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RESUMEN

1. Resumen

Introduccion. El retraso en el crecimiento afecta a nifios menores de dos afios de
poblaciones de bajos recursos, debido a una alimentacion deficiente de
macronutrientes y minerales, principalmente de la proteina, que forma parte de la
matriz 6sea. Objetivo. Evaluar el efecto de la suplementacion con aminoacidos
esenciales en el crecimiento de huesos largos de las crias de ratas Wistar hembra
con restriccion proteica. Metodologia. Se evaluaron 18 ratas Wistar hembra de 4
semanas de vida, alimentadas al 9% de proteina total, durante 5 semanas previas al
apareamiento, registrando el peso semanal. Durante la gestacion y lactancia se
asignaron aleatoriamente 3 hembras para cada grupo de estudio: GBP, GBP-AA,
GBP-Leu, GBP-Thr y GBP-lle, alimentadas con la dieta AIN-93G al 8% de proteina
total y grupo control con AIN-93G estandar. Al final del tratamiento en las crias se
obtuvo peso y longitud de los huesos largos de la pata delantera y trasera, asi como
la concentraciéon de hemoglobina y albumina sérica. Los datos se procesaron en
SPSSO© version 21.0. Resultados. La ganancia de peso total durante la gestacion
fue mayor para el GBP en comparaciéon con el GBP-AA y GBP-Leu (123.6 + 9.1 g vs
785+ 7.8, 74.2 + 13.9 g, p=0.004, respectivamente). En las crias la concentracion
sérica de albumina y hemoglobina al dia 22 de vida fue mayor para el grupo control
en comparacion con el resto de los grupos de estudio (p=0.001), con excepcion del
GBP-lle que registr6 una concentracion de albamina semejante al grupo control (3.7
+ 0.2 mg/dL, 3.6 + 0.2 mg/dL, respectivamente). El peso y longitud promedio de los
huesos largos de las patas delanteras y traseras de las crias fue mayor para el grupo
control, en comparacion con el GBP y el resto de los grupos de estudio (p=0.001).
Conclusidn. La restriccion proteica en las crias de ratas Wistar afecta el crecimiento
0seo, sin embargo, la suplementacion con lle favorecio el crecimiento de la longitud
de huesos largos (radio y fémur) en comparacion con el resto de los aminoacidos
suplementados, asi como la concentracibn de albumina al dia 22 de vida.
Palabras clave: rata Wistar, crecimiento 0seo, suplementacion de aminoacidos,

gestacion y lactancia.
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ABSTRACT

2. Abstract

The stunted growth affects children under two years of the low-income populations,
due to a poor macronutrients and minerals diet, mainly deficient in protein, which is
part of the bone matrix. Objective: Evaluate the effect of essential amino acids
supplementation on long bones growth of the offspring female Wistar rats with protein
restriction. Methodology: 18 female Wistar rats of 4 weeks of age, fed at 9% total
protein were evaluated for 5 weeks prior to mating, recording the weekly weight.
During pregnancy and lactation, were randomly assigned 3 animals to each study
group: GBP-AA, GBP-Leu, GBP-Thr and GBP-lle fed with AIN-93G diet an 8% total
protein and control group with standard AIN-93G. At the end of the treatment in the
offspring, weight and length of the long bones of the front and rear leg were obtained,
as well as the concentration of hemoglobin and serum albumin. Data was processed
with the statistical package SPSS © version 21.0. Results: The total weight gain
during pregnancy was higher for GBP compared to GBP-AA and GBP-Leu (123.6 +
9.1gvs. 785+7.8¢g, 74.2+£13.9 g, p=0.004, respectively). In the offspring the serum
albumin and hemoglobin concentration at day 22 of life was higher for the control
group compared to the rest of the study groups (p=0.001), with the exception of GBP-
lle, which registered a similar albumin concentration to the control group (3.7 + 0.2
mg/dL, 3.6 £ 0.2 mg/dL, respectively). The average weight and length of the long
bones of the front and rear legs of the offspring was greater for the control group,
compared to the GBP and the rest of the study groups (p=0.001). Conclusion:
Protein restriction in the offspring of Wistar rats affects bone growth, however, lle
supplementation favored the growth length of long bones (radius and femur)
compared to the rest of the amino acids supplemented, as well as the albumin
concentration at day 22 of life.

Keywords: Wistar rat, bone growth, amino acid supplementation, pregnancy and

lactation.
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MARCO TEORICO

3. Marco tedrico
3.1 Crecimiento

El crecimiento es el proceso de incremento de la masa de un ser vivo que se produce
por el aumento del numero de células (Lopez, 2013). Asi el crecimiento es solo la
manifestacion de la capacidad de sintesis de un organismo y de cada una de las
células, por lo que el crecimiento inicial de diversos tejidos se caracteriza por el
rapido aumento en el ndmero de células, y de la relacion &cido
desoxirribonucleico/proteinas, y una reduccion consecuente de la cantidad de
citoplasma formado en las células (Calzada, 1998). El crecimiento normal se expresa
en términos de crecimiento lineal y de aumento de la masa corporal a través del

tiempo (Lopez, 2013).
3.2 Factores que condicionan el crecimiento

3.2.1 Alteraciones nutricionales

La nutriciéon implica el aporte de nutrimentos y oxigeno al organismo, asi como la
utilizacién y adecuaciéon metabdlica para cubrir las necesidades fisiolégicas de cada
proceso, para que al final se realice la eliminacion de elementos no Utiles. El
crecimiento del organismo humano necesita de tres tipos de nutrimentos para que se

realice eficientemente (Calzada, 1998b):

e Energéticos, generalmente se expresan en kilocalorias (Kcal) y dependen
principalmente del consumo de carbohidratos y grasas.

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

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

que se pueda obtener una produccion suficiente de energia y temperatura.

Cuando existe una deficiencia en la ingestion de uno o mas nutrimentos esenciales,

se produce a corto plazo la detencién del crecimiento. Incluso la falta de un solo

Maria Vianey Abelar Rosas 3



MARCO TEORICO

aminoacido esencial, puede conducir a mayor limitacién de crecimiento que una dieta

carente de todos los aminoacidos esenciales (Calzada, 1998b).

3.2.2 Hormonales

La hormona del crecimiento (GH), es el principal regulador del crecimiento lineal, y
posee importantes acciones metabdlicas. La GH estimula especialmente en el
higado la produccién del factor de crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-I), que
se vincula a una de las seis proteinas transportadoras (Oliveira, Meneguz-Moreno,
Aguiar-Oliveira & Barreto-Filho, 2011). La liberacién de hormona de crecimiento (GH)
esta influida de manera directa por el equilibrio entre la hormona liberadora de
hormona de crecimiento hipotalamica y somatostatina que llegan a la hipdfisis a

través de la circulacion hipotalamo hipofisaria (Calzada, 1998a).

La hipoglucemia y algunos aminoacidos (arginina, lisina) incrementan la secrecion de
la GH, mientras que la insulina y los acidos grasos libres la inhiben, de manera
experimental se ha observado que luego de un ayuno de cinco dias aumenta la
concentracion sérica de la GH, lo cual coincide con disminucién de acidos grasos e
insulina y aumento de amino&cidos circulantes, producto de la gluconeogénesis
(Calzada, 1998a). Existe evidencia que cuando hay presencia de enfermedades
como anorexia nerviosa, obesidad, diabetes mellitus y desnutricién, la secrecion de

la GH se encuentra modificada (Calzada, 1998a).

Las concentraciones séricas de hormona de crecimiento que se encuentran en la
circulacion sistémica aumentan de manera significativa desde el inicio de la pubertad,
por el efecto de los andrégenos. Sin embargo, existen diferencias notables en el
patrén de secrecion determinado por andrégenos y estrégenos (Calzada, 1998a).

3.3 Genética del crecimiento

Los genes son los principales detonadores fisicoquimicos, que dirigen y condicionan
el crecimiento, ademas de que su accion depende de la integracion y el buen

funcionamiento del sistema nervioso y el sistema endocrino (Calva, 2005). Es
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MARCO TEORICO

importante resaltar que la direccion y la velocidad del crecimiento y del desarrollo son
los principales representantes del control genético al que esta sometido el individuo
con condiciones fisiolégicas y en términos generales se mantienen caracteristicas
semejantes para todos los seres humanos como especie biolégica, aunque para las
nifas, el peso y la talla promedio son menores que la de los nifios (Falkner, 1969b).
También puede haber diferencias en cuanto a la raza, es decir, hay ciertas

particularidades y expresiones en el crecimiento propias de cada grupo étnico.

3.3.1 Regulacién genética del crecimiento

El organismo debe mantener un equilibrio entre la sintesis y la degradacién, por una
parte se debe asegurar el consumo de energia y nutrimentos organicos e
inorganicos, para mantener el anabolismo y catabolismo, por o que debe existir un
equilibrio entre la replicacion del material genético (acidos desoxirribonucleico) y las

proteinas generadas para mantener la division celular (Calzada, 1998).

3.4 Crecimiento del tejido 6seo

El crecimiento 6seo constituye un proceso fisioldgico Unico que en la naturaleza no
tiene paralelo con el crecimiento de ningun otro tejido (Falkner, 1969a). El tejido 6seo
es un tejido conjuntivo especializado, mineralizado, vascularizado e inervado, que
forma la mayor parte del esqueleto, el armazdn que soporta nuestro cuerpo, protege
nuestros Organos y permite nuestros movimientos (lbarra, 2012), también actla
como un depésito de minerales, la mayoria de los cuales tienen propiedades

alcalinas (Carnauba, Baptistella, Paschoal, & Hubscher, 2017).

El tejido 6seo estad formado por células osteoprogenitoras, que tienen la capacidad
de diferenciacion y pueden originar fibroblastos, adipocitos, mioblastos, osteoblastos
y osteoclastos (Ibarra, 2012). Los osteoclastos y osteoblastos son los principales en
la formacién de la matriz 6sea; los osteoclastos se encargan de la reabsorcion de la
matriz 6sea y los osteoblastos, de la formacién y organizacion de la matriz
extracelular del hueso y su posterior mineralizacion; los osteocitos, son células 6seas

maduras derivadas de los osteoblastos que constituyen la mayor parte del tejido

Maria Vianey Abelar Rosas 5



MARCO TEORICO

0seo. En promedio la composicién en peso de la masa 6sea es de un 15% de agua,
65% de minerales como fosfato y carbonato de calcio y 20% de materia organica,

principalmente colageno y otras proteinas (lbarra, 2012).

La modificacion 6sea comienza con el desarrollo del esqueleto, desde la vida fetal
hasta la segunda década de crecimiento, cuando las placas de crecimiento epifisario
se cierran y se completa el crecimiento longitudinal (Burckhardt, 2010). La masa
O0sea aumenta rapidamente durante la infancia y la adolescencia, aproximadamente

el 90% de esta, se adquiere a la edad de 20 afios (Recker et al., 1992).

A partir de los 20 afos ya se alcanza la masa 60sea méaxima, que se define como la
cantidad de hueso presente en el esqueleto final de su proceso de maduracion
(Bonjour & Rizzoli, 2001), por lo que entra en un periodo de estabilidad relativa antes
de comenzar un declive relacionada con el ingreso a la etapa adulta. Esto ocurre en
ambos sexos, sin embargo, los hombres tienen mayor densidad mineral 6sea (DMO)
que las mujeres, mientras que las mujeres también tienen una tasa ligeramente mas
alta de disminucion de la DMO relacionada con la edad (Hendrickx, Boudin, & Van
Hul, 2015).

Cuando ya se tiene una edad avanzada existe mayor probabilidad de desarrollar
afecciones por la pérdida 6sea, como osteoporosis, que es una enfermedad
esquelética sistémica progresiva caracterizada por una baja masa 6sea y deterioro
micro arquitecténico del tejido 6seo, con el consiguiente aumento de la fragilidad
Osea y la susceptibilidad de fractura, esto puede ocurrir por un desequilibrio entre la

resorcidon 6sea (osteoclastos) y la formacion 6sea (osteoblastos) (W. H. O., 1994).

Existen varios factores no modificables (genética, edad, sexo y raza) y modificables
(ejercicio, dieta y tabaquismo) que influyen, tanto en la acumulacién como en la
pérdida 6sea (Dolan & Sale, 2018). Entre los factores de riesgo modificables, la
carga mecanica lograda a través de algunos tipos de ejercicio indudablemente tiene
un efecto positivo sobre el hueso. En cuanto a nutricion los encargados de la

modulacién del hueso son los macronutrientes (carbohidratos, lipidos y proteinas) y
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algunos minerales (calcio, vitamina D, vitamina K, magnesio, potasio, fosforo, entre
otros) (llich & Kerstetter, 2000).

3.4.1 El efecto de la proteina en el tejido 6seo

Las proteinas son moléculas que contienen carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrogeno,
formadas por polimeros de aminoécidos esenciales y no esenciales. La complejidad
de la estructura de las proteinas permite el cumplimiento de funciones fisiolégicas
multiples y de amplio alcance, incluidas funciones en procesos estructurales
(colageno), contractiles (miosina y actina), inmunes (anticuerpos) y reguladores
(enzimas y hormonas) (Insel, 2010). Las proteinas son un nutriente clave para el
hueso, ya que su ingesta en la dieta regula el metabolismo 6seo a través de dos
aspectos: la presencia de aminoacidos y la transduccion de sefales; diversos
aminoéacidos obtenidos de los alimentos ricos en proteina, regulan la protedlisis y la
sintesis de proteina, asi como la via de sefalizacibon de la hormona de
crecimiento/hormona de crecimiento semejante a la insulina (Lv et al., 2019),
modulando también el potencial genético para la adquisicion de la masa Osea
maxima (Burckhardt, 2010).

Existen diversos estudios que refieren que la proteina puede tener un impacto
positivo y negativo en el crecimiento 6seo, 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 de sus
componentes proteicos (Heaney, 2007). Es importante destacar que la matriz
organica del hueso esta formada por coldgeno y proteinas no colagenas, de ahi la
importancia de tener una ingesta de proteinas adecuada para que la acumulacién de
masa 0sea durante la infancia y la adolescencia favorezca el mantenimiento de la

salud O6sea en la vejez (Dolan & Sale, 2018).

Hallazgos sugieren que una alta ingesta de proteina en la dieta puede tener impactos
negativos en los huesos, esto debido a una mayor pérdida de calcio en el esqueleto
para compensar un aumento en la carga de &cido, a lo que se le ha denominado

hipotesis de la ceniza acida. Esta hipétesis supone que una mayor excrecion de
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calcio, es resultado de la ingesta alta en proteinas en la dieta para proteger la

integridad estructural del tejido 6seo (Dolan & Sale, 2018).

Un estudio en el que evaluaron a 1218 hombres mayores de 60 afios, muestra la
importancia de las interacciones nutriente a nutriente entre la ingesta y la cinética de
proteinas y calcio, mediante la investigacion de la relacion entre la carga acida renal
en la dieta (PRAL), el calcio suplementario y la DMO del fémur. Mostrando una
relacion inversa entre PRAL y la DMO del fémur proximal en hombres que consumen
<800 mg de calcio al dia, pero no hay asociacién entre PRAL y la DMO en hombres
gue consumen >800 mg de calcio al dia (Mangano, Walsh, Kenny, Insogna, &
Kerstetter, 2014).

Existen cuatro mecanismos, tanto directos como indirectos, a través de los cuales las
proteinas pueden afectar al hueso. Algunos mecanismos rigen la influencia de la
ingesta de proteinas en los huesos en el eje calcio/vitamina D/paratiroidea, la
moderacion de varias hormonas, junto con su influencia en la absorcién y accion de
otros nutrientes. Ademas, los componentes de proteinas, como los aminoacidos
aislados, también actlan 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

0seo (fuerza y funcionalidad) (MacDonell, Hamrick, & Isales, 2016).

Los cuatro mecanismos descritos en la Figura 1, se refieren a los efectos positivos y

negativos de la proteina en el hueso:

El primer mecanismo esta relacionado con la regulacion de la actividad de las
hormonas anabdlicas y factores de crecimiento (Insulina 1 (IGF-1), andrégenos y
estrogenos). El IGF-1 ayuda en los procesos complejos de la remodelacion ésea,
modulando directamente la influencia de la ingesta nutricional en el metabolismo
0seo, también puede actuar indirectamente para regular el hueso a través de un
papel en la moderacién de la absorcién de calcio (Bonjour, Schurch, Chevalley,
Ammann, & Rizzoli, 1997).
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Figura 1. Mecanismos de interaccion entre las proteinas y el hueso. Imagen
adaptada de: Dolan, E. & Sale, C., 2018.

El segundo mecanismo describe el impacto positivo de la proteina en el musculo y su
funcionalidad, se debe a que la masa corporal magra ejerce una importante
influencia moderadora sobre el hueso, al aumentar la carga mecénica que
proporciona. Es por ello que la ingesta de proteinas en la dieta puede influir
directamente en los huesos a través de su impacto sobre la masa muscular magra,
que se reconoce como uno de los predictores mas fuertes de la masa 6sea (Dolan &
Sale, 2018).

El tercer mecanismo es cuando la proteina de la dieta aumenta la PRAL, lo que
induce a un estado de acidosis metabdlica de bajo grado, como puede ocurrir con
altas ingestas de proteinas en la dieta, los minerales como el magnesio, potasio y
calcio se pierden por un aumento de la excrecion urinaria, lo que causa la

desmineralizacion 6sea (Carnauba et al., 2017).
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El cuarto mecanismo inicia cuando la proteina en la dieta aumenta la absorcion de
calcio, por lo que la disponibilidad de calcio en suero se eleva, permitiendo la
neutralizacion del pH, sin dafar el hueso (Dolan & Sale, 2018). El cuerpo necesita un
pH cercano al neutral para una funcién 6ptima, y las desviaciones de este punto de
ajuste homeostatico pueden tener consecuencias metabolicas y fisiologicas

generalizadas (Levitsky, 2018).

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 6seo (Carnauba et al., 2017).

3.4.2 Aminoéacidos esenciales para la sintesis de proteinas

Los aminodcidos contienen en su estructura quimica un grupo carboxilo, un grupo
amino, un atomo de hidrégeno y una cadena lateral (R) todos ellos unidos al carbono
a (Swanson, Kim & Glucksman, 2007). Los aminoacidos esenciales son aquellos que
el organismo no puede sintetizar por si mismo, obteniéndose de la ingesta de
alimentos ricos en proteina de la dieta. En el ser humano se describen 9 aminoacidos
como esenciales: leucina, valina, isoleucina, histidina, lisina, metionina, triptéfano,

fenilalanina y treonina (Carbajal, 2013).

De acuerdo a su estructura quimica, lo que diferencia a los aminoacidos es su radical
R, ya que es variable en cuanto a posicién y contenido. Los aminoacidos esenciales
obtienen una clasificacion dependiendo de este grupo quimico (radical R), por
ejemplo: la leucina, valina e isoleucina son de cadena ramificada; triptofano
aromatico polar; treonina, polar sin carga; fenilalanina, no polar; metionina, contiene

sulfuro y lisina e histidina son de carga positiva (Swanson, Kim & Glucksman, 2007).
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La sintesis de proteina ocurre en todas las células, debido a que las proteinas se
recambian, pasan a la circulacion generando un flujo bidireccional que permite
mantener la concentracion plasmatica de los aminoécidos y llevar acabo funciones
especificas ya sea estructurales o de control metabdlico (Bourges, Casanueva &
Rosado, 2008). La leucina acelera la sintesis de proteina e incrementa la formacion
del factor de iniciacion, también es degradada para formar tanto acetil-CoA como
acetoacetato, tiene efecto sobre la masa muscular en los seres humanos (Swanson,
Kim & Glucksman, 2007).

3.4.3 El efecto de los aminoé&cidos en el tejido 6seo

El crecimiento humano esta controlado por la via principal de regulacion del
crecimiento, que es la diana de rapamicina en las células (nTOR). El sistema mTOR
consiste en dos complejos de sefializacion, el primero sensible a la rapamicina 1
(mTORC1), que puede ser activada por aminoacidos; y el complejo insensible a la
rapamicina 2 (MTORC2) activada por la quinasa y proteina tipo B de la proteina G
(Laplante y Sabatini, 2012).

En la Figura 2 se observa la activacion de la sintesis de proteina, esta inicia cuando
MTOR fosforila la proteina 1 de union a elF4E (4E-BP1) y la proteina ribos6mica S6
quinasa 1 (S6K1), estimulando asi la sintesis de proteinas e inhibiendo la autofagia.
MTOR es inhibido por el TSC-1/2 (complejo de esclerosis tuberosa-1/2) cuya
actividad es potenciada por la AMPK (proteina quinasa activada por AMP) pero
suprimida por la proteina quinasa B (AKT). La fosforilacion de AKT en respuesta a la
insulina y otros factores de crecimiento tiene un efecto inhibitorio de TSC-1/2 en
MTOR (Liao, Majithia, Huang & Kimmel, 2008). La fosforilacion de mTOR es
estimulada por algunos nutrientes como: glutamina, arginina, leucina y glucosa,
ademas del acido fosfatidico producido por la fosfolipasa D (PLD), por lo tanto,
aumentan su actividad. La oxidacibn de aminoacidos, glucosa y acidos grasos
aumenta las relaciones celulares de ATP: AMP, lo que reduce la actividad de AMPK

(Wu, 2009). Entonces cuando la ingesta de aminoacidos esenciales en la dieta es
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deficiente, este complejo mMTORCL1 lo detecta y empieza a reprimir a sintesis de las

proteinas, de lipidos y el crecimiento celular (Semba et al., 2016).
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Figura 2. Activacion de la sintesis de proteinas por aminoacidos y factores de
crecimiento a través de la via de sefalizacion de mTOR. Imagen adaptada de:
Guoyao Wu. 2009.

El crecimiento 6seo en nifios depende de la placa de crecimiento condral, que se
regula por mTORC1 vy la disponibilidad de aminoacidos, como el aminoacido esencial
‘leucina”. Dada esta relacion del crecimiento con la ingesta de aminoacidos
esenciales, existe una alta probabilidad que se dé un retraso en el crecimiento

durante los primeros dos afos de vida (Kim et al., 2009).
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En 2014, se estim6 que habia 159 millones de nifios con retraso en su crecimiento
gue viven en paises de bajos ingresos (W. H. O, 2015), es importante resaltar que en
este entorno los nifios estan mas propensos a adquirir alguna enfermedad infecciosa,
por lo que la carga de enfermedades y las necesidades metabdlicas para la
activacion del sistema inmune puede dividir los aminoacidos esenciales para apoyar

la funcidén inmune a expensas del crecimiento (Kampman-van et al., 2016).

3.4.4 Calcio y vitamina D en el tejido 6seo

Nifios y jévenes adultos con una mayor ingesta de calcio tienen significativamente
mayor masa 0sea en comparacién con los que consumen menor cantidad de calcio,
estos resultados han sido replicados en muchas poblaciones con lo cual se concluye
gue existe un efecto positivo en la masa ésea a corto tiempo al incrementar la
ingesta de calcio a partir de suplementos o de alimentos (Thacher et al., 2009). Esto
se explica por la necesidad del organismo en crecimiento para sintetizar fosfato de
calcio e hidroxiapatita, necesaria para la rigidez del hueso. La vitamina D es crucial
para la formacion del hueso debido a que es necesaria para regular la expresion del
gen que codifica para la proteina transportadora de calcio, necesaria para la

absorcion intestinal de calcio (Burckhardt, 2010).

3.4.5 Elementos traza en el tejido 6seo

Los elementos basicos, carbono, oxigeno, hidrégeno, y nitrégeno junto con el calcio y
el fosforo representan el 98% del peso seco del organismo, el restante 0.2% de la
masa seca consiste en 40 elementos traza, entre los que se encuentra el zinc, el
selenio, el cobre, el cromo, el cobalto y el hierro entre otros. En particular el zinc y el
selenio tienen una importante funcién en la biologia celular del hueso. Por lo que
deficiencia de estos micronutrientes contribuyen a una deficiente formacién de hueso
(Burckhardt, 2010).

3.5 Retardo en el crecimiento

El crecimiento lineal en humanos comenzé a describirse en 1950, en ese momento

se descubrié el eje de la hormona del crecimiento (GH) factor de crecimiento similar

Maria Vianey Abelar Rosas 13



MARCO TEORICO

a la insulina (IGF-I), sistema central que regula el crecimiento infantil, al cual se le
atribuy6 la causalidad del retardo en el crecimiento. Sin embargo, investigaciones
recientes han revelado que el eje GH-IGF es solo uno de los muchos sistemas
reguladores que controlan la condrogénesis en la placa del crecimiento; en
consecuencia, el retardo en el crecimiento depende ademas de mdultiples hormonas,
factores paracrinos, moléculas de matriz extracelular y proteinas intracelulares que

regulan los condrocitos de la placa de crecimiento (Baron, 2015).

El retardo en el crecimiento es causado por la disfuncion de la placa de 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 (Lui & Baron, 2011). La
evidencia que existe en modelos animales no excluye la posibilidad de que los
mecanismos sistémicos contribuyan a la desaceleracion del crecimiento fisioldgico,
pero si indica que los mecanismos locales desempefian un papel central en el
proceso. Por lo tanto, la desaceleracion del crecimiento parece ser principalmente
una propiedad intrinseca de los 6rganos del crecimiento; no obstante, sigue siendo
posible que tales mecanismos locales puedan depender de una sefial sistémica (Lui
y Baron, 2011); la disminucién de la ingesta nutricional en si no es responsable de la
desaceleracion del crecimiento, pero participa en medicion local, ya que la
disponibilidad nutricional regula el crecimiento celular en parte a través de la via de
sefalizacion de la rapamicina (MTOR) a nivel molecular (Sabassov, Ali & Sabatini,
2005).

El crecimiento infantil es el mejor indicador del bienestar general de los nifios y el
retraso en el crecimiento 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 nutricion, que también sufren el severo dafio fisico y cognitivo
irreversible que acompafa el crecimiento atrofiado. El retraso en el crecimiento a

menudo no se reconoce en las comunidades donde la talla baja es tan comun que se
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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 (De Onis & Branca,
2016).

3.5.1 Causas nutricionales del retardo del crecimiento

Los factores que con mayor frecuencia estan implicados en el retardo del crecimiento
posnatal son las deficiencias nutricionales de energia, proteina o micronutrientes
como hierro, zinc y vitaminas D, A o C; asi como las practicas suboptimas de

alimentacion y altas tasas de infecciones (Martinez & Palma, 2015).

Los principales nutrientes se pueden clasificar en dos tipos segun su impacto en el
crecimiento; para los nutrientes de tipo 1 que se encuentran en diversas
concentraciones en el tejido 6seo y muscular; cuando se agotan las reservas
corporales, las vias metabdlicas se ponen en peligro y producen sintomas clinicos,
sin embargo, el crecimiento raramente se ve afectado. Los nutrientes de tipo 2 estan
implicados en las funciones fisiologicas esenciales, los niveles de tejido 6seo y
muscular son fijos y no existe una reserva para el cuerpo a la que recurrir, en lapsos
de prolongada deficiencia los sintomas clinicos tienden a no emerger, pero el retardo
del crecimiento ocurre rapidamente. La respuesta a una deficiencia constante de
cualguiera de estos nutrientes es el retardo en el crecimiento progresivo; en la
mayoria de los casos, no es posible aclarar si alguno de estos nutrientes, o la
combinacion ha sido responsable del deterioro del crecimiento, para algunos de los
nutrientes, la evidencia sobre un rol causal independiente es mas soélida (Branca &
Ferrari, 2002).

3.5.2 Tejido 6seo y muscular en el retardo del crecimiento

La desnutricion crénica como una de las causas del retardo en el crecimiento atrofia
la mucosa intestinal y pancreatica, disminuyendo la produccion de enzimas
digestivas, sin embargo, no pierde la capacidad para hidrolizar proteinas. Durante el

‘recambio” proteico el organismo no es capaz de retener nitrdgeno, lo que disminuye
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la velocidad de sintesis proteica dos tercios en comparacién con nifilos normales; 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. La disminucién de la
retencion de nitrogeno también se relaciona con la respuesta disminuida a las

lesiones e infecciones (Waterlow, 1996).

La deficiencia de nutrientes especificos afecta la respuesta de la fase aguda
reduciendo la produccion de citoquinas o modulando la respuesta de los tejidos
efectores de tejido muscular y 6seo; en respuesta a ello el organismo buscara
mecanismos para economizar nitrdgeno; mediante la oxidacion de aminoacidos
esenciales o la diminucion de la actividad del ciclo de la urea; los aminoacidos de
cadena ramificada (ACR) presentan mayores descensos, estudios refieren que la
deficiencia de ACR como la leucina afecta la sintesis proteica en el musculo
(Waterlow, 1996).

Investigaciones realizadas desde hace 10 afios, 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 6seo y metabdlico, en el estudio
realizado con dietas con diferentes requerimientos de proteinas han demostrado que
el estado de nutricion de la madre, no solo afecta la absorcion de nutrientes del feto,
sino que ademas predispone la maduracion o6sea del mismo, el estudio de
acumulacion Osea de Saskatchewan y en 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 6sea 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; los estudios hasta el momento concluyen que la dieta
materna influye en la masa ésea a través de la programacion de respuestas 6seas

en relacion la ingesta proteica (Lanham, Bertram, Cooper, & Oreffo, 2011).
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Un estudio realizado en la zona rural de Malawi en 2011, 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) (Semba et al.,, 2016). 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 mTORCL1 y asi retrasar el crecimiento.
Aungue se muestra una concentracion baja en los nueve aminoacidos, debe
destacarse que la leucina es un aminoacido clave detectado por mTORC1, ya que

fue el metabolito con mayor asociacion en el crecimiento lineal (Saxton et al., 2016).
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4. Problema de investigacion

Los requerimientos de aminoacidos de los nifios en los primeros dos afios de vida,
no estan adaptados a las condiciones patolégicas, por ejemplo la desnutricién. Por lo
qgue las recomendaciones dietéticas que estan establecidas no son suficientes para
nifios en entornos vulnerables, donde las enfermedades infecciosas son mas
frecuentes y las necesidades metabodlicas aumentan. Se ha demostrado que la
ingesta baja de proteinas tiene efectos nocivos en la adquisicion de la masa mineral

Osea.

En 2014, se estim6 que habia 159 millones de nifios con retraso en el crecimiento, la
mayoria de paises de bajos ingresos. El retraso en el crecimiento se asocia con una
menor supervivencia, un desarrollo cognitivo y motor deteriorado, productividad
econdémica reducida y mayor posibilidad de vivir en la pobreza en edad adulta.
Aunque se han implementado intervenciones nutricionales para reducir el retraso en
el crecimiento, no son suficientes, ya que los recursos disponibles no alcanzan para
dar cobertura a todos los sectores que presentan este problema. Es por ello que el
impacto que han tenido estas intervenciones nutricionales ha sido deficiente y por
ende no se alcanzarian los objetivos internacionales para reducir el retraso en el

crecimiento.

Por lo anterior surgen las siguientes preguntas de investigacion: ¢ Qué efecto tiene la
suplementacion de aminoacidos esenciales en la longitud de huesos largos (fémur,
tibia, fibula, himero, radio y olécranon més cubito) en ratas Wistar? Y ¢Qué efecto
tiene la suplementacion de leucina, isoleucina, y treonina en la longitud de huesos

largos (fémur, tibia, fibula, humero, radio y olécranon mas cubito) en ratas Wistar?
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5. Justificacién

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, el retraso en el crecimiento
afecta aproximadamente a un cuarto de los nifios menores de cinco afios de todo el
mundo. El retraso en el crecimiento se desarrolla principalmente durante los primeros
dos afios de vida, ya que en este periodo la velocidad de crecimiento es mayor, se
da la homeostasis, se definen las rutas metabdlicas y también es el periodo mas
sensible en cuanto a deficiencias de macronutrientes y minerales (W. H. O, 2015).
Una alimentacion inadecuada es la principal causa del retraso del crecimiento, por la
ingesta deficienciente de macronutrientes y minerales, por lo que el crecimiento 6seo
se ve afectado. Sin embargo, las proteinas son las mas importantes, ya que son las
que proporcionan los aminoacidos necesarios al organismo para la construccion de

la matriz 6sea (Bhutta et al., 2013).

Un estudio realizado en paises de bajos ingresos del norte de Africa, menciona que
los nifios que presentan retraso en el crecimiento, tienen una concentracion sérica
baja de aminoacidos, especificamente de los 9 aminoacidos esenciales, entre los
gue destacan leucina, isoleucina y treonina. Por lo que la ingesta adecuada de
proteina y aminoacidos esenciales favorecerian el crecimiento 6seo, disminuyendo

asi el retraso en el crecimiento (Semba et al., 2016).

Por lo que el estudio de la efectividad de los suplementos de aminoacidos esenciales
es importante debido a que los resultados proveerian evidencia sobre su efecto en el
crecimiento de huesos largos. A partir de estos datos se puede obtener informacion
de gran importancia, pues de esta manera se lograra observar el efecto de 7
aminoacidos esenciales en conjunto (histidina, isoleucina, leucina, lisina, treonina,
triptéfano y valina) y de 3 de ellos de manera individual (leucina, isoleucina y
treonina), esto con el fin de conocer cual favorece mas el crecimiento 6seo. El uso de
solo 7 aminoacidos esenciales de los 9 antes mencionados, se debe a la falta de

disponibilidad del resto en la industria.
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6. Objetivos
6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la suplementacion con aminoacidos esenciales en el crecimiento
de huesos largos de las crias de ratas Wistar hembra con restriccion proteica para
identificar aminoacidos esenciales susceptibles a suplementar en tratamientos del

crecimiento 6seo.

6.2 Objetivos especificos

1. Determinar los cambios de peso, hemoglobina y albumina en ratas Wistar
hembras relacionados con el consumo de una dieta AIN-93M al 64% de su
requerimiento diario de proteinas.

2. Evaluar los cambios de peso de las ratas Wistar hembra desnutridas durante
Su gestacion y lactancia asociado a la ingesta de aminoacidos esenciales y a
una dieta AIN-93G al 58% de su requerimiento diario de proteina.

3. Evaluar el peso y longitud de huesos largos de patas delanteras y traseras de
crias nacidas de madres con restriccion proteica que fueron suplementadas

con aminodcidos esenciales.
7. Hipotesis

La suplementacién con aminoacidos esenciales en las ratas madre tiene un efecto
positivo en la longitud de los huesos largos de las patas delanteras y traseras de las

crias de ratas Wistar desnutridas.
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8. Disefio metodoldgico

8.1 Tipo de estudio

Estudio experimental.

8.2 Diagrama de flujo de la metodologia

18 ratas Wistar hembras de 4 semanas de vida.

Alimentacién con la dieta AIN-93M al 9% de proteina total, 5 semanas de tratamiento.

I
I I
| Grupo control | | GBP |
I |
|

Registro semanal de peso de los animales.

Apareamiento y asignacién aleatoria de grupo de estudio (3 animales por cada grupo).

| Grupo control | | GBP | | GBP-AA | | GBP-Leu | | GBP-Thr || GBP-lle

| Medicién de hemoglobina al inicio de la gestacion |

Dieta AIN-93G modificada para cada grupo de estudio. 42-44 dias.

| Registro del peso de las crias y sacrificio (dia 21 de vida). |

Medicidn de hemoglobina y albumina en madres y crias.

Diseccion ylimpieza de huesos largos

Medicién y pesaje de huesos largos

Figura 3. Disefio metodolégico de ratas Wistar con suplementacion de aminoacidos

esenciales.
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Se utilizaron 18 ratas Wistar hembras de 4 semana de gestacion alimentadas con
una dieta AIN-93M estandar para el grupo control (3 animales) y al 9% de proteina
total, que corresponde al 64% del requerimiento diario, para el GBP (15 animales)
durante 5 semanas, registrando el peso por semana; posterior a este periodo, se
inicid el apareamiento y la asignacion de ratas para cada uno de los grupos de
estudio (Grupo control, GBP, GBP-AA, GBP-Leu, GBP-Thr y GBP-lle), Figura 3. Al
inicio de la gestaciébn se tomdé una muestra de hemoglobina para determinarla
deplecion proteica, durante la gestacion y lactancia se alimentaron con una dieta
AIN-93G estandar para el grupo control y al 8% de proteina total que corresponde al
58% del requerimiento diario con la respectiva suplementacién para cada GBP. Al
término de la lactancia se registré el peso de las crias nacidas, posteriormente se
sacrificaron, tomando una muestra de sangre para determinar hemoglobina y
albumina, estas mismas determinaciones se realizaron en la madres, se obtuvieron
las patas traseras y delanteras para su diseccion y obtencién de huesos largos,

finalmente se midieron y pesaron cada uno de los huesos largos, Figura 3.

8.3 Animales de experimentacion

Los animales se obtuvieron del bioterio del Instituto de Ciencias de la Salud (ICSa)
de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo (UAEH). Se utilizaron
inicialmente 18 ratas Wistar hembra de 4 semanas de vida y 6 machos adultos.

8.4 Condiciones de alojamiento

Durante el periodo de experimentacion los animales fueron alojados en el bioterio del
ICSa-UAEH, en cajas de acrilico, bajo condiciones controladas de temperatura y
humedad y ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas respectivamente. Durante todo el
experimento el alimento fue controlado, es decir, UGnicamente se les proporcionaban
los gramos de ingesta diaria recomendada. En funcion de la etapa experimental, los

animales se alojaron en grupos de 3 animales (periodo de acondicionamiento) o de 2
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animales (periodo de apareamiento) en cajas de acrilico, en forma individual se

mantuvieron a las madres para las etapas de gestacion y lactancia.

8.5 Dietas

Las dietas utilizadas fueron la AIN-93M y la AIN-93G para roedores (Reeves,
Nielsen, & Fahey, 1993), con modificaciones para cada grupo de estudio, en la Tabla

1 se muestra la composicién de nutrientes de cada una de las dietas estandar.

El alimento fue elaborado de forma artesanal en el Laboratorio de Nutricion Molecular
del ICSa-UAEH, tomando como referencia las dietas AIN-93M y AIN-93G, Tabla 2,
para las distintas formulaciones de cada grupo de estudio. El alimento una vez
elaborado, se colocdé en charolas para su secado a temperatura ambiente y

posteriormente se almacend en refrigeracion para su conservacion.

Las hembras de 4 semanas de vida fueron expuestas durante 5 semanas a una
restriccion de proteina, se les dio una dieta AIN-93M al 9% de proteina total, lo que
representd el 64% de su requerimiento diario, para lograr un estado de deplecion
proteico antes de la gestacién (PG); las hembras control no fueron expuestas a esta
deplecion proteica y consumieron la dieta estandar AIN-93M, Tabla 2.

Durante el periodo de gestacion y la lactancia (PGL) se coloc6 1 hembra en cada
caja, quien fue alimentada de acuerdo al grupo de experimentacién al que fue
asignado, como se puede observar en la Tabla 2:
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Tabla 1. Composicion de nutrientes en la dieta

AIN-93G y AIN-93M para roedores.

Nutriente

Energia total, Kcal
% de proteina

% de HCO

% de grasas
Humedad, g
Grasatotal, g
Saturado, g
Monoinsaturado, g
Poliinsaturado, g
Acido Linoleico, g
Acido Linolenico, g
Carbohidratos totales, g
Carbohidratos complejos, g
Azlcares simples, g
Celulosa, g
Proteina total, g
Alanina, g
Arginina, g

Acido aspértico, g
Cisteina, g

Acido glutamico, g
Glicina, g
Histidina, g
Isoleucina, g
Leucina, g

Lisina, g
Metionina, g
Fenilalanina, g
Prolina, g

Serina, g
Treonina, g
Triptéfano, g
Tirosina, g

Valina, g

Ceniza total, g

Dieta g/kg
AIN-93G AIN-93M
3766 3601
19.3 14.1
64 75.9
16.7 10
66 68
70 40
10.8 6.2
16.3 9.3
40.5 23.1
35.7 10.4
4.8 2.7
643.7 727.3
360.1 421.9
236.1 257.9
47.5 47.5
178.6 125.8
4.6 3.3
6.4 4.5
12.2 8
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 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 7
41.7 38.9

Tabla tomada del articulo: Reeves, P.G. y colaboradores, 1993.
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Tabla 2. Formulaciones de la dieta administrada durante el periodo de restriccion proteica (AIN-93M), gestacion y
lactancia (AIN-93G) a ratas Wistar hembra.

Control GBP GBP-AA GBP-Leu GBP-Thr GBP-lle
PG PGL PG PGL PGL
Ingredientes g/kg dieta

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

PG= periodo antes de la gestacién, PGL= periodo de gestacion y lactancia, Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina. Tabla adaptada del articulo:
Reeves, P.G. y colaboradores, 1993.
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1. Dieta estandar AIN-93G (Grupo control).

2. AIN-93G modificada al 8% de proteina total, grupo bajo en proteina (GBP).

3. AIN-93G modificada al 8% de proteina total y 2 veces el requerimiento diario de
7 aminoacidos esenciales (histidina, isoleucina, leucina, lisina, treonina,
triptéfano y valina) denominado grupo bajo en proteinas mas aminoacidos (GBP-
AA).

4. AIN-93G modificada al 8% de proteina total y 2 veces el requerimiento diario del
aminoacido leucina (GBP-Leu).

5. AIN-93G modificada al 8% de proteina total y 2 veces el requerimiento diario del
aminoécido treonina (GBP-Thr).

6. AIN93G modificada al 8% de proteina total y 2 veces el requerimiento diario del
aminoécido isoleucina (GBP-lle).

8.6 Apareamiento

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

hembra. Esta confirmacion delimit6 el inicio de la gestacion.

8.7 Gestacidn y lactancia

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

al nacimiento, al dia 22 las crias fueron destetadas y sacrificadas.
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8.8 Registro de peso e ingesta caldrica

Se tomo un registro de peso corporal de cada rata madre al inicio del proyecto y
posteriormente cada 7 dias hasta el final de la gestacién, con la finalidad de observar
cambios en la pérdida o ganancia de peso de las ratas gestantes, para esta actividad se

ocup6 una balanza Triple Beam 700/800 series OHAUS®, con una precision de 0,1 g.

Se tomo un registro de peso corporal de las ratas cria al final de la lactancia con la
finalidad de observar diferencias de peso en los distintos grupos de estudio, para esta
actividad se ocupd una balanza Triple Beam 700/800 series OHAUS®, con una
precision de 0,1 g.

En cuanto a la ingesta de energia en las madres, se realizaron mediciones continuas (2
veces por semana) del consumo de alimento con una bascula TANITA KD-160®. Con
base en estos consumos y en el aporte calérico por gramo de alimento para cada
formulacién, Tabla 2 y Tabla 3. Se calcul6 la ingesta de energia semanal en kilocalorias
ingeridas para cada grupo de estudio, asi como la ingesta total de energia durante el

PG y PGL, sumando las semanas correspondientes a cada uno.

Tabla 3. Aporte cal6rico por gramo
de alimento para cada grupo de

estudio.

Kcallg
PG 3.95
Control PGL  3.96
PG 3.88
GBP PGL 3.92
GBP-AA 4.34
GBP-Leu PGL 4.05

GBP-Thr 4
GBP-lle 4.01

PG= periodo antes de la gestacion, PGL= periodo
de gestacion y lactancia.
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8.9 Sacrificio

Previo al inicio del sacrificio (8 horas antes) el alimento fue retirado a todos los
animales, solo se dej6é agua a todos los grupos, para tomar la muestra de sangre en
condiciones post absorbidas. Las ratas fueron anestesiadas utilizando el anestésico
ISOFLURAN marca Vedco® y sacrificadas en la guillotina. La sangre obtenida fue
centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos, en la centrifuga marca DRAGONLAB®
DM0412, para obtener el suero, el cual fue congelado a -30 grados centigrados,

posterior a esto, se procedio6 a la diseccidn de tejido muscular y huesos largos.

8.10 Medicion de albumina y hemoglobina

Se midid hemoglobina en sangre de ratas Wistar para confirmar el estado de deplecién
proteica, se tomd una muestra de sangre capilar de la ultima porcion de la cola, para
determinar la concentracion de hemoglobina, utilizando un fotometro portatil
(HemoCue®) segun las recomendaciones del fabricante. Esta medicion se llevd acabo
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 suplementacion. Utilizando valores de referencia de
11 a 13 + 1 g/dL para las crias en el primer mes de vida y en las madre adultas de 13 +
1 g/dL (Jacob Filho et al., 2018).

Se midié albumina tomando una muestra de sangre en el sacrificio. Se colocé la
muestra en un tubo Vacutainer y se mantuvo frio en una hielera hasta llegar al
laboratorio. La sangre se centrifugd a 4500 rpm durante 10 minutos para obtener el
suero, en una centrifuga marca DRAGONLAB® DMO0412. El suero se mantuvo en
congelacion hasta su analisis. Se determiné el nivel de albumina 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 incub6 entre 15°y 28°C
durante 10 minutos, la microplaca se leyé en un lector de placas BioTek®, modelo
146583 de E.U.A a 625 nm. Para obtener la concentracion de albumina se utilizo la

siguiente formula (Cétola, 2000):
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Albumina ]
———x Desconocido
Estandar

La albumina se midi6 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 (Valencia, 1990) y de
2.76 = 0.3 g/dL para las crias (Leon, 2011).

8.11 Diseccion de huesos largos

Las crias de las madres alimentadas durante su gestacion y lactancia con las dietas
control, GBP, GBP-AA, GBP-Leu, GBP-Thr y GBP-lle; fueron sacrificadas en el dia 22
de vida, para realizar la diseccion de la pata delantera y trasera derecha.

La diseccion de la pata delantera (Figura 4) se realizd cortando entre la cabeza del
hamero y la cavidad glenoidea de la escapula. Posteriormente se separa la pata
delantera entre los carpelos y el radio. EI humero, el radio y olécranon més el cubito
(OléCub), unidos fueron pesados con los musculos que lo recubren para obtener el
peso total (Figura 5), musculo triceps braquial (caput laterale), musculo triceps braquial
(caput longum), musculo biceps braquial, masculo braquial y musculos extensores
(carpi et digitorum). Después del registro del peso total se procedié a separar los
musculos del hueso, para dejar libre a los huesos, los cuales fueron limpiados con una
solucion al 1% de Tergacyme a 50°C en un periodo de 48 horas. El hueso sin rastros de
tejido o musculo fue medido con un vernier Scala® para sacar la longitud entre la
cabeza del humero y el céndilo del himero y entre la cabeza del radio y el apofisis

estiloidea del radio.
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Hamero

Olécranon
Radiog

Figura 4. Imagen de huesos de pata delantera derecha de rata. Imagen tomada de:
Atlas Sketal System, (Heithaus, 2010).

21 Musculo biceps femoral
(portio cranialis et caudalis)

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

24 Musculo tibial craneal 28 Musculo biceps braquial

29 Masculo braquial

25 Musculo extensor (digitorum 30 Musculos extensores (carpi et digitorum}§ |

longus).

Figura 5. Imagen de los musculos superficiales de rata. Imagen tomada de: Gross
Anatomy (Komarek, 2000).
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La diseccién de la pata trasera (Figura 6) se realizé cortando entre la cabeza del fémur
y el acetabulo del ilion y el isquion. Posteriormente se separ6 la pata trasera haciendo
una incision entre los huesos de la fibula, la tibia y el tarso. El fémur, la tibia y la fibula
unidos fueron pesados con los musculos que lo recubren para obtener el peso total
(Figura 5), musculo biceps femoral (portio cranialis et caudalis), musculo gastrocnemio
(caput laterale), musculo tibial craneal y musculo extensor (digitorum longus). Después
del registro del peso total se procedié a separar los musculos del hueso, para dejar libre
a los huesos, los cuales fueron limpiados con una solucion al 1% de Tergacyme a 50°C
durante un periodo de 48 horas. El hueso sin rastros de tejido o musculo fue medido
con un vernier Scala® para sacar la longitud entre la cabeza del fémur y la rétula y

entre la eminencia intercondilar y maléolo lateral y medial.

Féemur

Tibia Fibula

Figura 6. Imagen de huesos de pata trasera derecha de rata. Imagen tomada de: Atlas
Sketal System, (Heithaus, 2010).
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8.12 Anélisis estadistico

Para el analisis de resultados se utilizd6 el programa estadistico SPSS© (Stadistical
Package for Social Sciences) version 21.0 para Windows. Se describieron las variables
en promedios + desviacion estandar, se probo la homogeneidad de las varianzas con el
estadistico de Levene para decidir la prueba estadistica que se aplicaria. Para
comparar dos grupos se utilizé6 una prueba de t-Student o U de Mann-Whitney y las
comparaciones entre diferentes dietas y grupos en tratamiento se determinaron
mediante ANOVA de una via, post test Bonferroni o T3 de Dunnett. Un valor de p<0.05

se considero estadisticamente significativo.

8.13 Aspectos éticos

Este proyecto de investigacion fue aprobado (Folio CIECUAL-006-2018) por el
CIECUAL (Comité Institucional de Etica, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de
la UAEH) el cual se rige por la Norma Oficial Mexicana de especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio NOM-062-Z00-1999,

Anexo 1.
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9. Resultados y Discusion

El peso de las ratas Wistar hembra a quienes se les sometié durante 5 semanas a
una dieta de restriccion proteica disminuyo a partir de la segunda y tercera semana
(p<0.05), sin diferencias de peso en la semana 4 y 5 de tratamiento. El peso
promedio del grupo control fue menor al grupo bajo en proteina al inicio de la
gestacion (159.4 + 5.3 g vs 169.1 = 6.4 g, p=0.026, respectivamente), Tabla 4.

Tabla 4. Cambios de peso (g) y hemoglobina en ratas
Wistar hembra con una dieta de restriccidn proteica.

Semana Control GBP P
1 46.2+1.0 447+ 2.9 0.148
2 76.2+2.1 68.1+6.3 0.002
3 1026+ 7.6 93.2+5.1 0.015
4 123.3+10.5 117.6 £5.9 0.196
5 142.8 +9.8 141.0+ 8.9 0.755
IG 159.4+5.3 169.1+6.4 0.026

Hb (g/dL) 18.1+0.00 16.62 +0.95 0.001

Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, 1G= inicio de la
gestacion, p= representa un valor de probabilidad para la prueba
t-Student.

En este trabajo las ratas Wistar hembra expuestas a una restriccion proteica (8%)
ganaron mas peso con el mismo consumo de energia en comparacion con el grupo
control, esto se asocié a un mayor consumo de carbohidratos con una proporcion
menor de proteinas. Un estudio realizado en ratas Wistar, quienes consumieron una
dieta baja en proteinas (6%) no registraron una ganancia de peso distinta al grupo
control (20%), en sus crias la restriccion proteica a temprana edad ocasiond
depdsitos de grasa abdominal aumentados y se relacioné con mayor peso en etapas
posteriores (Alheiros-Lira et al., 2017). La evidencia indica que el consumo de una
dieta con restriccion proteica no afecta significativamente la ganancia de peso de

ratas Wistar hembra.
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El grupo de ratas con restriccion proteica presentdé en promedio 1.48 g/dL menor
concentracion de hemoglobina en comparacion con el grupo control (p=0.001), Tabla
4. La patogénesis de la anemia inducida por deficiencia de proteina se debe a la
ausencia de aminoacidos esenciales necesarios para la hematopoyesis (metionina),
lo que disminuye la formacion y maduracidon de eritroblastos, afectando
principalmente la produccién de hemoglobina, ademas, la deficiencia proteica induce
aplasia intestinal lo que afecta la absorcion y sintesis de vitaminas, en particular de la
B1, y acido félico; y acido nicotinico, respectivamente, estas deficiencias contribuyen
también a una menor sintesis de hemoglobina (Aschkenasy, 1957). En este trabajo
se observé una menor concentracion de hemoglobina para el grupo con restriccion
proteica (6%) en comparacion con el grupo control (14% de proteina), esta
disminucién de hemoglobina en sangre se debié a la baja ingesta de proteinas y no
de vitaminas y minerales, ya que de estos nutrimentos fueron provistos al 100% de

Su requerimiento.

La ingesta de energia durante las 5 semanas de restriccion proteica fue semejante
en el grupo bajo en proteina en comparacién con el grupo control, excepto en la
semana 4 donde la ingesta fue mayor en el grupo control (p=0.025), Tabla 5. El
consumo de los dos grupos (GBP y grupo control) fue incrementando durante las 5
semanas de tratamiento, aproximadamente 50 g en la primer semana, 100 g en la
segunda, 60 g en la tercera, y sin incrementos en la cuarta y quinta semana, Tabla 5.
Estos resultados son semejantes a lo observado en ratas hembra expuestas a una
restriccién proteica (6%), las cuales consumieron la misma cantidad de alimento en
comparacién con el grupo control (20% de proteina) (Vickers, Breier, Cultfield,
Hofman, & Gluckman, 2000).
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Tabla 5. Ingesta de energia (Kcal) en ratas hembra
Wistar con una dieta de restriccion proteica.

Semana Control GBP p
1 3054+99 311.6+23.1 0.670
2 352.9+21.8 364.2+19.1 0.373
3 467.4+£72.4 520.8+35.0 0.329
4 531.8+15.2 467.4+43.8 0.025
5 531.8+15.2 5245+127.6 0.921

Total 437.9+229 436.3+26.2 0.93

Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, p= representa un valor
de probabilidad para la prueba t-Student.

El consumo de alimento y la ingesta de energia durante la gestacion de ratas Wistar
fue mayor en la segunda semana de gestacion (dia 14) para el grupo control, el GBP
y el GBP-Leu en comparacion con el GBP-AA, GBP-Thr y GBP-lle, quienes
consumieron la mayor cantidad de alimento (g) y energia en la tercera semana de
gestacion (dia 21). El consumo total de alimento durante las 3 semanas de gestacion
fue mayor para el grupo control y GBP-Leu, en comparacién con GBP-Thr y GBP-lle
(139.8 £+ 0.7 g, 1423 + 2.7 g vs 119.7 £+ 2.0 g, 1283 * 4.6 g, p=0.001,

respectivamente), Tabla 6 y Tabla 6.1.

Durante la segunda y tercera semana de lactancia el GBP y el GBP-AA presentaron
un consumo de alimento y energia semejantes (211.5 + 1.5 g y 213.9 =+ 8.0 g). El
consumo total de alimento durante la gestacion fue mayor para el GBP y el GBP-AA
en comparacion con el grupo control, GBP-Leu, GBP-Thr y GBP-lle (p=0.001), Tabla
6y Tabla 6.1.

La percepcion del sabor de los aminoacidos esenciales en los animales es similar a
la de los seres humanos, por ejemplo, el sabor dulce es similar a la sacarosa, el
salado al cloruro de sodio (NaCl) y el sabor amargo al café (Bachmanov et al., 2016).
Un estudio realizado sobre el sabor de los aminoacidos, menciona que la isoleucina y

treonina son aminoacidos sin sabor, ya que tienen un equilibrio en su formaLy Dy
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para leucina tiene un sabor es amargo, aunque la concentracion de los aminoacidos
es una variable que interfiere en la percepcion del sabor (Solms, 1969). Por lo que es
posible que la ingesta menor de treonina e isoleucina observada en este estudio no
se deba a la percepcion del sabor, sino posiblemente a una mayor sensacién de
saciedad por el consumo aumentado de proteina. Existe evidencia que las ratas
alimentadas con una dieta alta en proteina tienden a presentar una mayor saciedad,

sin tener otros efectos perjudiciales en su alimentacion (Bensaid et al., 2003).

Ademas del sabor, los mecanismos postingestivos también pueden intervenir en la
eleccion y el consumo de alimentos, es decir, una vez que se ingieren los
aminoacidos y sus metabolitos, estos pueden generar sefiales que afectan el apetito
y la saciedad (Bachmanov et al., 2016). De acuerdo a lo observado en este trabajo el
consumo de treonina e isoleucina pudieran haber generado una sefalizacion de
mayor saciedad en comparacion con los demas aminoéacidos, se ha descrito que la
L-Leucina y la L-Isoleucina incrementan la secrecion de colecistoquinina, lo que
puede regular la ingesta de alimento a través de la sefializacion gastrointestinal
(Tian, Heng, Song, Zhang, et al., 2019), esto incluso en dietas restringidas en
proteina (Tian, Heng, Song, Shi, et al., 2019). EI menor consumo de energia de las
ratas alimentadas con treonina no parece estar relacionado con el sabor del
aminoécido o con el efecto de saciedad relacionado con su consumo, de este ultimo
se ha reportado que la treonina no tiene efectos en los patrones de alimentacion de
ratas suplementadas (Ayaso, Ghattas, Abiad, & Obeid, 2014).
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Tabla 6. Consumo de alimento e ingesta de energia en ratas Wistar hembra con una dieta de restriccion proteica y
suplementadas con 7 amino&cidos esenciales durante la gestacion y lactancia

Control GBP GBP-AA
Semanas  Alimento (g) Energia (Kcal) Alimento (g) Energia (Kcal) Alimento (g) Energia (Kcal)
GeSl1 1425+11.52 5642+456 1094 +25° 433.4 +9.7° 107.9+59°  468.6 + 26.0°
GeS?2 153.7 + 11.7 608.7 + 46.4 158.6+3.2%  628.2+12.8" 136.9 + 10.1 594.5 + 43.4
GeS3 123.4+55°  489.1 +21.7 142.9+5.0 566.2 +19.8 156.6+0.9 2 679.8 + 3.78"
Total 139.8 + 0.7 2 553.9 + 3.1° 137.0+ 2.0 542.6 + 8.0 133.9+ 3.1 580.9 + 13.6
LacS1 147.2+982% 5829+388! 135.1+7.3 543.8+28.9  1090.9+10.8°  477.2+46.8
LacS2 1549+29°  614.3+11.3 2115+15 837.4+5.8 213.9+802%  928.6 +49.2
LacS3 2064+ 15" 817.6 + 5.9° 222.0+20°2 878.9+8.1% 2125+95 922.2 + 58.2
Total 1695+2.7°  671.6+102° 1895+1.4° 750.4 + 5.31 181.3+9.0 786.7 + 39.1

Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, GBP-AA= grupo bajo en proteina suplementado con amino&cidos esenciales, GeS1= gestacion semana 1,
GeS2= gestacién semana 2, GeS3= gestacién semana 3, LacS1= lactancia semana 1, LacS2= lactancia semana 2, LacS3= lactancia semana 3. Letras y
nameros distintos en la misma linea representan diferencias estadisticas entre los grupos, prueba ANOVA, post-test de Bonferroni o T3 de Dunnett. El simbolo
(*) = p<0.05 para la ANOVA.
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Tabla 6.1 Consumo de alimento e ingesta de energia en ratas Wistar hembra con una dieta de restriccién
proteica y suplementadas con leucina, treonina e isoleucina durante la gestacién y lactancia. Continuacion de

Tabla 6.
GBP-Leu GBP-Thr GBP-lle

Semanas  Alimento (g) Energia (Kcal) Alimento (g) Energia (Kcal)  Alimento (g) Energia (Kcal)
GeS1 1252+ 1.8 506.9+7.1  102.8+39° 411.1+158° 117.3+7.0° 4705 + 28.2
GeS2 154.0+87  623.7+353 1102+69° 4769+6.9° 1243+03° 4986+ 1.2

GeS3 1479+09° 5989+352  137.3+57  549.1+230 143.1+10.6 573.8+425

Total 1423227  5765+11.1 1197+20° 479.0+80%° 1283+46° 5143+185°
LacS1 1209+6.9 49872319 08.0+123° 392.0+49.0° 101.2+12.9° 4059 +52.1°
LacS2 1499+72° 6045+293° 1429+6.0° 5908+52° 1515+15° 607.3+5.8°

LacS3 112.0+6.1° 4536+246° 1690+17° 6759 +6.9° 177.3+13.6 7111 +54.4
Total 127.4+51° 5189+193° 1366+23° 552.9+135° 1434+83° 574.8+33.2

GBP-Leu= grupo bajo en proteina suplementado con leucina, GBP-Thr= grupo bajo en proteina suplementado con treonina, GBP-lle= grupo bajo en
proteina suplementado con isoleucina, GeS1= gestacion semana 1, GeS2= gestacion semana 2, GeS3= gestacion semana 3, LacS1= lactancia semana 1,
LacS2= lactancia semana 2, LacS3= lactancia semana 3. Letras distintas en la misma linea representan diferencias estadisticas entre los grupos, prueba
ANOVA, post-test de Bonferroni o T3 de Dunnett. El simbolo (*) = p<0.05 para la ANOVA.
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Figura 7. Ingesta de energia de las ratas Wistar durante la gestacion.
GBP= grupo bajo en proteina, GBP-AA= grupo bajo en proteina suplementado con aminoacidos esenciales, GBP-
Leu= grupo bajo en proteina suplementado con leucina, GBP-Thr= grupo bajo en proteina suplementado con
treonina, GBP-lle= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina. Kcal/g de peso= ingesta de energia por
gramo de peso ganado durante la gestacion. Letras distintas en la misma linea representan diferencias
estadisticas entre los grupos, prueba ANOVA, post-test de Bonferroni o T3 de Dunnett. El simbolo (*) = p<0.05
para la ANOVA.
La ingesta de energia consumida por gramo de peso ganado durante la gestacion de
las ratas Wistar hembra fue mayor para el GBP-Leu y GBP-AA en comparacion con
grupo control (26.0 = 1.5 Kcal, 21.2 + 1.1 Kcal, 14.8 + 1.9 Kcal, p=0.001,
respectivamente) y el resto de los grupos de estudio, Figura 7. El grupo de ratas
hembra control, GBP, GBP-Thr y GBP-lle tuvieron una ingesta de energia similar

durante su gestacion, Figura 7.

Las ratas gestantes suplementados con leucina (GBP-Leu) y un mix de aminoacidos
esenciales (GBP-AA), registraron un mayor consumo de energia por gramo de peso
ganado durante la gestacion, sin embargo, la ganancia de peso total fue menor en
comparacion con el resto de los grupos de estudio. Existe evidencia de que los

aminoacidos de cadena ramificada, especificamente la leucina, favorece la sintesis
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de proteina muscular con el control de ganancia de peso y composicion corporal
(Layman, 2003). Un estudio realizado en ratas refiere que existe una interaccion
entre el aminoacido de cadena ramificada (leucina) y el metabolismo de la insulina y
la glucosa, una dieta en leucina reduce la pérdida de tejido magro y aumenta la
pérdida de grasa corporal (Layman & Walker, 2006). Por lo que a pesar que el
consumo de energia fue mayor, este no favorecié la ganancia de peso en estos

grupos de estudio, leucina y mix de aminoacidos.

La diferencia de peso ganado durante la gestacion de ratas Wistar hembra fue mayor
para el grupo control en la primera y segunda semana en comparacion con el GBP-
AA (p=0.001), Tabla 7. La diferencia total de peso ganado durante toda la gestacion
fue semejante entre el grupo control, GBP y GBP.lle, pero mayor en comparacion
con el GBP-AA, GBP-Leu y GBP-Thr, (p=0.001), Tabla 7.

El promedio de crias en ratas Wistar fue de 10.7 para el grupo control y el GBP en
comparacién con el resto de los grupos de estudio que oscilan entre 7 y 8 crias por
camada, Tabla 7. La proteina en la dieta durante la gestacion es necesaria para
garantizar un depdsito adecuado de proteinas en los tejidos maternos y fetales. Por
tal razon en humano el requerimiento aumenta un 58% y en la rata Wistar un 70%
durante la gestacién. Un estudio realizado en ratas Wistar con restriccion proteica (8
g) menciona que el numero de crias se afecta por el déficit de proteinas (Gotardo,
Dipe, Hueza, & Gorniak, 2017).

El porcentaje de sobrevida de las crias fue menor para el GBP (65.6%), seguido del
GBP-AA, GBP-Leu, GBP-Thr y GBP-lle en comparacion con el grupo control que
presentd el 100% de sobrevida, Tabla 7. En este trabajo los animales del GBP
registraron el mismo numero de crias que el grupo control, siendo menor para el
resto de los grupos de estudio, sin embargo, la sobrevida de las crias fue menor para
todos los grupos de estudio en comparacion con el grupo control. Por lo que la
restriccion de proteinas en ratas gestantes si afecta el nimero de crias totales al
destete (Gotardo et al., 2017).
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Tabla 7. Diferencias de peso, ganancia de peso, hemoglobina, albumina y sobrevivencia en ratas Wistar hembra durante
la gestacion y lactancia.

Control GBP GBP-AA GBP-Leu GBP-Thr GBP-lle P

DPGesS1 (g) 128+13° 171+26% 105:08° 37+01° 65:01° 130:+14° 0001
DPGesS?2 (g) 3154022 371+31 253+07° 309+05 237+05° 223+17°  0.001
DPGesS3 (g) 50.4+0.8  47.8+0.8 412+07° 354+14° 528+17 615+10%  0.001
Total (g) 316+07% 340+04° 257+04° 234:03° 278+07° 323:08 0.001
No.crias 107+11  10.7+3.2 70+17 7.7+ 3.0 8.0+ 3.6 8.6+2.3 0.442
GanPG (g) 108.1+14.3 1236+912 785+7.8° 742+139° 841+21.3 1063+48  0.004
GanPcria b b b b b a

(@lorias) 102+15° 103+07 9.9+0.9 95+0.1 9.7+0.8 14.8+ 1.2 0.001
Hb (g/dL) 197+01% 164+14 152+07° 168+11 146+02° 167+08  0.001
Alb (mg/dL) 42+01 41+0.23 3.7+0.3 43+04 3.9+07 42+01 0.098
Sobrevida (%) 100 65.6 76.2 435 58.3 69.2

Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, GBP-AA= grupo bajo en proteina suplementado con aminoacidos esenciales, GBP-Leu= grupo bajo en proteina
suplementado con leucina, GBP-Thr= grupo bajo en proteina suplementado con treonina, GBP-lle= grupo bajo en proteina suplementado con isoleucina, DPGeS1=
diferencia de peso gestacién semana 1, DPGeS2= diferencia de peso gestacion semana 2, DPGeS3= diferencia de peso gestacion semana 3, GanPG= ganancia de
peso en la gestacion, GanPcria= ganancia de peso por cria, Hb= hemoglobina al final de la lactancia, Alb= albimina al final de la lactancia, p= representa el valor de
significancia para la prueba ANOVA. Letras distintas en la misma linea representan diferencias estadisticas entre los grupos, prueba ANOVA, post-test de Bonferroni o
T3 de Dunnett.
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La ganancia de peso total durante la gestacion fue mayor para el GBP en
comparacion con el GBP-AAy GBP-Leu (123.6 £9.1gvs 785+ 7.89, 74.2+13.9¢,
p=0.004, respectivamente), Tabla 7. La ganancia de peso por cria fue de 14.8 £+ 1.2 g
para el GBP-lle y en el grupo control que fue de 10.2 + 1.5 g, Tabla 7.

Las ratas Wistar hembra del GBP-AA registraron en promedio 4.5 g/dL menos de
hemoglobina en comparacién con el grupo control (p=0.001), Tabla 7. La deplecion
proteica de las ratas gestantes tuvo efectos negativos en la concentracion de
hemoglobina, posiblemente por el incremento en la sintesis de eritrocitos y mayor
volumen de sangre que demanda la gestacion, que se cubrio en las ratas controles,
pero no en las que tenian una dieta baja en proteina con o sin suplemento de algun

aminoéacido.

El peso de las crias de ratas Wistar hembra al término de la lactancia fue mayor para
el grupo control y GBP-Ille en comparacion con el GBP-AA (35.2+1.7 9, 32.2+ 2.7 ¢
vs 20.1 £ 1.6 g, p= 0.001, respectivamente) y el resto de los grupos de estudio, Tabla
8 y Tabla 8.1. En este trabajo las crias de madres con restriccion proteica
presentaron un peso menor al término de la lactancia en comparacion con el grupo
control, a pesar de la suplementacion de aminoacidos esenciales, con excepcién de
las crias de madres del GBP-lle, en quienes el peso registrado fue similar al grupo
control. Lo observado en las crias puede atribuirse a la restriccion proteica durante la
gestacién y lactancia. La lactancia es un periodo critico, ya que la calidad y cantidad
de la leche determina el estado nutricional futuro de las crias (Gotardo et al., 2017).
Un estudio realizado en ratas lactantes con restriccién de proteina del 8% refiere que
la condicion nutricional de la madre influye en el peso corporal de su descendencia,
ademas, también se observa una reduccién en la produccion de la leche debido a

una disminuida sintesis de proteina en la glandula mamaria (Passos, 2000).

La concentracion sérica de albumina en las crias al dia 21 de vida fue en promedio
de 3.6 £ 0.2 mg/dL para el grupo control y 3.7 £ 0.2 mg/dL para el GBP-lle, la
concentracion fue menor para el resto de los grupos de estudio (p=0.001), Tabla 8 y

Tabla 8.1. Las crias de ratas con restriccion proteica registraron una concentracion
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sérica de albumina y hemoglobina menor, en comparacion con el grupo control y
GBP-lle. La menor concentracion 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 funcion de las células, tejidos y 6rganos,
debido al aporte insuficiente de aminoacidos esenciales para la sintesis de proteinas

estructurales y funcionales como la albumina y la hemoglobina (Gonzalez, 2013).

Un estudio realizado en ratas Wistar alimentadas al 75% del requerimiento de
nutrientes, refiere que la restriccion en el aporte de proteinas, provoca la disminucion
de valores séricos de las proteinas totales y albumina, debido a que la albumina es la
principal proteina plasméatica (Gonzalez, 2013). Los resultados en este trabajo son
similares al estudio anterior, ya que la concentracion sérica de albumina fue mayor
para el grupo control y GBP-lle, disminuyendo para el resto de los grupos de estudio

con y sin suplementacion de aminoacidos esenciales.

Como se indica en la Tabla 8 y Tabla 8.1, la concentracion de albumina fue mayor en
la crias del GBP-lle en comparacion con el resto de las crias de los grupos bajos en
proteina. Se ha descrito que la restriccion de proteina en la dieta afecta la produccion
de albumina por la ausencia de aminoacidos esenciales, sin embargo, cuando a las
dietas se le adiciona una mezcla de aminoacidos que incluyen triptéfano e isoleucina
se aumenta la sintesis de albumina (Rothschild, Oratz, Mongelli, Fishman, &
Schreiber, 1969). Por lo que la suplementacion de isoleucina en el GBP-lle se

favorecio por el efecto positivo descrito para este aminoacido esencial.

Las crias del grupo control presentaron el nivel de hemoglobina mas alto al dia 21 de
vida (11.2 £ 0.9 g/dL) en comparacion con el GBP, GBP-AA, GBP-Leu, GBP-Thr y
GBP-lle (p=0.001), Tabla 8 y Tabla 8.1. En contraparte no se observaron diferencias
significativas en la concentracion de hemoglobina en las crias suplementadas con
isoleucina, leucina, treonina y el mix de aminoacidos. Una limitada ingesta de
proteinas es capaz de producir una baja cantidad de globina y por lo tanto de
hemoglobina a pesar de que exista un consumo de hierro adecuado (Whipple &
Robscheit-Robbins, 1942). Sea descrito que la suplementacion de triptéfano
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incrementa la formacion de hemoglobina (Sauberlich & Baumann, 1946), otros
aminoacidos como la leucina, metionina y tirosina no tienen efectos positivos en la
concentracion de hemoglobina (Whipple & Robscheit-Robbins, 1940). Esto indica
que la suplementaciébn con aminoacidos tiene poco efecto en la sintesis de

hemoglobina, siendo la ingesta total de proteinas el factor mas importante.

Tabla 8. Peso, hemoglobina y albumina de crias de ratas
Wistar suplementadas con 7 aminoacidos esenciales al
término de la lactancia.

Control GBP GBP-AA
Pcrias (g) 352+17% 202+26° 201+16°
Hb (g/dL) 11.2+09% 83+08° 98+11°

Ab (mg/dl)  36+02% 28+01°% 26+03"

Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, GBP-AA= grupo bajo en
proteina suplementado con aminoéacidos esenciales, Hb= hemoglobina al final de
la lactancia, Alb= albumina al final de la lactancia. Letras distintas en la misma
linea representan diferencias estadisticas entre los grupos, prueba ANOVA, post-
test de Bonferroni o T3 de Dunnett.

Tabla 8.1 Peso, hemoglobina y albimina de crias de ratas
Wistar suplementadas leucina, treonina e isoleucina al
término de la lactancia. Continuacién Tabla 8.

GBP-Leu GBP-Thr GBP-lle
Pcrias (g) 282+16° 221+45° 322%27
Hb (g/dL) 94+15° 69+09° 86+06"

Ab (mg/dl)  31+03°9 30+04P 37+02%

GBP-Leu= grupo bajo en proteina suplementado con leucina, GBP-Thr= grupo
bajo en proteina suplementado con treonina, GBP-lle= grupo bajo en proteina
suplementado con isoleucina, Hb= hemoglobina al final de la lactancia, Alb=
albumina al final de la lactancia. Letras distintas en la misma linea representan
diferencias estadisticas entre los grupos, prueba ANOVA, post-test de Bonferroni
0 T3 de Dunnett.
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El peso y longitud promedio de los huesos largos de patas delanteras y traseras de
crias de ratas Wistar hembra fue mayor para el grupo control, en comparacién con el
GBP y el resto de los grupos de estudio (p=0.001), Tabla 9. La proteina de la dieta es
un nutriente esencial en la salud ésea afectandola de varias formas, al ser un
componente de la estructura de la matriz del hueso regulando la concentracion del
factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF-1) y afectando el metabolismo del
calcio (absorcion) (Lorincz, Manske, & Zernicke, 2009); estas funciones explican la
falta de crecimiento (peso y longitud) de los huesos largos de las crias de los grupos

bajos en proteina, a pesar de tener una suplementacion con aminoacidos esenciales.

Los huesos radio, tibia y fémur de crias de ratas Wistar hembra del GBP-lle
registraron un mayor peso (7.1 + 0.6 mg, 27.1 £+ 23 mg y 215 * 1.4 mg,
respectivamente) en relacién con el GBP (5.6 + 1.1 mg, 22.1 £+ 1.1 mgy 16.3 £+ 1.3
mg, respectivamente), GBP-AA, GBP-Thr y GBP-Leu, (p=0.001), Tabla 9. La longitud
de los huesos humero y tibia del GBP-lle (1.1 £ 0.05 cm y 1.6 + 0.05 cm), fue mayor
en comparacion con el GBP (1.0 £ 0.01 cm y 1.5 + 0.03 cm), GBP-AA, GBP-Thr y
GBP-Leu, (p=0.001), Tabla 9. Se ha publicado en otro estudio que los aminoacidos
histidina, serina, tirosina, isoleucina, fenilalanina y lisina disminuyen
significativamente en crias de ratas con restriccion de proteinas (Fetoui, Mahjoubi-
Samet, Guermazi, & Zeghal, 2008), sin embargo, existe poca evidencia de la

suplementacién con aminoacidos en el crecimiento de huesos largos en rata Wistar.

Estudios refieren que el tripéptido IPP (Isoleucina-Prolina-Prolina), mejora la
expresion genética, aumentando la funciébn y el numero de osteoblastos,
favoreciendo la formacién y estructura de la masa Osea. El IPP contribuye
positivamente en la masa mineral 6sea (Huttunen, Pekkinen, Ahlstrom, & Lamberg-
Allardt, 2007). De acuerdo con los resultados de este trabajo, el GBP-lle presento
mayor peso Y longitud de huesos largos en comparacion con los otros grupos bajos
en proteina, esto debido a la suplementacion con isoleucina, a pesar de los efectos
positivos obtenidos con la suplementacion de isoleucina, estos no fueron suficientes

para obtener resultados semejantes a los del grupo control.
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Tabla 9. Peso y longitud de huesos largos de patas delanteras y traseras de crias de ratas Wistar suplementadas
con aminoacidos esenciales.

Huesos Control GBP GBP-AA GBP-Leu GBP-Thr GBP-lle p
Humero
Peso (mg) 196+21% 144+13° 104+11°% 156+17° 86+27° 165+1.7° 0.001
Longitud (cm) 1.2+012 1.0+001°% 0095+01°% 09+004%® 099+01° 1.1+005° 0.001
OléCub
Peso (mg) 149+09% 113+11° 815+11°% 107+09° 6.8+20° 123+105°° 0.001
Longitud (cm) 15+01% 14+005° 13+005°¢ 13+01° 12+01° 14:006° 0.001
Radio
Peso (mg) 83+08% 56+11°0 31:05"° 50+08° 27+09" 71:06° 0.001
Longitud (cm) 1.2+0.04% 11+006° 09+004°% 09+01° 09+08° 11+005% 0.001
Tibia
Peso (mg) 363+26% 221+11°% 144+25°0 197+27P9 129+27° 271+23° 0.001
Longitud (cm) 1.7+0.04% 15+003°% 13+01°? 13+01° 13+01° 16+005°° 0.001
Fémur
Peso (mg) 284+25% 163+13°9 127+22°% 161+29P9 96+26P" 215+14 °° 0.001

Longitud (cm) 1.3+0.03% 11+004° 1.0+005°? 09+01° 09+07% 12+001% 0.001

Control= grupo control, GBP= grupo bajo en proteina, GBP-AA= grupo bajo en proteina suplementado con aminoacidos esenciales, GBP-Leu= grupo bajo en
proteina suplementado con leucina, GBP-Thr= grupo bajo en proteina suplementado con treonina, GBP-lle= grupo bajo en proteina suplementado con
isoleucina, OléCub= olécranon mas clbito. p= representa el valor de significancia para la prueba ANOVA. Letras distintas en la misma linea representan
diferencias estadisticas entre los grupos, prueba ANOVA, post-test de Bonferroni o T3 de Dunnett.
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10.Conclusiones

1. La restriccion de proteina durante el crecimiento y gestacion en ratas Wistar
hembra no tiene efectos en la ganancia de peso en comparacion con ratas
control.

2. La restriccion de proteina durante el crecimiento y gestacion en ratas Wistar
hembra tiene efectos negativos en la concentracion de hemoglobina, pero no
en la albumina sérica en comparacién con las ratas control.

3. Las crias de ratas Wistar hembra con restriccion proteica tienen menor peso al
dia 22 de vida en comparacion con las crias del grupo control,
independientemente de que sus madres hayan recibido una suplementacién
de aminoacidos esenciales durante la gestacion y lactancia.

4. Las crias de ratas Wistar hembra con restriccién proteica registraron una
menor concentraciéon de hemoglobina y albumina sérica al dia 22 de vida en
comparacion con las crias del grupo control. Con excepcion del grupo bajo en
proteina suplementado con isoleucina, quienes presentaron una concentracion
de albumina sérica semejante al grupo control.

5. Se registr6 un menor peso y longitud de huesos largos de las patas delanteras
y traseras de crias de rata Wistar con restriccion proteica en comparacion con
las crias control. La suplementacion con isoleucina durante la gestacion y
lactancia favorecio el peso y la longitud de estos huesos sin alcanzar los

valores registrados por el grupo control.

Este estudio da lugar a la apertura de posibles nuevas investigaciones,
considerandose de vital importancia, ya que se hace evidente que la suplementacion
con isoleucina favorece el crecimiento 6seo en crias de ratas Wistar, sin embargo,
para hacer esta afirmaciébn en humanos, es necesaria su aplicacion y evaluacion

correspondiente.
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ANEXOS

12.Anexos

12.1 Anexo 1: Dictamen de aprobacion del CIECUAL.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

: ’ A\ &
/] COORDINACION ACADEMICA %Xiorerin)
(Vg DIRECCION DE SERVICIOS ACADEMICOS S
DIRECCION DEL BIOTERIO
COMITE INTERNO DE ETICA
IECUAL

DICTAMEN DE EVALUACION

DICTAMEN DE EVALUACION

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

| Estimada Dra.Guadalupe Lépez Rodriguez.

Por medio de la presente, le informamos que después de haber evaluado el protocolo intitulado

| “Efectividad de la suplementacién de aminoécidos esenciales en el crecimiento de huesos largos en crias

de ratas Wistar con restriccién del crecimiento”, éste ha sido Aproado, por lo que queda registrado con

| el Folio CIECUAL/006/2018.

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

ATENTAMENTE
“AMOR, ORDEN y PROGRESO"
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Dr Luis Delgado Olivares
PRESIDENTE DEL CIECUAL
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