadena trastornos en el crecimiento 6seo desde edades
tempranas de la vida (desnutricidn y retraso en el crecimiento) y en etapa adulta (osteoporosis
y riesgo a fracturas) en humanos y ratas (22). Existe evidencia que el aumento de la ingesta
de alimentos ricos en proteinas de origen animal y otras fuentes, estimularon el aumento de
peso y crecimiento lineal en poblaciones con estado nutricional deficiente o marginal, sin
embargo, el mecanismo exacto por el cual las proteinas y aminoacidos modulan la actividad

celular durante la formacion dsea aun no esta completamente dilucidado (23).
1.1.4 Crecimiento y densidad del tejido 6seo

El crecimiento 6seo constituye un proceso fisioldgico Unico que en la naturaleza no tiene
paralelo con el crecimiento de ningin otro tejido (24). El tejido éseo soporta el cuerpo,
protege 6rganos, permite los movimientos y es el tejido con el mayor depdsito de minerales,
(25). El tejido dseo esta formado por tres tipos de células: el osteoblasto productor de matriz,
el tejido que reabsorbe el osteoclasto y el osteocito que representa el 90% de todas las células

del esqueleto adulto (26).

El hueso esta formado por minerales, principalmente en forma de hidroxiapatita de calcio,
gue se combina con colageno tipo | y diferentes proteinas especializadas para dar lugar a la
matriz dsea (27). 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 6sea, ademas de presentar un metabolismo mas elevado que el hueso
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cortical; debido a esto es mas susceptible a los cambios hormonales y terapéuticos. Mientras
que el 80% del peso esquelético es aportado por el hueso cortical (28). La evidencia sugiere
que esta 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 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 (29, 30).

En la osteoporosis los huesos son mas propenso a rupturas y en todos los individuos la
pérdida de la masa dsea 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 dsea es alun mayor convirtiéndose en una etapa vulnerable para desarrollar
osteoporosis (31, 32). La densidad mineral Gsea por area y volumétrica, son los pardmetros
mas utilizados para determinar la pérdida o ganancia de masa dGsea para experimentos
bioldgicos y diagnosticar enfermedades Gseas para establecer la integridad del esqueleto y
medir la cantidad de hueso (33). Las técnicas radiologia simple es un método indirecto para
evaluar la densidad mineral Gsea a través de la radiopacidad de los huesos tras la exposicion

a los rayos X (34).
2.1.5 Mecanismo molecular del crecimiento 6seo

La funcion hormonal es primordial en el crecimiento dseo, ya que este depende de distintas
hormonas, por ejemplo: la PTH (hormona paratiroidea) producida en las glandulas
paratiroideas, es la hormona hipercalcemiante y realiza su accion a 3 niveles: a) directamente
sobre el hueso, estimulando osteoclastos y favoreciendo la resorcion 6sea, una accion ligada
a la presencia de vitamina D; b) en el rifién, incrementando la reabsorcion tubular distal de
calcio y c) indirectamente sobre el intestino, estimulando la sintesis de 1-25 OH
colecalciferol que, a su vez, aumenta la absorcion de calcio (35). La hormona calcitonina,
producida por las células C de la tiroides, actia directamente sobre los receptores de
osteoclastos, ya que se encarga de regular la concentracion de calcio en la sangre. Existe

evidencia que en situaciones en las que se produce un aumento en la secrecién o en la
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ausencia de las células C, la calcemia se mantiene en niveles normales y no hay alteraciones

Oseas (36).

El hueso actla, en presencia de PTH, estimulando la diferenciacién de los osteoclastos y, por
lo tanto, la resorcion dsea, posibilitando una mineralizacion adecuada (7). Sin embargo, la
hormona de crecimiento (GH), es el principal regulador del crecimiento lineal, y posee
importantes acciones metabdlicas. La GH estimula en el higado la produccion del factor del
crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-I), que vincula a una de las seis proteinas
transportadoras. Los IGF son un grupo de factores de crecimiento cuyos efectos estan
medidos por la accién de la GH, pero que también ejercen influencias anabolicas directas;
estos factores ampliamente reconocidos por desemperfiar un papel clave en los procesos que
vinculan la ingesta y el crecimiento de la dieta, ejerciendo multiples influencias sobre el
hueso de ratas (37) y humanos (38), como lo son proliferacion y diferenciacion de
condrocitos y la estimulacion de la actividad de los osteoblastos, dado su potencial en la
regulacion de la formacidn y resorcidn, por lo que se ha sugerido que IGF-I puede ayudar a
la meditacién de los procesos de acoplamiento de la remodelacion 6sea, modulando

directamente la influencia de la ingesta de nutrientes en el metabolismo déseo (39).
2.1.6 Efecto de la proteina en el tejido 6seo

Las proteinas son moléculas estructuralmente complejas, en el organismo cumplen funciones
fisiol6gicas multiples y de amplio alcance, incluidas las estructurales (coldgeno), contréctiles
(miosina y actina), inmunes (anticuerpos) y reguladores (enzimas y hormonas) (40). Las
proteinas son un nutriente esencial para el hueso, ya que su ingesta en la dieta regula el
metabolismo 6seo a través de dos aspectos: el aporte de aminoacidos y la transduccién de
sefiales; diversos aminoacidos obtenidos de los alimentos ricos en proteina, regulan la
protedlisis y la sintesis de proteina, asi como la via de sefializacion de la hormona de
crecimiento/hormona de crecimiento semejante a la insulina (41), modulando también el
potencial genético para la adquisicion de la masa 6sea maxima (42). Existe evidencia que
refiere que las proteinas pueden tener un impacto positivo y negativo en el crecimiento 0seo,
ya que la proteina representa aproximadamente la mitad del volumen de los huesos y

alrededor del 33% de su masa, por lo que la resistencia del hueso dependera de la integridad
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de sus componentes proteicos (43). Es importante destacar que la matriz organica del hueso
estd formada por colédgeno y proteinas no colagenas, de ahi la importancia de tener una
ingesta de proteinas adecuada para que la acumulacion de masa 6sea durante la infancia y la
adolescencia que favorezca el crecimiento y el mantenimiento de la salud dsea en la vejez
(44).

Una alta ingesta de proteina en la dieta tiene impactos negativos en los huesos, esto debido a
una mayor pérdida de calcio en el esqueleto para compensar un aumento en la carga &cida de
los aminoacidos, a lo que se le ha denominado hipdtesis de la ceniza &cida (44). Esta hipotesis
supone que una mayor excrecion de calcio, es resultado de la ingesta alta en proteinas en la
dieta para proteger la integridad estructural del tejido éseo (45). Los componentes de
proteinas, como los aminodcidos aislados, también acttan para regular el metabolismo 6seo
a través de una amplia gama de mecanismos, donde se resalta el efecto de las proteinas y
aminoacidos en las acciones de hormonas y factores de crecimiento que regulan el
metabolismo 6seo (fuerzay funcionalidad) (3). El origen de las proteinas también es un factor
importante, ya que algunos autores afirman que las proteinas de origen animal tienen mayor
contenido de aminoacidos azufrados, por lo que su efecto en el organismo es acido, mientras
que las de origen vegetal (frutas y verduras) tienen una influencia alcalina. Por lo tanto, se
ha propuesto que si la dieta es rica en proteinas animales y baja en vegetales induce a un
estado de acidosis metabdlica de bajo grado, que tiene como consecuencia la afectacion del

metabolismo dseo (26).
2.1.7 Aminoacidos esenciales en el tejido 6seo

Los aminoacidos esenciales no pueden ser sintetizados por el organismo humano, asi que
deben ser proporcionados en la dieta, también se definen como aquellos que participan y
regulan vias metabdlicas clave para mejorar la salud, la supervivencia, el crecimiento,
desarrollo, la lactancia y la reproduccion de organismos. Estos aminoacidos se requieren para
la prevencion y tratamiento de enfermedades metabdlicas, restriccion del crecimiento

intrauterino, infertilidad, disfuncion intestinal o neuroldgica y enfermedades infecciosas (46).

El desarrollo del tejido 6seo 6ptimo depende de las proteinas que contenga, el colageno es la

principal proteina, ya que forma parte de la matriz ésea, donde también se depositan calcio y
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otros metales; por lo cual la construccion y el funcionamiento adecuado del hueso estan
relacionados con un colageno saludable (47). En un estudio se mostrd una asociacion entre
el retraso del crecimiento y bajos niveles circulantes de aminoacidos esenciales en nifios de
12 a 59 meses de edad en zonas rurales de Malawi, (48) por lo tanto, la suplementacion con
ciertos aminoacidos asociados con estados nutricionales como el retraso en el crecimiento
puede ser una estrategia efectiva. En los animales, los aminoacidos plasmaticos fluctdan
segun la ingesta nutricional, particularmente en respuesta al contenido de proteinas y la
deficiencia de aminoacidos Unicos (49, 50). En un estudio con ratas alimentadas a base de
harina de maiz y suplementadas con aminoacidos se observé que los aminoacidos que limitan
el crecimiento corporal fueron la lisina y el triptéfano, siendo estos dos los principales
limitantes en la dieta a base de maiz, otros aminoacidos esenciales como la valina, leucina,
isoleucina y metionina mejoraron significativamente el crecimiento después de la
suplementacion con proteina de soja y lisina, lo que se correlacioné positivamente con la
longitud corporal; por lo cual se concluye que la combinacién de los aminoécidos evaluados
en ese estudio (valina, isoleucina y metionina) es 6ptima para favorecer el crecimiento lineal
en ratas (51).

2.1.8 Isoleucina en el tejido 6seo

Los aminoacidos son un sustrato esencial para la sintesis de proteinas y moléculas de
sefializacion para el metabolismo celular (52). La isoleucina es un aminoacido esencial de
cadena ramificada que juega un papel importante en las funciones fisioldgicas de todo el
organismo, como el crecimiento, la inmunidad, el metabolismo de las proteinas, acidos
grasos y el transporte de la glucosa (53). Un estudio realizado in vitro de tres tripéptidos entre
los cuales destaca el tripéptido IPP (Isoleucina-Prolina-Prolina) refiere que el IPP aumentd
la proliferacion celular y que algunos genes asociados con la diferenciacion celular fueron
regulados positivamente, lo que indica que el IPP regula la expresion génica, lo que favorecid

la formacion de osteoblastos y aumento en la masa 6sea (8).

La lisina es un aminoacido esencial, una ingesta deficiente de este se asocia con estados de
desnutricion y riesgo de fractura dsea (47). Las dietas a base de cereales como el maiz son

un alimento basico e importante en los paises de desarrollo, pero contienen proteinas de bajo
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valor bioldgico; la lisina es generalmente en primer aminoacido limitante, seguido del
triptofano; las deficiencias en la ingesta de lisina disminuyen la sintesis de proteinas y causan
pérdida de peso en los lactantes y trastornos del crecimiento (54, 55).

2.1.9 Aminoéacidos no esenciales en el tejido dseo

Los aminoacidos no esenciales regulan la respuesta inmune, produccion de citocinas y
anticuerpos, destruccion de patdégenos, modulacién de microbiota intestinal, prevencion de
algunas enfermedades, entre otras (46). Algunos aminoacidos como la arginina, glutamina 'y
prolina son esenciales para realizar funciones del sistema inmune, esto a traves de la sintesis
de dxido nitrico y especies reactivas del oxigeno, actividad antimicrobiana, la secrecion de
hormonas (insulina, hormona del crecimiento, prolactina y factor de crecimiento similar a la
insulina-1) que regulan la actividad de células del sistema inmune y las vias de transduccion

de sefiales (56).

Los requerimientos de proteinas y aminoacidos aumentan durante la desnutricion cronica y
los estados de enfermedades infecciosas agudas. En un estado inflamatorio, los aminoéacidos
no esenciales como la glutamina y la arginina se vuelven condicionalmente esenciales, por
lo tanto, es importante proporcionar no solo proteinas que contengan tanto aminoacidos
esenciales como no esenciales, para promover un crecimiento lineal optimo asi como una

respuesta Optima en estados inflamatorios (57, 58).
2.1.10 Prolina y glicina en el tejido 6seo

La prolina es un aminoacido no esencial pero muy importante en el metabolismo proteico,
ya gue constituye un tercio de los aminoacidos en las proteinas de coldgeno que comprende
un 30% aproximadamente de las proteinas totales (4). La prolina representa
aproximadamente un 12% de las proteinas de la leche de los mamiferos, la abundancia de la
prolina en la leche es consistente con un alto requerimiento de prolina para el crecimiento y
desarrollo neonatal (59). Este aminoacido realiza funciones metabdlicas y fisioldgicas
importantes como la regulacion de la expresion genética y diferenciacion celular, activacion
de la sefializacion de rapamicina mTOR para la sintesis de arginina, poliaminas y proteinas

(incluyendo colageno y elastina) (60).
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La glicina es el aminoacido mas pequefio de la naturaleza, pero es el constituyente principal
de todos los tipos de colageno en animales y elastina en animales, por lo que juega un papel
importante en la nutricion y el metabolismo, por su participacion en la sintesis de proteinas
(colageno y elastina) e inhibicidn de la entrada de calcio a través de la activacion del canal

controlado por glicina en la membrana celular (6).

La glicina y prolina son aminoécidos no esenciales que forman parte de las proteinas del
colageno tipo 1y V, de la matriz dsea, estos aminoacidos representan aproximadamente un
57% de los aminoacidos totales (61). El colageno 6seo confiere muchas propiedades
mecanicas del hueso, como la elasticidad, la resistencia a la flexion y dureza que contribuyen
a la calidad del hueso, dia con dia se relaciona ain mas la nutricion 6ptima, con la salud dsea
y la desnutricién proteica con la incapacidad de alcanzar la masa 6sea méaxima durante el
crecimiento, desarrollando un riesgo mayor de fracturas en etapas adultas (62). Un estudio
refiere que la sintesis de coldgeno 6seo aumenta en respuesta a la alimentacion, siendo
predecible en osteoblastos en cultivo de tejidos, por lo que es posible estimular la sintesis de
colageno 6seo por medio de aminoacidos y el factor IGF-1 (63). Es por ellos, que la provision
adecuada de glicina y prolina es esencial para la sintesis 6ptima de colageno, el crecimiento
6seo y la salud 6ptima de los animales, incluidos los ratones, ratas, cerdos y los seres

humanos (4).
2.1 Antecedentes del problema
2.2.1 Retraso del crecimiento

El crecimiento lineal en humanos comenz6 a describirse en 1950, en ese momento se
descubrio6 el eje de la hormona del crecimiento (GH) factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF-1), como el sistema central que regula el crecimiento infantil, al cual se le
atribuyd la causalidad del retardo en el crecimiento (64). Sin embargo, investigaciones
recientes han revelado que el eje GH-IGF es solo uno de los muchos sistemas reguladores
que controlan la condrogeénesis en la placa del crecimiento; en consecuencia, el retardo en el
crecimiento depende ademas de multiples hormonas, factores paracrinos, moléculas de
matriz extracelular y proteinas intracelulares que regulan los condrocitos de la placa de

crecimiento (64). El retraso en el crecimiento es causado por la disfuncion de la placa de
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crecimiento que puede resultar de un defecto primario, es decir, un trastorno intrinseco de la
placa de crecimiento, o un defecto secundario, en el que la placa de crecimiento se ve afectada
por un trastorno en cualquier sitio del organismo (65).

La evidencia que existe en modelos animales indica que mecanismos sistémicos contribuyen
a la desaceleracion del crecimiento fisioldgico. Lo cual parece ser una propiedad intrinseca
de los 6rganos del crecimiento; no obstante, estos mecanismos pueden depender de una sefial
sistémica (65); la disminucion de la ingesta de nutrientes en si no es responsable de la
desaceleracion del crecimiento, pero participa en la medicion local, ya que la disponibilidad
de nutrientes como las proteinas y energia regulan el crecimiento celular en parte a través de

la via de sefializacion de la rapamicina (MTOR) (66).

El crecimiento infantil es el mejor indicador del bienestar general de los nifios y el retraso en
el crecimiento es un reflejo preciso de las desigualdades sociales; es la forma mas prevalente
de desnutricion infantil; esto se refleja en millones de nifios en todo el mundo que no solo no
logran su potencial de crecimiento lineal debido a precarias condiciones de salud y nutricién,
sino que también sufren el severo dafio fisico y cognitivo irreversible que acompafa el
crecimiento atrofiado (67). El retraso en el crecimiento a menudo no se reconoce en las
comunidades donde la talla baja es tan comun que se considera normal. La dificultad para
identificar visualmente a estos nifios y la falta de evaluacion rutinaria del crecimiento lineal
en los servicios de salud explican por qué se ha tardado tanto en reconocer la magnitud de

esta patologia (68) e iniciar tratamientos oportunos para corregirla.
2.2.2 Prevalencia del retraso en el crecimiento

De acuerdo al The Global Nutrition Report 2021 (GNP) el retraso en el crecimiento afecta a
149,2 millones de nifios menores de 5 afios, de los cuales un 20.5% son recién nacidos con
bajo peso al nacer a nivel mundial (23); estimaciones indican que en el 2025 habra 127
millones de nifios menores de 5 afios con retraso del crecimiento (69). La Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion (ENSANUT) en el 2016 menciona que 15 millones de nifios menores
de 5 afios padecen desnutricion crénica (talla baja) (70). En 2012 en el estado de Hidalgo
12.9% de los nifios menores de 5 afios tenian talla baja, 2.7% bajo peso y 1.1% emaciacion

(71). El retraso del crecimiento es un resultado, en gran medida de una nutricién inadecuada
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durante los primeros 1000 dias de vida (gestacion y los primeros dos afios de vida), el bajo
consumo de proteinas esta relacionado con el retraso del crecimiento y es irreversible, por lo
cual es fundamental para que los nifios alcancen su maximo potencial fisico de crecimiento
(64).

2.2.3 Trastornos del crecimiento lineal y densidad 6sea por déficit de proteinas

Uno de los principales trastornos del crecimiento es la desnutricion crdnica, que se deriva del
retardo en el crecimiento, atrofia la mucosa intestinal y pancreatica, disminuyendo la
produccién de enzimas digestivas; sin embargo, no pierde la capacidad para catabolizar
proteinas. Durante el “recambio” proteico el organismo no es capaz de retener nitrégeno, lo
que disminuye la velocidad de sintesis proteica dos tercios en comparacion con nifios sanos
(71); las repercusiones de la disminucion de sintesis proteica estan directamente relacionadas
con la reduccion preferencial de sintesis del tejido muscular, como respuesta de proteccion a
la deficiencia dietética de aminoacidos esenciales, esta disminucion de la retencion de

nitrégeno también se relaciona con la respuesta disminuida a las lesiones e infecciones (71).

Algunas investigaciones han demostrado que el hueso es un importante 6rgano endocrino, en
el que interviene la leptina, insulina y osteocalcina, todos juegan un papel importante en el
desarrollo éseo y metabdlico; en un estudio realizado con dietas con diferentes
requerimientos de proteinas han demostrado que el estado de nutricion de la madre, no solo
afecta la disponibilidad de nutrientes del feto, sino que ademas predispone la maduracion
Osea del mismo (72). Estudios finlandeses muestran que el retraso de la maduracion puede
aumentar el riesgo de fractura de cadera a través de alteraciones en la acumulacién de
densidad dsea y crecimiento desproporcionado, demostrando que los bebés con retardo en el
crecimiento son capaces de presentar recuperacion de crecimiento acelerado cuando la
ingesta proteica alcanza los requerimientos necesarios para la edad, siempre y cuando estos
sean durante los primeros 1000 dias de vida(73); los estudios hasta el momento concluyen
que la dieta materna influye en la masa 0sea a través de la programacion de respuestas 0seas

en relacion con la ingesta proteica (74).
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2.2.4 Trastornos del crecimiento lineal y densidad dsea por déficit de aminoacidos

esenciales

La deficiencia de nutrientes especificos afecta la respuesta de la fase aguda reduciendo la
produccidn de citoquinas 0 modulando la respuesta de los tejidos efectores de tejido muscular
y 0seo; en respuesta a ello el organismo buscara mecanismos para economizar nitrogeno;
mediante la oxidacion de aminoacidos esenciales o la diminucion de la actividad del ciclo de
la urea; los aminodcidos de cadena ramificada (ACR) presentan los descensos mayores,
estudios refieren que la deficiencia de ACR como la leucina afecta la sintesis proteica en el

musculo (71).

El estudio realizado en la zona rural de Malawi, muestra que los nifios con retraso en el
crecimiento tienen concentraciones séricas mas bajas de los nueve aminoacidos (histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina) (48). Por lo
tanto, las bajas concentraciones séricas de aminoacidos encontradas en estos nifios tienen el
potencial de reprimir la sintesis de proteinas y lipidos a través de mTORC1 y asi retrasar el
crecimiento. Aunque se muestra una concentracion baja en los nueve aminoécidos, debe
destacarse que la leucina es un aminoacido clave para activar mTORCL1, ya que fue el

metabolito con mayor asociacion en el crecimiento lineal (75).

Existe evidencia que la suplementacion con aminoacidos esenciales como la leucina e
isoleucina aumentan la ganancia de peso en cerdos lactantes, ya que favorecen la calidad de
la leche materna (76), también se han descritos efectos en la ganancia de masa muscular en
peces y gallinas, en estas Gltimas la calidad del huevo aumentd (77). Sin embargo, ninguno
de los estudios menciona que el crecimiento éseo se haya visto favorecido con la

suplementacion, ya que no se realizaron pruebas para evaluar este parametro.
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2.2 Planteamiento del problema

El The Global Nutrition Report 2021 (GNP) refiere que el retraso en el crecimiento afecta a
149,2 millones aproximadamente de nifios menores de 5 afios (23). Una alimentacion
limitada en aporte de macro y micronutrientes desde el inicio de la concepcion, durante el
embarazo y en los primeros afios de vida, desencadena algunos trastornos del crecimiento
lineal como desnutricidn energético-proteica, kwashiorkor, marasmo y retraso en el
crecimiento. Existe evidencia que una ingesta inadecuada de proteina afecta el crecimiento,
ya que regula el metabolismo dseo y la via de sefializacion de la GH/IGF-1 modulando
también el potencial genético para la adquisicién de la masa dsea, contribuyendo a la
prevalencia del retraso en el crecimiento (41, 42). La matriz 6sea conforma un 99% al hueso,
del cual un 35% es matriz orgénica: un 90% son proteinas de colageno tipo | (>95%) y
colageno tipo V (<5%), estos dos tipos de proteinas incluyen en su secuencia una gran
cantidad de aminodcidos no esenciales como prolina (13.4%) y glicina (39.7%), y
amino&cidos esenciales como la isoleucina (0.4%) el aminoacido minoritario (61). Un
estudio realizado en zonas rurales del norte de Africa mostr6 una asociacion entre el retraso
en el crecimiento en nifios menores de 5 afios y los niveles circulantes en sangre de
aminoéacidos esenciales, entre los que destaca la isoleucina (48). El retraso de crecimiento
incrementa el riesgo de complicaciones e infecciones diarreicas por Giardia lamblia y
Cryptosporidium parvum, ademas a los 2 afios de vida obtuvieron 10 puntos menos en la
prueba WISC-R (95% IC 2-4-17-5) en comparacion con nifios sanos (78); ademas de que

incrementa el riesgo de osteoporosis y fractura en la edad adulta (62) .

Por ello se considera pertinente evaluar el efecto de la suplementacién con isoleucina, prolina
y glicina en el crecimiento y radiopacidad 6sea de huesos largos y dientes en las crias de rata
Wistar, quienes durante su gestacion y lactancia tuvieron restriccion de proteinas en sus
madres; esto permitira contar con evidencia cientifica para el disefio de formulaciones con

aminoacidos a utilizar en organismos con estas condiciones.
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JUSTIFICACION

El crecimiento lineal inicia desde la concepcidn, es decir, un crecimiento intrauterino normal
asegura una talla y peso adecuado, sin embargo, cuando el crecimiento intrauterino es
limitado por el aporte de nutrientes esenciales, proteina y aminoacidos principalmente, se
presentan trastornos del crecimiento 6seo, siendo el retraso en el crecimiento en la infancia
y la osteoporosis en adultos los principales problemas a atender en humanos. El consumo de
proteinas de alto valor bioldgico es deseable en la prevencion de estas patologias, sin
embargo, existen condiciones que limitan su consumo y desencadenan la enfermedad. La
identificacion de los aminoacidos responsables del crecimiento y la densidad dsea permitira
disefiar formulaciones especificas que contribuyan en la prevencién y tratamiento de
patologias dseas. Es limitada la evidencia del efecto independiente de la isoleucina en el
crecimiento 0seo, aunque, se conoce gque hay proteinas que utilizan a la isoleucina como
cofactor para a sintesis de tejido 6seo. Un proyecto previo realizado en el Laboratorio de
Nutricién Molecular del ICSa-UAEH en el que se evalud la suplementacién de aminoacidos
esenciales (histidina, isoleucina, leucina, lisina, treonina, triptéfano y valina) con el
crecimiento 0seo en ratas Wistar, se obtuvo como resultado un crecimiento de huesos largos
similar entre el grupo control y el grupo suplementado con isoleucina, aunque no fue posible
la evaluacién de la radiopacidad 6sea, esto asociado a la evidencia previa que refiere que el
tripéptido IPP aumenta la formacion de osteoblastos por un efecto positivo en la masa y
estructura Osea. Por lo que es pertinente que en este trabajo se evalué el efecto de la
suplementacion con isoleucina, prolina y glicina sobre la restriccion de proteina maternay el

periodo de gestacion y lactancia.

Los resultados proveerian de evidencia cientifica sobre el efecto de la suplementacién con
isoleucina, glicina y prolina en el crecimiento 6seo de crias de madres con restriccion
proteica, lo que potencialmente podria justificar una intervencién o ensayo clinico en nifios
menores de 5 afios con retraso en el crecimiento, para prevenir y disminuir los efectos de las
deficiencias de aminoacidos esenciales y las complicaciones por fracturas y osteoporosis en

la vida adulta.
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HIPOTESIS

La suplementacion con isoleucina, prolina y glicina en las ratas hembra Wistar con
restriccion proteica tiene un efecto positivo en el crecimiento y radiopacidad dsea de incisivos

y en los huesos largos de las patas delanteras y traseras de sus crias.
OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar el efecto de la suplementacién con isoleucina, prolina y glicina durante la gestacion
y la lactancia en el crecimiento y la densidad dsea de incisivos y huesos largos de crias de

ratas Wistar con restriccion proteica.
Objetivos especificos

1. Determinar los niveles de hemoglobina en ratas hembra Wistar con restriccion
proteica al 65 % de su requerimiento diario, durante la gestacidn y lactancia asociado

a la ingesta de una dieta suplementada con isoleucina, prolina y glicina.

2. Evaluar el peso final, niveles de hemoglobina y albumina en crias de ratas hembra
Wistar con restriccion proteica al 65 % de su requerimiento diario de proteina que

fueron suplementadas con isoleucina, prolina y glicina.

3. Evaluar el peso y longitud de fémur, tibia, humero y olecranon de crias de ratas Wistar
al dia 22 de vida con restriccion proteica al 65 % de su requerimiento diario de

proteina suplementadas con isoleucina, prolina y glicina.

4. Determinar la densidad 6sea de fémur, tibia, humero y olecranon de crias de ratas
Wistar con restriccion proteica suplementadas con isoleucina, prolina y glicina

mediante una radiografia simple.
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MATERIALES Y METODOS

6.1 Tipo y disefio de estudio

Estudio de tipo experimental, longitudinal prospectivo.
6.2 Seleccion de la poblacion

Las ratas hembra Wistar de 4 semanas de edad fueron asignadas de forma aleatoria a cada
grupo de estudio, grupo control y grupo bajo en proteinas (GBP). Después de la deplecién
proteica, las hembras del GBP fueron asignadas aleatoriamente a los grupos de

suplementacion.
6.2.1 Criterios de inclusion y exclusion
Inclusion:

e Ratas hembra Wistar de 4 semanas de edad virgenes.
e Ratas Wistar libres de cualquier patégeno.

e Ratas Wistar macho adultos para el periodo de apareamiento.

Exclusion:

e Animales de laboratorio con algin proceso patoldgico agudo o crénico.
e Animales que no consuman la dieta con restriccidn proteica.

e Animales que no consuman la dieta suplementada con isoleucina, glicina o prolina.
Eliminacion:

e Animales que presenten alteraciones en sistema nervioso o comportamientos atipicos
por efecto de la restriccion proteica.
e Crias que no sean alimentadas por sus madres.

e Animales que se coman a sus crias durante el periodo de gestacién o lactancia.
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6.3 Tamafio de la muestra y muestreo

Muestreo no probabilistico con 24 ratas Wistar (20 hembras y 4 machos) del Bioterio del
ICSa; para esto se formaron 4 grupos de estudio con 4 ratas hembra cada uno y 1 macho por

cada grupo (para el apareamiento de las hembras).

6.4 Definicién de variables

Tabla 1. Definicidn operacional de variables del estudio

Variables Definicion Definicion operacional Unidad de
conceptual medida

DEPENDIENTES

Hemoglobina Concentracion de Muestra capilar de la dltima g/dL
hemoglobina en porcion de la cola de la rata madre
sangre. cuantificada con un fotometro

portatil (HemoCue®).

Albdmina Concentracion de Muestra de suero cuantificada por  g/dL
albdmina en suero. método colorimétrico con un

lector de placas BioTek®

Proteinas totales Concentracion sérica ~ Muestra de suero cuantificada por mg/dL
de proteinas totales. método colorimétrico con un

lector de placas BioTek®.

Ingesta de energia Cantidad de energiay  Ingesta de alimento en ratas g
nutrientes ingeridos. madres medida con una béscula

TANITA KD-160®.

Longitud 6sea Longitud en los Medicién con un vernier Scala® mm
huesos de patas para determinar la longitud entre
delanteras y traseras.  la cabeza del himero y el condilo

del humero y entre la cabeza del
radio y la apdfisis estiloidea del
radio.

Densidad Medida de laimagen  Estimulacion de rayos X con g/lcm?

Osea de radiopacidad en los  sensor digital.
huesos.

Ganancia de peso Cambio de peso Registro de peso en balanza Triple ¢
semanal de ratas Beam 700/800 series OHAUS®,

Wistar. con una precision de 0.1 g.

INDEPENDIENTES

Dieta AIN-93M Dieta AIN-93M de Dieta para grupo control en g
mantenimiento para periodo de acondicionamiento
roedores. (14% proteina).
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Dieta AIN-93M al Dieta AIN-93M al Dieta AIN-93M al 9% de proteina g

64% 64% del requerimiento para lograr un estado de deplecion
diario 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 periodo de gestacion y lactancia
en roedores. (19% proteina).

Dieta baja en Dieta AIN-93G Dieta AIN-93G modificada al g

proteinas modificada en 12% de proteina total, grupo bajo
proteinas en proteina (GBP).

Dieta con isoleucina | Dieta AIN-93G Con una dieta AIN-93G g
modificada en modificada al 12% de proteina
proteinas total y suplementada con 2 veces

el requerimiento de isoleucina
(GBP-ISO)

Dieta con isoleucina | Dieta AIN-93G Con una dieta AIN-93G g

y prolina modificada en modificada al 12% de proteina
proteinas total y suplementada 2 veces el

requerimiento de isoleucina y
prolina (GBP-IP)

Dieta con isoleucina, | Dieta AIN-93G Dieta AIN-93G modificada al g

prolinay glicina modificada en 12% de proteina total y
proteinas suplementada 2 veces el

requerimiento de isoleucina,
prolina y glicina (GBP-IPG)
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6.5 Disefio experimental

Muestreo aleatorio de 20 ratas
hembra Wistar (4 semanas de vida)

l * Grupo control (AIN-93G)
* GBP (AIN-93G al 65% de
*  Grupo control (AIN-93M) Perlo_do. fie Determinacién . proteina) _ _ Periodo de
4 hembras restriccion — de hemoglobina —> GBP'|50_{|50|9U_CIHB) _ — apareamiento
* GBP (AIN-93M al 65% de proteica ional * GBP-IP (isoleucina/prolina) (7 dias)
proteina) 16 hembras (5 semanas) pregestaciona * GBP-IPG

(isoleucina/prolina/glicina)

&
< g

Registro semanal de peso y alimento

Obtencidén de muestra Sacrificio de madres y S Gestacion Inicio de
sanguinea de ratas e crias € (21 dias) — (21-22 dias) € suplementacién
madre y crias (21 dias de nacimiento) L= (2 veces IDR)

N . Determinaciones en crias: peso Determinaciones en ratas o
Diseccion y final, hemoglobina, albdmina dre: i i St Shsllats
limpieza de huesos ! ! ! WELBUEREEE AL estadistico de

Iafgos o incisivos —_— proteinas totales, peso y — ganancia de peso, — datos y
de crias nacidas Iongltudlosea, \’,rdensldad hemoglo!:lna, albimina, resultados
mineral 6sea proteinas totales.

Figura 1. Disefio experimental del estudio

Se realizO un muestreo aleatorio de 20 ratas hembra Wistar de 4 semanas de vida,
asignandolas a dos grupos de estudio: 1) grupo control (4 hembras) y 2) grupo bajo en
proteina (GBP, 16 hembras); las cuales fueron alimentadas con una dieta AIN-93M estandar
para el grupo control (14% de proteina/100 g de alimento) y al 65% del requerimiento de
proteina para el GBP (9% de proteina/100 g de alimento). En el GBP se inici6 con el periodo
de restriccion proteica durante 5 semanas (con dieta baja en proteinas), al término de este
periodo se cuantifico en las ratas la hemoglobina para verificar la deplecién proteica. Las 16
hembras del GBP con deplecion proteica se reasignaron a los 4 grupos de suplementacion,
con 4 hembras cada uno; GBP-ISO (dieta baja en proteinas con 2 veces el requerimiento de
isoleucina), GBP-IP (dieta baja en proteinas con 2 veces el requerimiento de isoleucina y
prolina) y GBP-IPG (dieta baja en proteinas con 2 veces el requerimiento de isoleucina,
prolinay glicina), para el grupo control se conservaron las hembras asignadas desde el inicio

a la Dieta normoproteica.
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Posterior a la asignacion de los grupos, inicié el periodo de apareamiento que duro
aproximadamente 7 dias, los grupos de estudio consumieron durante todo el periodo de
gestacion y lactancia las dietas con isoleucina, prolina o glicina. Al dia 22 de vida de las crias
se realizo el sacrificio de estas y sus madres, para recolectar una muestra de sangre y
posteriormente realizar la diseccion y limpieza de huesos largos de patas delanteras y
traseras, asi como los incisivos en las crias. En el suero o sangre total de las crias y de las
madres se cuantifico la hemoglobina, albimina y proteinas totales; los huesos se pesaron y
se les midid la longitud y densidad 6sea. Una vez registrados los datos de las determinaciones

se realizo el andlisis estadistico y la redaccion y discusién de los resultados.
6.6 Métodos
6.6.1 Animales de experimentacion

Las ratas Wistar se obtuvieron del bioterio de la Universidad Auténoma del Estado de
Hidalgo (UAEH) en el Instituto de Ciencias de la Salud. Se utilizaron inicialmente 20 ratas
Wistar hembra de 4 semanas de vida y 4 machos adultos solo para el periodo de

apareamiento.
6.6.2 Condiciones de alojamiento

Durante el periodo de experimentacion los animales se alojaron en el bioterio ubicado en las
instalaciones del 1CSa-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 acceso al alimento fue controlado. En funcion de la etapa del protocolo
experimental, los animales se alojaron en grupos de 4 animales (periodo de
acondicionamiento) o de 2 animales (periodo de apareamiento: macho y hembra) en cajas de
acrilico, en forma individual se mantuvieron a las madres para las etapas de gestacion y

lactancia.
6.6.3 Dietas

Las dietas utilizadas fueron la AIN-93M y la AIN-93G para roedores (79), con
modificaciones para cada grupo de estudio, en la Tabla 2 se muestra la composicion de
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nutrientes de cada una de las dietas estandar. El alimento de las dietas se elaboro en el
Laboratorio de Nutricion Molecular del 1ICSa-UAEH, tomando como referencia las dietas
AIN-93M y AIN-93G, para las distintas formulaciones de cada grupo de estudio (Tabla 3).
Una vez elaborado, el alimento se coloco en charolas para su secado a temperatura ambiente

y posteriormente se almacend refrigeracion en bolsas Ziploc® para su conservacion.

Las hembras de 4 semanas de vida fueron expuestas durante 5 semanas a una restriccion de
proteina, alimentadas con la dieta AIN-93M al 9% de proteina, lo que representara el 65%
de su requerimiento diario, para lograr un estado de deplecion proteica antes de la gestacion
(PAG), las hembras control no fueron expuestas a esta deplecion proteica, consumieron la
dieta estandar AIN-93M, Tabla 3. Durante el apareamiento, gestacion y lactancia (PGL) se
coloc6 1 hembra en cada caja, quién fue alimentada de acuerdo con el grupo de

experimentacioén asignado:

1. Con una dieta AIN-93G (grupo control).

2. Con una dieta AIN-93G modificada al 9% de proteina total, grupo bajo en proteina
(GBP).

3. Conunadieta AIN93G modificada al 9% de proteina total, suplementada con 2 veces
el requerimiento de isoleucina (GBP-ISO).

4. Con una dieta AIN93G modificada al 9% de proteina total y suplementada con 2
veces el requerimiento de isoleucina y prolina (GBP-IP).

5. Con una dieta AIN93G modificada al 9% de proteina total y suplementada con 2

veces el requerimiento de isoleucina, prolina y glicina (GBP-IPG).

Las crias nacidas de las ratas del grupo 1 al 5 se alojaron con sus madres durante el periodo
de lactancia. El dia 22 de vida, las crias fueron separadas de sus madres para pesarlas y
realizar el sacrificio, en estos animales se tomé una muestra sanguineay se diseccionaron las

patas delanteras y traseras.

Maria Vianey Abelar Rosas 25



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

Nutriente

Energia total (kcal)
Proteina (%)

HCO (%)

Grasas (%)
Humedad (g)

Grasa total (g)
Saturado (g)
Monoinsaturado ()
Poliinsaturado (g)
Acido Linoleico (g)
Acido Linolénico (g)
Carbohidratos totales (g)
Carbohidratos complejos (g)
Azlcares simples (g)
Celulosa (9)
Proteina total ()
Alanina (g)
Arginina (g)

Acido aspartico (g)
Cisteina (Q)

Acido glutamico (g)
Glicina (g)

Histidina (g)
Isoleucina (@)
Leucina (g)

Lisina (g)

Metionina (g)
Fenilalanina (g)
Prolina (g)

Serina (Q)

Treonina (g)
Triptofano (g)
Tirosina (g)

Valina (g)

Ceniza total (g)

Dieta g/kg
AIN- AIN-
93G 93M
3766.0 3601.0
19.3 14.1
64.0 75.9
16.7 10.0
66.0 68.0
70.0 40.0
10.8 6.2
16.3 9.3
40.5 23.1
35.7 10.4
4.8 2.7
643.7 727.3
360.1 4219
236.1 257.9
47.5 475
178.6 125.8
4.6 33
6.4 4.5
12.2 8.0
3.7 2.4
36.3 25.5
3.2 2.3
4.6 3.3
8.5 5.9
15.4 10.9
13.0 9.2
4.6 3.3
8.8 6.2
20.5 14.3
9.7 6.7
6.7 4.7
2.1 1.6
9.3 6.6
10.0 7.0
41.7 38.9

Tabla tomada del articulo: Reeves, P. G. y colaboradores (79).
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6.6.4 Apareamiento

Una vez concluido el periodo de deplecion proteica con la dieta AIN-93M al 9% de proteina
total, las hembras virgenes fueron inducidas al apareamiento con machos adultos. Se
colocaron de forma individual una hembra con un macho durante 7 dias continuos. El
apareamiento se confirmo por la presencia del tapdn espermatico en la vagina de la hembra.

Esta confirmacion delimité el inicio de la gestacion.
6.6.5 Gestacioén 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, 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 registrd el nimero de crias en cada hembra
de los 5 grupos de estudio. La lactancia se continud durante los 21 dias posteriores al
nacimiento, al dia 22 de vida las crias fueron destetadas y sacrificadas. El dia del sacrificio

se ajustd el nimero de crias por grupo asignado a 8 hembras y 8 machos.
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Tabla 3. Formulaciones de la dieta administrada durante el periodo de restriccion
proteica (AIN-93M), gestacion y lactancia (AIN-93G) en ratas hembra Wistar

Control GBP GBP-ISO GBP-IP  GBP-IPG
PAG PGL PAG PGL PGL

Ingredientes g/kg dieta

Almidén de maiz 466 398 516 518 518 518 518
Caseina 140 190 90 120 120 120 120
Dextrina 155 132 155 132 132 132 132
Sacarosa 100 100 100 100 100 100 100
Aceite de soja 40 70 40 70 70 70 70
Fibra 50 50 50 50 50 50 50
Mix de minerales 35 35 35 35 35 35 35
Mix de vitaminas 10 10 10 10 10 10 10
L-cistina 1.8 3 1.8 3 3 3 3
CB(:}?r:gato de 25 25 25 25 25 25 25
Isoleucina - - - - 13.6 13.6 13.6
Prolina - - - - - 20.4 20.4
Glicina - - - - - - 3.2

PAG= periodo antes de la gestacion, PGL= periodo de gestacion y lactancia, Control= grupo control, GBP= grupo
bajo en proteina, GBP-1SO=grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina, GBP.IP= grupo bajo en proteina
suplementado con isoleucina y prolina, GBP-IPG= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina, prolina 'y
glicina. Tabla adaptada del articulo: Reeves, P.G. y colaboradores.

6.6.6 Registro de peso

Se registrd el 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 de peso de las ratas
gestantes, para esta actividad se ocup6 una balanza Triple Beam 700/800 series OHAUS®,
Nueva Jersey, con una precision de 0,1 g. Se registro el 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.

En cuanto a la ingesta de energia en las madres, se realizaron mediciones continuas (3 veces
por semana) del consumo de alimento con una bascula TANITA KD-160®. Con base en
estos consumos y en el aporte calérico por gramo de alimento para cada formulacion, Tabla

3y 4; se calculo la ingesta de energia semanal en Kilocalorias ingeridas para cada grupo de
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estudio, asi como la ingesta total de energia durante el PAG y PGL, sumando las semanas

correspondientes a cada uno de los periodos de estudio.

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

Kcallg
Control (PAG) 3.95
Control (PGL) 3.96
GBP (PAG) 3.88
GBP (PGL) 3.92
GBP-ISO 4.01
GBP-IP 4.06
GBP-IPG 4.12
PAG=antes de la gestacion, PGL=gestacion y

lactancia.

6.6.7 Sacrificio

Previo al sacrificio (12 horas antes) el alimento fue retirado a todos los animales, solo se dejo
agua a todos los grupos, para tomar la muestra de sangre en condiciones post absorbidas.
Para sacrificarlas las ratas fueron anestesiadas utilizando el anestésico ISOFLURAN marca
Vedco®. La sangre obtenida fue centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos, en la
centrifugadora DRAGONLAB®, modelo DM0412 para obtener el suero, el cual se congel6
a -30 °C; posterior a esto, se realiz6 a la diseccién de los incisivos y los huesos largos de

patas traseras y delanteras de las crias.
6.6.8 Medicion de albdmina y hemoglobina

Se midié hemoglobina en sangre total de ratas Wistar antes del apareamiento para confirmar
el estado de deplecion proteica en el GBP, se tomd una muestra de sangre capilar de la Gltima
porcion de la cola, para determinar la concentracion de hemoglobina, utilizando un fotometro
portatil (HemoCue®) segun las recomendaciones del fabricante. Esta medicion se llevé a
cabo en dos momentos de la intervencion, al inicio de la gestacion (ratas madre) y al finalizar
el periodo de lactancia (ratas madre y crias) para diagnosticar el nivel de hemoglobina basal

y determinar los efectos de la suplementacién. Como referencia se utilizaron los valores de
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referencia de 11.0 + 1.0 g/dL para las crias macho y 13.0 + 1.0 g/dL para las hembras en el
primer mes de vida y, en las madres adultas de 13.0 £ 1.0 g/dL (80).

Se midid albumina en suero extraido de la muestra de sangre en el sacrificio. El suero se
mantuvo en congelacion hasta su analisis (-30°C). Se determind el nivel de albimina en suero
por un método colorimétrico, utilizando un kit de (Wiener Lab®). En una microplaca se
colocé 1 microlitro de suero y 250 microlitros de reactivo, se mezcld y se incubo entre 15y
28 °C durante 10 minutos, la microplaca se ley6 en un lector de placas (BioTek®, modelo
146583 E.U.A) a 625 nm. Para obtener la concentracion de albumina se utilizo la siguiente
férmula (81):
Albimina

——x Desconocido
Estandar

La albumina se midio 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 y de 2.76 + 0.3 g/dL para las crias
(82).

6.6.9 Diseccion de huesos largos

Las crias de las madres alimentadas durante su gestacion y lactancia con las dietas control,
GBP, GBP-1SO, GBP-IP y GBP-IPG; 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 himero y la cavidad glenoidea de la escéapula.
Posteriormente se separé la pata delantera entre los carpelos y el radio. Después se realizo la
separacion del musculo del hueso, para dejar libre a los huesos, los cuales fueron limpiados
con una solucion al 1.0% 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 sacar la longitud entre
la cabeza del humero y el condilo del himero y entre la cabeza del radio y la apdfisis

estiloidea del radio.
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Hiamero

Olecranon

Radio

Figura 2 Imagen de huesos de pata delantera derecha de roedor. Imagen tomada de: Atlas
Sketal System (83).

La diseccion de la pata trasera (figura 3) se realiz6 cortando entre la cabeza del fémur y el
acetabulo del ilion y el isquion. Posteriormente se separo la pata trasera haciendo una incision
entre los huesos de la fibula, la tibia y el tarso. Después se realiz6 la separacion del musculo
del hueso, para dejar libre a los huesos, los cuales fueron limpiados con una solucion al 1.0% 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 sacar la longitud entre la cabeza del fémur y la rotula y entre la

eminencia intercondilar y maléolo lateral y medial.

Fémur

Tibia Fibula

Figura 3. Imagen de huesos de pata trasera derecha de roedor. Imagen tomada de: Atlas
Sketal System (83).
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6.6.10 Extraccion de incisivos inferiores

La extraccion de los incisivos inferiores de las ratas crias se realizd posterior al sacrificio,
para la extraccion se utilizé un periotomo PT2 (Hu-Friedy) usando modificaciones y forceps
(figura 4) (84). Una vez que se obtuvieron los incisivos se realizo la separacion del musculo
del incisivo, los cuales fueron limpiados con una solucion al 1.0 % de Tergacyme a 50 °C en
un periodo de 48 horas. Los incisivos sin rastros de tejido o musculo fueron medidos con una

cinta antropomeétrica (SECA®)

Figura 4. Extraccion de incisivos inferiores de rata Wistar. Imagen tomada de Koshwanto,
2019 (84)

6.6.11 Determinacion de densidad 6sea con radiografia simple

Para realizar esta determinacion en los huesos de ratas crias se utilizd 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 iméagenes digitalizadas por medio del software Dr. Suni. Una vez que fue iniciado
el programa se hizo un registro de las muestras para asi poder identificarlas, posteriormente
las muestras Gseas se colocaron una por una en la placa de rayos X, se acercd al sensor y se
coloco a una distancia de 1.0 cm centrando las muestras, se presiond el boton para la

exposicion de 0.15 segundos y se retiro la muestra (85).

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
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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 fueron la parte media de
la epifisis proximal, diéfisis y epifisis distal (Figura 5); se sacd un promedio de los pixeles
de cada hueso en cada grupo, midiendo asi su nivel de densidad por radiografia simple
permitiendo también registrar las partes radiopacas 0 més blancas, las cuales tienen una
mayor densidad o bien las partes radioltcidas o mas oscuras, lo cual se interpretaron con una

menor densidad.

Epifisis proximal

Diafisis

Epifisis distal

Figura 5. Puntos de mediciones para realizar la densidad dptica de los huesos de patas
delanteras y traseras de las crias Wistar.

6.7 Aspectos éticos

Este proyecto de investigacion fue sometido y aprobado por el CIECUAL (Comité
Institucional de Etica, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la UAEH), con nlimero
de folio CICUAL/001/2021, 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.
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6.8 Analisis estadistico

Para el analisis de resultados se utilizo el programa estadistico SPSS© (Stadistical Package
for Social Sciences) version 21.0 para Windows. Se describio las variables cuantitativas
como promedios + desviacion estandar, se probd la homogeneidad de las variancias con el
estadistico de Levene para decidir la prueba estadistica que se utilizd. Para comparar dos
grupos se us6 una prueba de t-Student o U de Mann-Whitney y las comparaciones entre
diferentes dietas y grupos en tratamiento se determind mediante ANOVA de una via, post
test Bonferroni o T3 de Dunnett. Un valor de p<0.05 se consideré estadisticamente

significativo.
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RESULTADOS

La concentracion de hemoglobina al inicio de la gestacion no tuvo diferencias significativas
entre las hembras del grupo control y el grupo bajo en proteina (p=0.286), lo mismo se
observé al final de la lactancia (17.39 + 0.12 dL vs 17.05 £ 0.51 dL, p=0.060

respectivamente), tabla 5.

Tabla 5. Hemoglobina al inicio de la gestacion y final de la lactancia en ratas
hembra Wistar con restriccion proteica

Control GBP p
Hbin (g/dL) 17.97 £0.83 17.25+1.22 0.286
HbFn (g/dL) 17.05+0.51 17.39+0.12 0.060

Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, HbIn= hemoglobina al inicio de la gestacion,
HbFn= hemoglobina al final de la lactancia, P= representa un valor de probabilidad para la prueba t-
Student.

Al final de la gestacion y lactancia, las ratas hembra Wistar registraron una concentracion de
hemoglobina mayor para los grupos GBP-1SO, GBP-IP, GBP-IPG, en comparacién con el
grupo control (19.7 £ 0.5 g/dL, 20.6 + 1.2 g/dL, 21.2 £ 0.5 g/dL, 17.0 £ 0.5 g/dL, p=0.005,
respectivamente), tabla 6. La medicién de albdmina no tuvo diferencias significativas entre
los grupos bajos en proteina suplementados y el grupo control (p=0.654), tabla 6. En cuanto
a la determinacion de proteinas totales, la concentracion tiende a ser mayor para el grupo
control y grupo GBP-IPG, en comparacion con el grupo GBP-IP, (8.7 £ 1.2 mg/dL, 8.4 £ 0.7
mg/dL, 6.6 + 0.03 mg/dL, p=0.159, respectivamente), tabla 6.

Tabla 6. Indicadores proteicos al final de la gestacion y lactancia en ratas hembra Wistar con
restriccion proteica suplementadas con isoleucina, prolina y glicina.

Control GBP GBP-ISO  GBP-IP  GBP-IPG  p
Hb (g/dL) 17.0+£05 17.4+01 197405 206+12° 21.2+05° 0.005
Alb (mg/dL)  3.4%003 34+006 35+004 35+02 34+008 0.654
Ptotal (mg/dL) 8.7+1.2 7.9+06 7704 6.6+003 84%07 0.159

Control=grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, GBP-1SO= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina, GBP-
IP= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina y prolina, GBP-IP= grupo bajo en proteina suplementado con
isoleucina, prolinay glicina, Hb=hemoglobina al final de la lactancia, Alb=albimina al final de la lactancia, Ptotal= proteinas
totales al final de la lactancia, p= representa un valor de probabilidad para la prueba t-Student.
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La ingesta energetica de las ratas hembra Wistar ajustada por nimero de cria durante la
gestacion fue mayor para el grupo GBP-1SO (235.6 + 100.9 kcal), en comparacion con el
promedio (176.6 + 52.5 kcal, p=0.001) del resto de los grupos de estudio (control, GBP.
GBP-IP, GBP-IPG), tabla 7. La ganancia de peso en ratas Wistar por cria durante la gestacion
fue mayor para el grupo control, en comparacion con resto de los grupos de estudio (102.8 +
7409,91.0+£590,78.7+1549,81.6 £12.19, 84.6 + 4.6 g, respectivamente, p=0.029).

Tabla 7. Ingesta energética y ganancia de peso durante la gestacion en ratas hembra Wistar
con restriccion proteica suplementadas con isoleucina, prolina y glicina.

Control GBP GBP-ISO GBP-IP GBP-IPG P
IngGest (kcal) 1663 +235% 1743 +98 1478 +135 1156 +107° 1334 +138 0.000
N. Crias 10.2+22 115+13 7.3+30 75+13 7.7+1.0 0.020

IngGestC (kcal) 170+53* 153+19 235+100° 162.2+37 172+14 0.001
GanGest (g)  102.8+7.4° 91.0+59 78.7+154 81.6+12.1° 84.6+4.6 0.029

Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, GBP-1SO= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina,
GBP-IP=grupo bajo en proteina suplementado con isoleucinay prolina, GBP-IPG= grupo bajo en proteina suplementado
con isoleucina, prolina y glicina, IngGest= ingesta energética total durante la gestacion, IngGestC= ingesta energética
ajustada por cria durante la gestacion, GanGest= ganancia de peso durante la gestacion, P= representa un valor de
probabilidad para la prueba t-Student.

El peso de las crias de ratas hembra Wistar al final de la lactancia presentd diferencias
estadisticamente significativas tanto en hembras como en machos. El peso de las crias
hembra fue menor para el grupo control, en comparacion con los grupos GBP-1SO, GBP-IP,
GBP-IPG, (35.2+1.19,39.0+£5.80,41.2+3.4¢, 39.7 + 4.6, p=0.001, respectivamente),
tabla 8. El peso de las crias macho y hembra fue mayor para los grupos suplementados con

isoleucina, prolina y glicina en comparacién con el grupo control (p=0.001), tabla 8.

La concentracion de hemoglobina fue mayor para las crias hembra y macho del grupo control
(10.7 £ 0.6 g/dL, 11.1 £ 0.8 g/dL, respectivamente), en comparacion con el grupo bajo en
proteina (8.1 + 0.4 g/dL, 8.5 + 0.2 g/dL, respectivamente), sin diferencias significativas con
el resto de los grupos de estudio, tabla 8. La albumina no presentd diferencias
estadisticamente significativas entre las crias hembra y macho de todos los grupos de estudio.
En cuanto a la determinacion de proteinas totales en las crias hembra al final de la lactancia,

fue mayor la concentracion en el grupo control en comparacién con el grupo bajo en proteina
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(7.54 £ 0.4mg/dL, 5.63 £ 1.1 mg/dL, p= 0.001, respectivamente) sin diferencias con el resto

de los grupos, tabla 8.

Tabla 8. Peso e indicadores proteicos al dia 22 de vida en crias nacidas de ratas hembra
Wistar suplementadas con isoleucina, prolina y glicina

Control GBP GBP-ISO GBP-IP GBP-IPG p
Machos
Pcrias (g) 356+1823 345+27 43.0+43P 439+56° 399+06° 0.001
Hb (g/dL) 11.1+082% 85+0.2° 106+1.0 11.2+0.9 11.2+05 0.001
Alb (mg/dL) 2.98+0.2 2.96+0.2 3.10+04 3.02+0.3 284+0.2 0.341
Ptotal (mg/dL) 7.39+0.52% 6.84+15 6.14+16° 538+07° 6.65+0.8 0.001
Hembras
Pcrias (g) 352+1.1% 345+12 39.0+58P 412+34° 397+46° 0.001
Hb (g/dL) 10.7+062% 8.1+04° 109+1.0 10.9+0.7 115+05 0.001
Alb (mg/dL) 2.88+0.1 2.90+0.2 3.15+0.3 2.94+0.2 292+0.2 0341
Ptotal (mg/dL) 7.54+0.42 563+1.1° 652+1.0 6.64 +0.2 6.38+x0.4 (o1

Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, GBP-1SO= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina,
GBP-IP= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina y prolina, GBP-IP= grupo bajo en proteina suplementado
con isoleucina, prolina y glicina, Hb= hemoglobina al dia 21 de vida, Alb=albimina al dia 21 de vida, Ptotal= proteinas
totales al dia 21 de vida, p= representa un valor de probabilidad para la prueba t-Student. Letras distintas en la misma
linea representan diferencias estadisticas entre los grupos, prueba ANOVA, post-test de Bonferroni o0 T3 de Dunnett.

La longitud promedio de los huesos largos de las patas delanteras y traseras en crias hembra
y macho de ratas Wistar fue mayor para el grupo control en comparacion con el grupo bajo
en proteina (p=0.001), tabla 9. Los huesos himero, olécranon, radio, tibia y fémur de las crias
macho de ratas Wistar del grupo GBP-IP registraron una longitud mayor (1.20 + 0.06 cm,
1.54+0.05cm, 1.26 +0.04 cm, 1.80 + 0.07 cm, 1.33 £ 0.08 cm, respectivamente) en relacion
con el grupo bajo en proteina (1.11 + 0.05 cm, 1.40 + 0.04 cm, 1.10 + 0.04 cm, 1.56 + 0.05
cm, 1.20 £ 0.05 cm, respectivamente), tabla 9. La longitud de los huesos largos en los grupos
suplementados con isoleucina, prolina y glicina fueron similares a la longitud obtenida en el

grupo control, tabla 9.
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Tabla 9. Longitud (cm) de huesos largos de patas delanteras y traseras de crias nacidas de

ratas Wistar (22 dias) suplementadas con isoleucina, prolina y glicina

Control GBP GBP-1SO GBP-IP GBP-IPG p

Machos
Hdmero 1.20+0.082 1.11+0.05° 1.17+0.04 1.20 £ 0.06 1.18+0.02 0.001
Radio 1.18+0.052 1.10+0.04" 1.22+0.04 1.26+0.042 121+0.03 0.001
Tibia 1.71+0.022 156+0.05" 1.80+0.052 1.80+0.07% 1.74+0.02 0.001
Fémur 1.30+0.032 1.20+0.05° 1.34+0.05 1.33+£0.08 1.31+£0.04 0.001
Olécranon 1.53+0.082 1.40+0.04° 1.52+0.04 154 £0.05 152+£0.02 0.001
Hembras
Humero 1.17+0.062 1.08+0.02° 1.18+0.02 1.15+0.04 1.16+£0.04 0.001
Radio 1.18+0.042 1.10+0.03® 1.22+0.03 1.17£0.05 1.19+£0.05 0.001
Tibia 1.74+0.042 158+0.04" 180+0.042 1.72+0.07 1.71+£0.03 0.001
Fémur 1.31+0.022 1.20+0.02° 1.34+0.032 1.25+0.04% 1.27+0.04% 0.001
Olécranon 1.50+0.01% 1.41+0.03° 154+0.02 1.47 £ 0.05 148 +£0.02 0.001

Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, GBP-1SO= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina,
GBP-IP= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina y prolina, GBP-IP= grupo bajo en proteina suplementado
con isoleucina, prolina y glicina, P= representa un valor de probabilidad para la prueba t-Student. Letras distintas en la
misma linea representan diferencias estadisticas entre los grupos, prueba ANOVA, post-test de Bonferroni o T3 de
Dunnett.

El peso promedio de los huesos humero, radio, tibia y fémur en crias hembra y macho de
ratas Wistar fue mayor para el grupo control en comparacién con el grupo bajo en proteina
(p=0.001), Tabla 10. Los huesos humero, radio, tibia, fémur y olécranon de las crias macho
de ratas Wistar del grupo GBP-IP registraron un peso mayor (21.8 £ 2.1 mg, 16.5 + 1.7 mg,
104+ 1.2mg, 37.9 £ 1.7 mg, 34.7 + 2.2 mg, respectivamente) en relacion con el grupo bajo
en proteina y los grupos GBP-ISO y GBP-IPG (p=0.001), tabla 10. El peso de los huesos
largos en los grupos suplementados con isoleucina, prolina y glicina fueron mayores que las
del grupo bajo en proteina (p=0.001), tabla 10. Las crias hembra de los grupos bajos en
proteina suplementados con isoleucina, prolina y glicina registraron un peso similar en los
huesos himero, tibia y fémur a la obtenida en el grupo control, sin embargo, el peso fue

menor en comparacién con el grupo bajo en proteina (p=0.001), tabla 10.
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Tabla 10. Peso (mg) de huesos largos de patas delanteras y traseras de crias nacidas de

ratas Wistar suplementadas con isoleucina, prolina y glicina

Control GBP GBP-ISO GBP-IP GBP-IPG p
Machos
Hamero 19.2+1.12 183 +3.1b4 188+2.1°4 21.8+2.12 19.8+29 0.004
Radio 83+08a 69+1.1bd 88+07P 104+1.22 89+1.1bd 0,001
Tibia 36.1+272 285+20P 371+3.22 379+172 36.1+1.82 0.001
Fémur 28.1+222 234+19P 282+16 347+22 27.2+1.8 0.001
Olécranon 11.1+0.82 13.1+1.1° 148+05P 165+1.7° 153+0.9° 0.001
Hembras
Hamero 19.6+2.42 16.3+1.3% 183+2849 198+1.32 19.6+19 0.004
Radio 84+082% 6.7+08° 81+08 9.0+0.7 8710 0.001
Tibia 36.7+212 279+14P 352+252 355+192 36.1+1.92 0.001
Fémur 28.3+252 229+12bP 279+22 274+07 27.3+26 0.001
Olécranon 11.0+0.32 126+04 144+12b 141+1.1° 151+1.3b 0.001

Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, GBP-1SO= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina,
GBP-I1P= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina y prolina, GBP-IP= grupo bajo en proteina suplementado
con isoleucina, prolina y glicina, p= representa un valor de probabilidad para la prueba t-Student. Letras distintas en la
misma linea representan diferencias estadisticas entre los grupos, prueba ANOVA, post-test de Bonferroni o T3 de

Dunnett.
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Tabla 11. Densidad dsea total (g/cm2) de incisivo y huesos largos de patas delanteras y traseras de crias nacidas de ratas Wistar
(22 dias) suplementadas con isoleucina, prolina y glicina

Control GBP GBP-ISO GBP-IP GBP-IPG p

Machos
Incisivo 115.1+02.8% 1784 +129" 1494 +08.2° 109.3 +07.4 110.2+03.7 0.001
Hamero 160.4 +05.72  188.1 + 155" 158.4 +11.8 166.3 + 10.4 154.8+09.2 0.001
Radio 167.6 + 16.3 155.8 + 22.0 157.2 +16.2 166.9 + 15.8 154.6 +14.4  0.399
Tibia 174.2 £ 10.1 188.9 +18.02  158.1+08.6°>  172.2+06.8®>  158.9+07.4° 0.001
Fémur 169.9 £09.42  194.0+10.2° 173.5+08.1 159.1 + 19.4 172.1+16.5 0.002
Olécranon 153.9+ 144 167.2 + 16.82 155.2 +12.3 139.5+12.7° 155.2 +16.7  0.001

Hembras
Incisivo 119.3+06.6*  161.5+10.1° 112.9 +04.2 103.2 + 08.1° 98.8+06.5°  0.001
Hdmero 137.3+10.22 179.8 + 09.6° 159.5 + 13.6° 136.8 + 17.7 161.8 +15.4> 0.001
Radio 150.2 + 10.92 180.8 + 11.6° 176.5 +20.4° 163.5 +19.7 178.6 + 14.4>  0.002
Tibia 176.7 £ 10.9 188.6 £09.92  166.6 + 06.5° 169.4 + 07.9° 183.4+08.0 0.001
Fémur 176.1 + 08.2 179.6 + 15.8 168.4 + 08.1 172.1 + 08.6 1719+ 148 0.368
Olécranon 143.6 + 10.62 155.5 + 08.2 190.5 + 04.4° 162.6 + 14.1° 168.1 + 06.3°  0.001

Los valores representan los promedios de la densidad 6sea total de los grupos: Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, GBP-ISO= grupo bajo en proteina
suplementado con isoleucina, GBP-IP= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina y prolina, GBP-IPG= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina,
prolina y glicina, P= representa un valor de probabilidad para la prueba t-Student (0.05). Letras distintas en la misma linea representan diferencias estadisticas entre los
grupos, prueba ANOVA, post-test de Bonferroni o T3 de Dunnett.
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En la tabla 11 se representan los promedios de DO de huesos largos de crias de ratas Wistar
suplementadas con isoleucina, prolina y glicina durante la gestacion y lactancia. Para los
machos del grupo control se obtuvieron promedios de DO menores en los huesos humero y
fémur en comparacion con el grupo bajo en proteina (160.42 + 05.70 g/cm?, 160.42 + 05.70
g/cm? vs 188.13 + 15.51 g/cm?, 194.04 + 10.23 g/cm?, respectivamente). En cuanto a las
hembras, los promedios de DO total de los huesos humero y radio de los grupos GBP, GBP-

ISO y GBP-IPG registrados, fueron mayores en relacion con el grupo control (p=0.001).

Los promedios de DO total registrados del hueso tibia para el GBP en machos fueron mayores
en comparacion con los grupos suplementados (GBP-1SO, GBP-IP y GBP-IPG) obteniendo
diferencias estadisticamente significativas (p=0.001). En las hembras, solo los grupos GBP-
ISO y GBP-IP obtuvieron promedios de DO total menores, en comparacion con el GBP
(166.61 + 06.47 g/cm?, 169.41 + 07.98 g/cm? vs 188.57 + 09.93 g/cm?, respectivamente),
tabla 11.

El olécranon en machos del GBP obtuvo un promedio de DO total mayor en comparacion
con el GBP-IPG (167.23 + 16.82 g/cm? vs 139.49 + 12.72 g/cm?, respectivamente). Para las
hembras, los promedios de DO total registrados en los grupos GBP-ISO, GBP-IP y GBP-IPG

fueron mayores en relacion con el grupo control (p=0.001), tabla 11.

El grupo control registré un promedio de DO en el incisivo izquierdo de las crias macho
menor en comparacion con el promedio obtenido por los grupos GBP y GBP-I1SO (115.12 +
02.80 g/cm? vs 178.39 + 12.97 g/cm?, 149.40 + 08.21 g/cm?, respectivamente), pro semejante
al de los grupos GBP-IP y GBP-IPG, tabla 11. EI GBP de las crias hembra registro el
promedio mas alto de DO del incisivo en relacion con el grupo control y grupos
suplementados (p=0.001). Sin embargo, el grupo control obtuvo un promedio de DO mayor
en comparacion con el GBP-IP y GBP-1PG (119.30 + 06.63 g/cm? vs 103.24 + 08.17 g/cm?,
98.79 + 06.54 g/cm?, respectivamente), tabla 11.
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En la figura 6 se muestra un catdlogo de imégenes computarizadas del incisivo izquierdo y huesos largos de patas traseras y delanteras
de crias macho y hembra de ratas Wistar con restriccion proteica suplementadas con isoleucina, prolina y glicina, 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, debido a que, su densidad es mayor y las partes mas oscuras conocidas como radiolucidas, son aquellas que presentan una

densidad menor, esto se aprecia en las imagenes antes mencionadas.

Humero macho Humero hembra

GBP-1SO GBP-IP GBP-IPG Control GBP-ISO GBP-IP GBP-IPG

[ = s o
e

Control
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Radio macho Radio hembra

Control GBP GBP-ISO GBP-IP GBP-IPG Control GBP GBP-ISO GBP-IP GBP-IPG

1 =
-

Tibia hembra

Tibia macho

Control GBP GBP-ISO GBP-IP GBP-IPG
Control GBP GBP-ISO GBP-IP GBP-IPG

-
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Fémur macho Fémur hembra

Control GBP-1SO GBP-IP GBP-IPG Control GBP GBP-ISO GBP-IP GBP-IPG

i

-
-
Olécranon macho Olécranon hembra

GBP-1SO GBP-IP GBP-IPG Control GBP GBP-ISO GBP-IP GBP-IPG

Control

-
-
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Incisivo izquierdo hembra

GBP

Incisivo izquierdo macho

Control GBP GBP-ISO GBP-IP GBP-IPG Control GBP-ISO GBP-IP GBP-IPG

Figura 6. Radiografias de huesos largos (humero, radio, tibia, fémur, olécranon) e incisivo izquierdo de tres crias Wistar macho y
hembra por grupo de estudio (Control, GBP, GBP-ISO, GBP-IP, GBP-IPG).
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DISCUSION
8.1 Concentracion de hemoglobina pregestacional con restriccidn proteica en ratas Wistar.

En el presente estudio se observo en las ratas hembra una concentracion de hemoglobina al
inicio de la gestacion similar para el grupo con restriccion proteica (9%) en comparacion con
el grupo control (14% de proteina); durante la restriccion de proteina no se limito la ingesta
de vitaminas y minerales, nutrimentos que fueron provistos al 100% de su requerimiento. Se
ha descrito que la restriccion de proteina no modifica los niveles séricos de hemoglobina,
albumina, proteina total, ureay creatina, esto debido a que la sintesis fisiol6gica de la proteina
y su metabolismo no se ven afectados solo por una ingesta baja de proteinas y aminoacidos
(86).

A pesar de la restriccion de proteina en los grupos suplementados con isoleucina, prolina 'y
glicina de las ratas hembra al término de la gestacion y lactancia, estos registraron una
concentracion de hemoglobina mayor en comparacion con el grupo control (p=0.005), y una
concentracion de albumina y proteinas totales similar en todos los grupos de estudio. Un
estudio donde utilizaron ratas Wistar en gestacion sometidas a una restriccion de proteina
(8%) y un grupo control (17% de proteina) menciona que la restriccion de proteina no afecta
los pardmetros bioquimicos y hematoldgicos, ya que, tanto el grupo control, como el grupo
con restriccion de proteina mostraron similitud en estos parametros, haciendo referencia a
que el organismo es capaz de adaptarse a diversos entornos y alteraciones fisiolégicas (86).
Sin embargo, al no disponer de datos en otros estudios de suplementacién de aminoécidos en
restriccion proteica, se limita la discusion para comparar los datos obtenidos en los grupos
ISO, IP y IPG de este estudio.

La ingesta baja de proteina disminuye la formacion y maduracion de eritroblastos, afectando
principalmente la produccion de hemoglobina, ademas, la deficiencia proteica induce aplasia
intestinal lo que afecta la absorcién y sintesis de vitaminas, en particular de la B12 y acido
folico; y acido nicotinico, respectivamente, estas deficiencias contribuyen también a una
menor sintesis de hemoglobina (87). Por lo que, los datos obtenidos en este estudio sugieren

que suplementacion de isoleucina, prolina y glicina favorece la concentracion de
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hemoglobina, manteniendo la concentracion de albumina y proteinas totales en un rango de
normalidad para todos los grupos de estudio al limitar la aplasia intestinal y favorecer la

absorcion de otros nutrientes involucrados en la sintesis de estas proteinas.

8.2 Parametros bioguimicos y peso corporal con suplementacion de isoleucina, prolina'y
glicina en crias con restriccion proteica.

Las crias de ratas con restriccion de proteina registraron una concentracion sérica de
hemoglobina y proteinas totales menor, en comparacion con el grupo control y grupos
suplementados, presentando diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
(p=0.001). La concentracion menor de proteinas plasmaticas puede deberse a que una
restriccion proteica en la dieta trae consigo la reduccion de la tasa de recambio del nitrégeno
corporal, afectando la estructura y funcién de las células, tejidos y 6rganos, debido al aporte
insuficiente de aminoécidos esenciales para la sintesis de proteinas estructurales y
funcionales como la hemoglobina (88). Cabe mencionar que en el periodo perinatal
(gestacion y lactancia) los suministros nutricionales son importantes para el crecimiento y
desarrollo intrauterino adecuado en las crias, se ha demostrado que una dieta limitada,
principalmente en proteinas durante este periodo puede producir disfuncién metabdlica
materna e infantil (89), ya que, las madres a corto plazo son capaces de adaptarse a un
ambiente dafiino para asegurar su supervivencia (90). En las ratas, las crias expuestas a la
restriccion de proteinas durante el embarazo y lactancia muestran un aumento de la presion

arterial, resistencia a la insulina y mayores niveles de tejido adiposo en la etapa adulta (91).

La concentracion de hemoglobina fue similar para el grupo control y los grupos
suplementados con isoleucina, prolina y glicina, sin diferencias significativas. Prestes-
Carneiro et al.(92) refieren que una dieta baja en proteina desde el nacimiento puede inducir
alteraciones en el recuento de globulos rojos, que no se reestablece, aunque se suministre una
dieta adecuada de proteinas. Un estudio en ratas gestantes refiere que la biodisponibilidad de
glicina y prolina exdgena en el plasma de las crias aumenta las concentraciones plasmaticas,
favoreciendo de esta forma los indicadores proteicos, como la hemoglobina (93). Esto
coincide con lo observado en este estudio, en donde la suplementacion con aminoacidos no
esenciales (prolina y glicina) favorecio la concentracion de hemoglobina, es importante

mencionar que la prolina es un regulador clave de multiples procesos bioquimicos, entre ellos
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la sintesis de arginina, poliaminas y proteinas (coldgeno y elastina), la regulaciéon de la
expresion genética y diferenciacion celular, y activacion de la sefializaciéon celular mTOR

para iniciar la sintesis de proteinas (60).

El peso al dia 22 de vida registrado en las crias macho y hembra del GBP fue menor en
comparacion con el resto de los grupos de estudio (p=0.001), existe evidencia que los
modelos en ratas con una baja ingesta de proteina durante el embarazo se asocian con un bajo
peso al nacer, por ende, un peso disminuido a lo largo de la vida, asi como la aparicion de
trastornos metabolicos (94). En relacién al peso de las crias macho y hembra de los grupos
suplementados con isoleucina, prolina y glicina fue mayor en comparacion con el grupo
control (p=0.001), existe evidencia que la suplementacion con aminoacidos favorece la
cantidad y calidad de la leche, lo que determina el estado nutricional de las crias (76). Un
estudio donde administraron glicina y prolina ciclica en ratas durante un desarrollo posnatal
refiere que la presencia de glicina y prolina mostro biodisponibilidad y transmision materno-
infantil efectiva a través de la leche materna, aumentando la presencia del factor de
crecimiento semejante a la insulina (IGF-1), favoreciendo el crecimiento y desarrollo de su
descendencia (93), cambios que pueden justificar el peso mayor de las crias de ratas hembra

suplementadas con esos aminoacidos.

8.3 Incremento en el crecimiento éseo en crias con restriccién proteica suplementadas con
isoleucina, prolina y glicina.

Un nutriente esencial e importante en la salud 6sea es la proteina de la dieta, debido a que
puede afectar de varias formas, al ser un componente de la estructura de la matriz del hueso
regulando la concentracion y biodisponibilidad del IGF-1 y afectando el metabolismo del
calcio (absorcion) (71); el IGF-1 se encarga de regular el crecimiento esquelético y parte de
su mecanismo de accion involucra la estimulacion de osteoblastos maduros, por lo tanto, las
proteinas de la dieta ejercen efectos positivos sobre el hueso durante los periodos de
crecimiento (95). Estas funciones explican la falta de crecimiento (peso y longitud) de los
huesos largos de las crias macho y hembras de los grupos bajos en proteina en comparacion

con el grupo control y grupos suplementados (p=0.001).
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La proteina afecta la homeostasis esquelética a través de acciones de polipéptidos y
aminoacidos derivados de proteinas en las células dseas (96). Existe evidencia que menciona
que la administracion de un aminoacido no esencial, como la arginina y un esencial, como la
lisina inducen un aumento en los niveles de oxido nitrico y de osteoblastos sanos derivados
del hueso (97). Por lo que, una ingesta adecuada de proteinas de alto valor bioldgico y
aminoacidos no esenciales es importante para un crecimiento 6seo adecuado, de acuerdo con
lo registrado en este trabajo, en el cual la longitud y el peso de los huesos largos de las crias
machos y hembras fue mayor para el grupo control y los suplementados son isoleucina,
prolina y glicina en comparacién con el grupo bajo en proteina (p=0.001). Otro estudio in
vitro refiere que el tripéptido IPP (Isoleucina-Prolina-Prolina), regula al alza los genes PTHrP
(proteina relacionada con la hormona paratiroidea), BMP-5 (proteina morfogenética 6sea 5)
y CREB-5 (factor de transcripcion), mejorando su expresion genética, aumentando la funcion

y el nimero de osteoblastos y favoreciendo la formacion y estructura de la masa 6sea (8).

Por otro lado, la glicina y prolina son aminoécidos no esenciales que forman parte de las
proteinas del colageno tipo | y V, de la matriz 0sea, estos aminoacidos representan
aproximadamente un 57% de los aminoacidos totales (61). La formacion de colageno 6seo
disminuye en animales con ayuno y se puede proteger contra el desgaste en animales y seres
humanos mediante la alimentacién con proteinas de la leche (62); la leche es deficiente en
glicina, sin embargo, contiene una gran cantidad de hidroxiprolina. La hidroxiprolina se
forma a partir de residuos de prolina en colagenos como una modificacion postraduccional,
la hidroxiprolina se convierte en glicina en los rifiones, proporcionando glicina enddgena
para apoyar el crecimiento, desarrollo y salud neonatal (98). Esto explica lo observado en
este trabajo, en donde se suplementaron los aminoacidos prolina y glicina en las ratas madre
durante la gestacion y lactancia, obteniendo como resultado una longitud y peso de huesos
largos en su descendencia, tanto en machos como hembras, similar al grupo control, inclusive
por arriba de las registradas por este ultimo grupo. En cuanto al grupo bajo en proteina, la
longitud y peso de huesos largos registrados, fue menor en comparacion con los grupos
suplementados y grupo control (p=0.001), un estudio realizado en ratones alimentados con
una dieta baja en proteina durante la gestacion refiere que la exposicién a una dieta deficiente

en proteina desde la concepcion y durante la gestacion puede alterar el patron de desarrollo
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esquelético fetal, afectando negativamente el crecimiento déseo fetal (99), esto concuerda con
los resultados obtenidos en este estudio.

8.4 Densidad Gsea en crias con restriccion proteica suplementadas con isoleucina, prolina
y glicina.

En este estudio se registraron cambios en la densidad ¢sea (radiopacidad) evaluada por rayos
X en los grupos de estudio, con efectos positivos en las crias de los grupos suplementados
con ISO, IP e IPG. La ingesta de proteina en la dieta tiene un efecto positivo en el
mantenimiento de los huesos, es decir, la salud 6sea, por lo contrario, a una dieta baja en
proteina, que tiene efectos adversos en la salud 6sea, afectando la masa 6sea, aumentando el
riesgo a fracturas (100). Sin embargo, los aminoacidos también juegan un papel fundamental
en laregulacion del metabolismo 6seo, un estudio de cohorte sugiere que un perfil especifico
de aminoacidos se correlaciona con una mayor DO y un menor riesgo de fracturas,
independientemente de la dieta y los factores de estilo de vida (101). Asociado a un aumento
de la resistencia 6sea como resultado del aumento de la excrecidn de desoxipiridolina, lo que
refleja una mayor resorcion 6sea y niveles plasmaticos de IGF-1 (102). En la tabla 11 se
observa que las crias macho y hembra del grupo control y los grupos suplementados con
isoleucina, prolina y glicina registraron una menor DO en huesos largos e incisivo en
comparacion con el grupo bajo en proteina (p=0.001), estos resultados no eran los esperados.
Un estudio donde evaluaron a ratones con una ingesta de proteina restringida durante 60 dias
refiere que los ratones alimentados con una dieta a base de caseina registraron una mayor DO
femoral que los ratones alimentados con una dieta a base de proteina de soya, por el contrario,

la DO espinal no estuvo influenciada por la fuente de proteina dietética (103).

Los promedios obtenidos de DO en humero, radio y olecranon para las crias hembra del GBP-
IPG fueron mayor en comparacion con el grupo control (p=0.001). Un estudio realizado en
la poblacion humana de gemelos monocigaticos que eran discordantes en cuanto a la ingesta
de proteinas o aminoéacidos, donde los gemelos con mayores ingestas de alanina y glicina
tenian una DO significativamente mayor en la columna que sus co-gemelos (104). Por otro
lado, existe evidencia que la poblacion de mujeres de mediana edad muestra que ademas de
tener un efecto protector la ingesta de proteinas, una mayor ingesta de seis aminoacidos

protectores de los huesos (alanina, arginina, &cido glutamico, leucina, lisina y prolina) fue
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significativamente menor, esto asociado a una DO mayor en la columna vertebral y el
antebrazo (104).

El analisis de diferentes mecanismos moleculares ha sugerido que los aminoacidos pueden
estar asociados a la DO, demostrando que los osteoblastos pueden expresar receptores Y
transportadores de amino&cidos especializados que permiten el ajuste de la bioenergética
celular (105); aunque no hay estudios donde mencionen la relacion de amino&cidos
especificos con la DO, si existe evidencia que refiere que los aminoacidos son un potente
estimulo de la secrecion de la hormona del crecimiento, que da como resultado un aumento

en los niveles circulantes del IGF-1 (estimulo anabolico para los osteoblastos) (106).

La masa Osea puede aumentar por los altos niveles de aminoécidos en la eficacia de la
absorcion de calcio, la proliferacion de osteoblastos y la mineralizacion Osea, los niveles
circulantes de IGF-1, la reduccion 6sea, la union de osteoclastos, la supresion de la
diferenciacion de osteoclastos y la sintesis de colageno tipo I, por lo tanto, si hay la
deficiencia de aminoécidos o proteina, la adquisicién de masa Osea sera disminuida y asi
mismo se afecta la calidad del hueso (96). Los resultados obtenidos en este trabajo refieren
promedios de DO en huesos largos e incisivos de las crias macho y hembra de los grupos
suplementados con isoleucina, prolina y glicina, similares a los registrados por el grupo
control, esto se adjudica a que, a pesar de la restriccion de proteina de los grupos
suplementados, los aminoacidos favorecieron la acumulacion de masa Osea a través de las

sintesis de colageno.

Entonces, la DO es indicador para evaluar la acumulacion de masa 6sea y la fortaleza 6sea,
sin embargo, es importante mencionar que hay otros parametros a considerar, como la
microarquitectura del hueso, donde se evalla la geometria del hueso, el grosor y porosidad
del cortical y la morfologia del trabecular (107). La distribucion del hueso trabecular
superficie-volumen y predomina principalmente en extremidades de los huesos largos, por
lo que se ve rapidamente afectado por la disminucion de masa 0sea, esto se identifica
mediante la reduccion de trabéculas 6seas (108), en cuanto al hueso cortical, este representa
la cantidad sustancial de la masa Gsea total, por lo que el deterioro de su microarquitectura

puede comprometer significativamente la resistencia 0Osea, aumenta el riesgo a
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fracturas(109). En el presente estudio se observd que los huesos largos de las crias macho y
hembra obtenidos del grupo GBP, presentaban una distribucion diferente en el hueso
trabecular y cortical en comparacion con el grupo control y los grupos suplementados con
isoleucina, prolina y glicina, esto se evalu6 mediante la observacion de las radiografias
tomadas a cada uno de los huesos largos de las crias, resaltando las partes radiolucidas y
radiopacas, en el grupo GBP se observan partes radiopacas y una menor acumulacién del
hueso cortical, esto se adjudica a la restriccion de proteinas a las que fueron sometidas las
madres durante la gestacion y lactancia, a diferencia del grupo control y suplementados con
aminoacidos que se obtuvieron partes radioltcidas y una acumulacion mayor del hueso
cortical. Sin embargo, se necesita realizar pruebas especificas para la evaluacion de la
microarquitectura del hueso, es decir, evaluar el hueso cortical y trabecular para respaldar
que los aminoéacidos isoleucina, prolina y glicina favorecen la acumulacion de masa 0sea a

pesar de la restriccion de proteina.
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CONCLUSIONES

» La restriccion de proteina no afecta la concentracion de hemoglobina, albumina y
proteinas totales en ratas Wistar al final de la gestacion y lactancia.

* La suplementacion con isoleucina, prolina y glicina favorece positivamente los

niveles de hemoglobina en ratas Wistar, al final de la gestacion y lactancia.

* En las crias la suplementacion con isoleucina, prolina y glicina se favorece el
incremento de peso corporal, la concentracion de hemoglobina, la longitud y peso de
huesos largos de patas traseras y delanteras al dia 21 de vida, obteniendo datos

similares o por arriba con el grupo control.

» Lasuplementacion con isoleucina, prolinay glicina tiene un efecto positivo en la DO
de huesos largos e incisivo de crias nacidas de ratas Wistar con restriccion proteica

durante la gestacion y lactancia

» La suplementacién con isoleucina, prolina y glicina favorecen significativamente
parametros bioquimicos y 0seos en crias con restriccion en el crecimiento, por lo que
seria un area de oportunidad para contribuir a la disminucién del retraso del

crecimiento en poblacion humana.
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RECOMENDACIONES

1. En proyectos posteriores se sugiere evaluar la medicion del contenido mineral 6seo
por microscopia electronica de barrido.

2. Desarrollar nuevos proyectos de investigacion para evaluar el efecto que tiene la
suplementacion con isoleucina, prolina 'y glicina en el crecimiento 6seo a largo plazo,
ya que se evidencio que la suplementacion con estos aminoacidos favorece el
crecimiento y DO de las crias nacidas de ratas Wistar con restriccion proteica.

3. Serecomienda la evaluacion de la microarquitectura y fragilidad de huesos largos de
las crias nacidas de ratas Wistar.

4. Realizar una evaluacion de los incisivos desde un punto odontoldgico para saber si la
suplementacion con isoleucina, prolina y glicina tiene un efecto positivo en este
parametro.

5. Se recomienda realizar otros estudios previos con el mismo enfoque de

suplementacion de aminoacidos esenciales, antes de aplicarse en seres humanos.
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