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1. OBJETO



La secuencia unica y ordenada de los aminodcidos en las proteinas implica que
todos ellcs deben estar presentes en el lugar adecuado para que tenga lugar [a sintesis proteica.
Asi, cualguier aminodcido, esencial o no, adquirira una impertancia excepcional cuando se reduzca
su aporte. En esta situacion deficitaria se vera afectada la utilizacion de los restantes aminodcidos en
la sintesis de proteinas, produciéndcse una gran variedad de efectos adversos (JABLONSKY vy
RAFALSKY, 1984).

Los efectos preducidos por una deficiencia proteica o proteico-energética en la
alimentacion animal dependen esencialmente de la edad del animal, de la calidad de la proteina de
la dieta y del tiempo de duracidn de la deficiencia (MURILLC v col., 1991; CHEREL vy LE MAHO,
1991). Segun hacen alusion RUDY y CASTRO (1990) por un lado, y CHEREL y LE MAHO ({1991)
por otro, los animales mas jovenes se ven mas afectados por su historia nutricional que aquellos de

edad mas avanzada. Ello se ve muy bien reflejado en el crecimiento def animal y de sus érganos.

Cuando se utiliza una dieta carente de un aminoacido esencial, la pérdida de
nitrdogeno corporal que se observa en los animales de experimentacion varia con el tipo de
aminoacido omitido, alcanzando un maximo cuandc la dieta carece de aminoacidos azufrados,
seguida en orden decreciente por dietas carentes de valina, trecnina, is¢leucina, triptofano,

fenilalanina y tirosina, leucina y lisina (HEGER y FRYDRYCH, 1985).

MERTZ (1972) afirma que ante una nutricién inadecuada el organismo reacciona
preservando los tejidos con mayor masa metabdlica, tejidos viscerales y cerebro, mientras gue
tejidos con bajo metabolismo, tejido muscular y piel, aun siendo mas abundantes, son los gue mas

desgaste presentan.

Los estados nutricionales pueden ser normales, o bien pueden existir
enfermedades nutricionales por exceso 0 por defecto. En ambos casos existe una malnutricion, lo
cual provoca un deterioro de los tejidos corporales, menor resistencia a la infeccion, alteraciones en
la vision y, en ocasiones, hay un estancamiento del crecimienio en los nifnos (OCLOO, 1993). Los
resultados de una malnutricion proteico-energética son incrementes del riesgo de infecciones

agudas o cronicas.

Recientemente se ha demostrado la importancia de los aminodcides esenciales en
la dieta por ser importantes reguladores del crecimiento, influyendo directamente sobre la sintesis y
degradacion proteica en el musculo, e indirectamente sobre los niveles de hormonas anabdlicas:

insulina, IGF1 y T3, asi como sobre las concentraciones de los aminoacidos libres en los diverses
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compartimentos que ha venido utilizdndose como indice cualitativo de lcs cambios en el

metabolismo proteico de cada uno de tos érganos y del metabolismo proteico total.

La tasa de sintesis proteica de los diferentes tejidos animales es contrelada por el
suministro de amincacidos, pero cuando éste es inadecuado fos diferentes {ejidos responden con
una respuesta adaptativa mas o menos importante. La disponibilidad de aminoédcidos esenciales
afecta a la sintesis proteica del musculo gastrocnemio y la carencia de alguno de ellos preduce una
caida o una parada de la misma dependiendo del aminoacido esencial omitido y del tejido en

cuestion.

El musculo representa aproximadamente un 40-50% del peso corporal del adulto.
El descenso de la tasa de sintesis en el musculo esquelético durante el ayuno se hace mayor si hay
depleccién proteica, y cuando se agotan las reservas de glucdgeno la proteina muscular es la
fuente principal de precursores para la sintesis de la glucosa que necesita el cerebro, dado gue

constituye la mayor reserva proteica del organismo.

Las variaciones en la concentracién de los aminoacidos arométicos fenilalanina,
tirosina y triptéfano influyen en ia sintesis de catecolaminas y/o serotonina (THURMOND vy col,,
1990; TACKMAN y col., 1990). El aporte de dichos amincéacidos al cerebro varian con el contenido

proteico y energético de la dieta.

Existen variaciones especificas en los distintos compartimentos por el importante
papel que los aminodcidos juegan en ellos. Asi, los amincdcidos libres y los indices aminoacidicos
detectados en plasma y globulos rojos estan de algun modo correlacionados directa o

indirectamente con los aminodcidos libres del cerebro, misculo gastrecnemio e higado.

La ingesta de aminoacidos esenciales es importante para la sintesis proteica y €l
crecimiento, y algunos de ellos también estén implicados en la sintesis de aminas bidgenas como
sucede con la fenilalanina y el triptéfano. El efecto de la deficiencia de aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina y triptdfano ha sido estudiado para determinar el impacto sobre la sintesis y
concentracion de neurotransmisores (FERNSTRON y WURTMAN, 1971; MILLER y col., 1977). Sin
embargo, se ha prestado poca atencidn al déficit de estos amincacidos aromaticos en los diversos

organos en el animal adulto.

El presente estudio pretende determinar el efecto de un déficit dietario de
fenilalanina, tirosina vy triptéfano (Phe+Tyr+Trp} y esta dieta con un déficit energético del 50% frente

a una dieta control del 10% de proteina (caseina 9.8% + DL-Metionina 0.2%) durante un periodo
3



experimental de 4, 10 y 14 dias, para detectar en ratas Wistar macho de 28 dias de edad como
animales de experimentacion, los cambios que esta malnutricion proteica y proteico-energética
produce sobre la ingesta alimentaria, peso corporal y del misculo gastrccnemio, balance de
nitrégeno, creatinina, urea, contenido de acidos nucleicos, actividades enziméticas lisosomales,
transaminasas, variaciones en las ¢concentraciones de aminodcidos libres en plasma, gldbulos rojos
y musculo gastrocnemic y otros indices bioquimicos susceptibles de ser extrapolades en clinica
humana para poder ser empleados en el reconocimiento de estados poco reconocibles de

malnutricién.



2. SITUACION BIBLIOGRAFICA



2.1. ASPECTOS GENERALES DE LA ADAPTACION A LA
DEFICIENCIA PROTEICA, PROTEICO-ENERGETICA Y DE
AMINOACIDOS ESENCIALES EN LA DIETA

2.1.1. FACTORES QUE MODIFICAN EL BALANCE DE NITROGENO

El metabolismo proteico corperal se puede evaluar mediante el balance de nitrégeno.
Este representa la diferencia entre el nitrégeno ingerido y el excretado {por arina, heces y piel). Esta
diferencia puede ser positiva, si hay retencion de nitrégeno, negativa, si hay pérdida de nitrégeno, o
alcanzar ei valor cero en un estade de equilibric. Se estima el balance (B), por diferencia entre el

nitrégeno ingerido (1) v las pérdidas que se producen por orina (U), heces (F) y piel (3) en:
B=I-{U+F+8)

El balance de nitrégenc es afectado tanto por la ingesta proteica como por la energética
(MUNRO, 1964}, Asi, disminuye el balance de nitrégeno cuando fa ingesta energética se reduce por
debajo de las necesidades corporales, y aumenta cuando [as calorias aumentan por encima de los
requerimientos. Existe una relacion directa entre la energia ingerida y el balance de nitrégeno (MUNRO,
1964). También esta afectado por las hormonas anabdlicas (insulina, crecimiento, testosterona), o
catabdlicas (corticosteroides, tiroxina). Estas hormonas actian de una forma mas efectiva sobre el
metabolismo proteico muscular, debido a su gran magnitud, determinando alteraciones en el balance
de nitrégeno, que puede ocultar el efecto de estas hormonas sobre et metabolismo proteico del higado
y otros tejidos (MUNRO, 1964),

Los principales compuestos nitrogenados excretados por el rindn: urea, amoniaco,
acido Urico y creatining, responden de modo diferente a los cambios en el contenido de proteinas de la
dieta. Asi, en una dieta con contenido proteico normal, el 80% de la excrecion urinaria se realiza en
forma de urea. Este porcentaje disminuye con dietas bajas en proteinas (MUNRO y CRIM, 1980). La
excrecion de creatinina tiende a ser independiente de la dieta, puestc que refieja el pool de creatina del

musculo cuandc se administra una dieta que carece de creatina (MUNRO y CRIM, 1880).

Se produce un balance de nitrogeno negativo en ciertos estados metabdlicas como
acidesis, trauma, sepsis, quemaduras, diabetes severa y estados post-absortivos. Con excepcién de
este Ultimo, estos estados se caracterizan por una degradacion proteica, principalmente en el musculo

esguelético, con liveracién de glutamina. Ayuno y diabetes se caracterizan por un aumento en el
6



plasma y tejido muscular de aminoacidos libres (VANNINI y col., 1982}, La glutamina es e} aminoAcido
mas importante encontrado en plasma vy en tejido muscular, y contribuye de una manera importante al
balance de nifrdgeno negativo. Como demaostraron ASKANAZI y col. {1980), la disminucién de la

glutamina provoca la disminucion en el musculo de los niveles de aminoacidos esenciales.

La sintesis proteica tisular es norma! si hay un adecuadec apcrte de energia. Una
restriccion de energia en la dieta se asocia con un aumento del catabeclismo proteico, y el animal utiliza
sus reservas de proteinas para corregir la deficiencia calorica. Estudios de ROSENTHAL y ALLISON
{1956) en ratas indican que, durante una restriccién calérica, hay un aumento del catabolismo de ias

reservas proteicas y un balance de nitrégenc negative.

YOKQGOSHI y YOSHIDA (1976) estudiaron el efecto en ratas de una dieta sin
proteinas a la que afadieron metionina y treonina, observande a los 2 dias que la excrecién de
nitrogeno en orina estaba significativamente disminuida; a los 7 dias la excrecién de nitrdgeno estaba
aun mas reducida, demostrando que la suplementacion con aminoacidos esenciales a una dieta sin

proteinas no disminuye fa pérdida de nitrégano, aungue si mejora ligeramente el balance de nitrégeno.

l.a capacidad de mantener &l balance de nitrégeno dentro de un amplio rangc de
ingestas es el mas claro ejemplo de la adaptacion nutricional. La primera defensa frente a una ingesta
inadecuada es mantener la masa proteica corporal. Una vez agotada la capacidad de economizar

nitrégeno, el siguiente paso es una reduccion en la masa magra corporal (WATERLOW, 1986).

Asi, tanto en el hombre como en la rata, se observa un rapide descenso en la
eliminacién urinaria de nitrégeno cuando se les administra una dieta carente de proteina, alcanzando
posteriormente un valor constante. GOLDEN y WATERLOW (1977), sefialan en nifios malnutridos un
descenso en el turnover proteico durante el déficit, que tambien se manifiesta en animales sometidos a
dietas deficientes (GARLICK v col., 1975).

En ratas sometidas a dietas con bajo contenido en proteinas, hay una reduccién en la
actividad de las enzimas del ciclo de la urea, medido en homogenados de higade "in vitro" (SCHIMKE,
1962). )

HEGER y FRYDRYCH (1985) estudiaron el balance de nitrdgeno en ratas macho en
crecimiento alimentadas con dietas en las cuales cada aminoacido se hace variar entre 0y 120% de los
requerimientos optimos. E! balance de nitrogeno aumenta cuando aumentan los niveles dietarios de los
aminodacidos; disminuye gradualmente si el contenido de aminoacidos se reduce frente a la
concentracion optima vy, a nivel cere de ingesta, existe un balance de nitrogeno nagativo para tedos los
aminoacidos excepto para la histidina. L.as mayores pérdidas de nitrégenc corporal se proeducen con

dietas carentes de aminocacidos azufrados, sequidas por dietas sin valina, treonina, isoleucina,
7



triptéfano, aminoacidos aromaticos, leucina vy lisina. La maxima utilizacién de amincécidos esenciales

para el crecimiento se encuentra con niveles dietarics del 30-60% de los requerimientos dptimos,

Cualguier posibilidad de econemizar nitrdgeno pasa por la reduccion de la pérdida de
nitrogeno por orina. Incluso con pequenas ingestas proteicas, alrededor del 50% de la pérdida de
nitrogeno urinario es en forma de urea (BODWELL y col., 1979). El nitrégeno se pierde también por la
piel, principalmente en forma de urea; esta pérdida es menor en el caso de dietas carentes de proteinas
puestc que la concentracion de urea en sangre es menaor. Sin embarge, las péerdidas de nitrogeno por

la piel representan solo una pequefia parte del total.

Folin detalld a comienzos de siglo (FOLIN, 1305) gue la excrecion de otros metabolitos
que contienen nitrégeno como el dcido Urico, la creatina y los aminoécidos libres, son constantes a
pesar de variar el nivel de ingesta proteica, y no hay evidencia de algdn mecanismo fisiclogico para

regular esta fuente de pérdida de nitrégeno.

En la rata, la cantidad total de pérdida de nitrogenc corporal es de 3-5%, inicialmente
proviniente del higado y visceras y, mas tarde, del misculo y de la piel (WATERLOW y STEPHEN,
1966).

Los productos finales del metabolismo de! nitrégeno son excretados por crina. La
proteina procedente de ia dieta o secretada por el lumen intestinal se excreta por las heces, mientras
gue el nitrogeno excretado por la piel es urea. La menor parte se excreta por secreciones nasales, pelo,

menstruacion y semen, excretandose la mayor parte por ofina.
Los factores que afectan al balance de nitrdgeno son los siguientes:

a) Crecimiento. Durante este proceso el organismo retiene nitrégeno. Esta retencion de
nitrogeno esta controlada por [a hormona dei crecimiento y por otras hormonas como la

insulina y los andrégenos.

b}  Dafio fisico. Después de una lesién 0 una operacién quirlrgica, se produce una
excrecion de nitrogeno superior y un balance negativo, producido por una mayor

liberacion de hormonas adrecorticales.

c) Ejercicio fisico. Se piensa que las personas que realizan un ejercicio fisico duro necesitan
gran cantidad de proteina en sus dietas. Para justificar cientificamente esta afirmacion es
necesario probar que la actividad muscular aumente el catabolismo proteico, causando un

halance de nitrégeno negative, pero no esta claramente demostrado.



d) Flora bacteriana intestinal. Los rumiantes pueden utilizar la urea para formar aminoacidos
por intervencion de los microorganismos de su tracto gastrointestinal. Los animales
monogastricos normalmente no utilizan ia urea, pero cuando ta ingesta proteica es muy
baja sf pueden utilizarla. La urea difunde desde la sangre a la luz intestinal, donde las
bacterias pueden utilizarla; el amoniaco producido puede servir para la sintesis de
aminoacidos, bien directamente por las bacterias intestinales, bien tras la absorcién en la
vena porta del higado (JACKSON, 1383).

2.1.2. ADAPTACION METABOLICA A INGESTAS REDUCIDAS DE
PROTEINAS Y ENERGIA

El conjunto de los mecanisms mediante los cuales &l organismo conserva su estruciura
y funcion en condiciones adversas constituye el fenomeno de la adaptacion (WATERLOW y ALLEYNE,
1971). Posteriormente, WATERLOW (1986) definird que la adaptacidn permite mantener las

caracteristicas vitales dentro de un rango aceptable.

Las bajas concentraciones de alfa2 y beta-globulinas encontradas en el suero de nifios
prematuros han sido descritas por WHITEHEAD vy col. (1973) en kwashicrkor severo y RAGHVAN v col.
{1976), los cuales han encontrado bajos niveles de gamma-globulina sérica en escs nifios, como

consecuencia de una malnutricidén proteico-energética intrauterina.

Se sabe que la transferrina es un [ndice del estado nutricional, y la concentracion de

esta proteina disminuye en malnutricion severa (REEDS y LADITAN, 1976).

La malnutricion proteico-energética lleva consigo una serie de respuestas adaptativas;

si la malnutricidn persiste, se asocia con signos y sintomas clinicos (GURNEY, 1979).

En la adaptacion al déficit proteico y proteico-caldrico participan mecanismos a nivel

celular, hormonal y reacciones generalizadas. -

Se producen cambios en la sintesis proteica a nivel ribosdmico, con descensos de la
misma, en higado (WATERLOW y ALLEYNE, 1971) y musculo de ratas con deficiencia proteica.
Ademas, se producen modificaciones en el contenido de ribosomas tisulares (PAIN y GARLICK, 1974)

y disminucidn del crecimiento corporal.

La malnutricion proteico-calérica provoca alteraciones hormonales con movilizacién de la

grasa del tejido adiposo. Asi, los niveles de insulina plasmatica, cuando disminuyen, aumentan por
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contrapartida los niveles de glucocorticoides (OKITOLONDA y col., 1987). La hormona del crecimento
generalmente esta aumantada, mientras que los niveles de hormona tircidea estan disminuidos. En el
hombre hay evidencia de que la patologia del marasmo se debe a una deficiencia proteica y energética
y del kwashiorkor, a una malnutricion proteica acompanada de una ingesta de energia adecuada,
pueden relacionarse con elevadas actividades secretoras de corticosteroides adrenales (WHITEHEAD vy
LUNN, 1579).

Tanto la administracion de dietas deficientes de proteina, como de glucoceriicoldes,
producen una reduccion en la tasa de sintesis proteica y contenido de RNA en el musculo
(WATERLOW vy col., 1878c). Sin embargo, no esta clarc si la disminucion de la sintesis proteica en
malnutricion se ve particularmente mediada por un aumenio secundario en ios niveles de

corticosterona.

En las fases iniciales de ia deficiencia proteico-caidrica hay un descenso de [a actividad
fisica, disminuyendo el metabolismo basal con descenso de la grasa corporal; luego se produce
catabolismo muscular y aumento de aminoacidos, predominando la alanina (VITERI v ALVARADQ,
1970). En déficit proteico también se produce adaptacion celular, no sdio por las hormonas, sino por la
menor disponibilidad de aminoacidos que provoca disminucién de la sintesis proteica a nivel ribosomal.
El resultado de ambas mecanismos de adaptacién (interaccién hormonal y adaptacion celular) es un
aumentc del catabolismo proteico con una mayor disponibilidad de aminodcidos a nivel visceral. La

composicién del "pool” de aminoacidos libres se altera.

El crecimiente compensatorio es |la capacidad de los animales, a quienes previamente
se les ha restringido la ingesta, para crecer durante este periodo. Cuando son sometidos a
realimentacion, la ganancia en la proteina muscular se incrementa por encima de los valores controles
(OLOWOOKERE, 1987; AUSMAN v col., 1989). Estos animales muestran un aumento, tanto de la
proteina corporal como del contenido proteico muscular, debido a un cambio en el metabolismo
muscular (WHEATLEY vy col., 1989).

Un mecanismo impaortante en la adaptacion al ayuno es la movilizacién de las reservas
grasas y proteinas corporales, principalmente del musculo esqueletico, para paliar los requerimientos
energéticos del organismo. Se produce un aumentc en fa liberacion de aminoacidos del musculo
esqgueletico, con disminucion de la sintesis proteica y con un marcado aumento en la degradacion
proteica muscular (L! y col.,, 1679; GOODMAN vy col., 1980). Estos cambios adaptativos en el
metabolismao proteico estan acompafiados por un bajo nivel de insulina circulante, y aumento de los

glucocorticoides con incremento de la proteolisis,
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El indice de masa corporal = Peso (Kg) / Superficie corporal (m)2, es normal entre 19 y
25 (BRAY, 1979). KEYS y col. (1950) consideran que la muerte sobreviene cuando se ha perdido el

40% del peso corporal.

DOHERTY y col. {1989} llevaron a cabo estudios con distintos niveles de ingesta
proteica y de energia dietaria en grupos de nifics en proceso de recuperacion tras una malnutricién
severa. Observaron que, cuando la demanda metabdlica de proteina excede la ingesta dietaria, se
produce un mecanismo adaptativo por el cual las pérdidas de nitrégeno corporal son minimas. Hay
descensa en la produccion de urea, asi como de su excrecidn urinaria. Una gran cantidad de urea es

hidrolizada en el intestino, haciends que el nitrégeno esté disponible para procesos metabolicos.

MOTIL y col. (1981) han demostrado que la administracién a personas de dietas con
diferentes cantidades de energia y proteina provocan un periodo de adaptacion. Asi, si las personas
son alimentadas con dietas sin proteina, dicho periodo de adaptacion se lleva a cabo con una
disminucidn de la sintesis proteica y de la degradacion, mientras que si las perscnas son alimentadas
con dietas ricas en proteinas aumenta la sintesis proteica y la degradacién. El resultado de esta
adaptacion es que la degradacién proteica es menor en personas que han comide dietas pobres en

proteinas.

YAMAMOTO (1953) sugiere que la reduccion de la actividad enzimatica catabdlica en
ratas, como consecuencia de la falta de proteinas en la dieta, contribuye al proceso de adaptacion con
deficit proteico. Esta reduccion de la actividad catabdlica enzimatica se explica por el control hormonal

caracteristico,

En relacion a la adaptacién a bajas ingestas proteicas, la capacidad de conseguir
mantener el balance de nitrdégeno es, probablemente, el ejemplo mas claro de la adaptacion nutricional.
El organismo tiene que mantener constante la masa proteica corporal, economizando nitrégeno y
reduciendo la masa corporal (WATERLOW. 1988). En nifos, si la ingesta de proteinas es inadecuada,

hay una disminucion del crecimiento y del peso.

Un modo por el cual los animales fienden a adaptarse a cambios en la dieta es mediante
la regulacion de la absorcion intestinal de nutrientes (KARASOV y DIAMOND, 1983).

La adaptacion a ingestas tajas en energia en sujetos con baja actividad fisica es de 1.4
x lasa metabdlica basal, datos estimades por estudios calorimétricos de la energia gastada
(FAO/MWHO/MANU, 1985). La tasa metabdlica basal (TMB) es la energia gastada por una persona en

ayuno y completamente relajada, en condiciones ambientales normales de temperatura. Se expresa en



kcal. por persona y dia. En perscnas sanas, la TMB/Kg aumenta a medida que disminuye el peso
corporal (FAO/WHGC/UNU, 1985).

El organismc emplea cuatro estrategias para adaptarse a una ingesta energética baja
(WATERLOW, 1986).

1. Manteniendo el peso corporal bajo.

2. Reduciendo la actividad voluntariamente.

3. Reduciendo la actividad involuntariamente.

4. Mediante adapiaciones metabdlicas adecuadas.

Para establecer los nuevos cambios adaptativos, el gasto energético debe estar

relacionado con el peso corporal.

APFELBAUM y col. (1969) v JAMES (1981) han estudiado el efecto de la Tasa
Metabdlica Basal (TMB} en restricciocnes de ingesta y con la consiguiente pérdida de peso. Los
resultados son variables pero, en general, hay una disminucién inicial de la TMB en respuesta a la
reduccion de la ingesta energética. WATERLOW y STEPHEN (1966) han observado una pérdida de
muscular en ratas con una TMB baja, mientras que en tejidos viscerales como el cerebro existe con una
TMB alta que tiende a preservarlo. La adaptacion mas impontanie a ingestas bajas de energia es la
reduccién del peso corporal (WATERLOW, 1886).

El organismo tiende a mantener el equilibrio dinamico y caldrico por mecanismos
fisioldgices. Tras la ingesta de una dieta rica en energia, la mayor parte de los nutrientes forman fosfatos
ricos en energia, grasa y glucdgeno, y éstos descienden para obtener energia utilizable durante cortos
periodos de ayuno, o bien en periodos de elevado gasto energético. En periodos de falta de energia
severa o de restriccion proteica, el organismo progresivamente se va adaptando hasta conseguir una
"adaptacién maxima", es decir, la demanda de nutrientes desciende hasta conseguir un equilibrio
compatible con el nivel bajo de la disponibilidad de nutrientes. Si, en este momento, persiste la falta de
nutrientes por debajo del nivel en el que el organismo puede adaptarse, sobreviene la muerte (VITERI y
ALVARADO, 1970).

El cambio adaptativo mas significativo es el reciclaje de aminoacidos. También ocurre
(WATERLOW y ALLEYNE, 1971) gue:

. Aumenta la vida media de algunas proteinas, como la albimina, y disminuye el turnover
de amincacidos y proteinas.
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. Cambia la distribucién interna de profeinas (como la albimina, fa cual disminuye mas en

el espacio extravascular que en el intravascular).

. Disminuyen iocs compuestos nitrogenados, como la urea, gue es utilizada como fuente

de nitrégeno.

. Reduccidn de la masa corporal, en un principio del mdsculo y también de ia piel, con

pérdida de proteinas.
. Disminuye el consumo de oxigenao basal.

También se produce disminucién de la oxidacidn de amincacidos. Hay infeccidn y
anorexia, y disminucion de {a ingesta de alimentos. La fiebre aumenta el gasto de energia, acompariado
por pérdidas de nitrégeno y cambio hacia la utilizacién de aminoacidos como fuente de energia. Los
aminoacidos son utilizados también para la sintesis de proteinas, coma gammaglobulinas o anticuerpos
{BEISEL, 1975). L.a capacidad funcional de fa hipdfisis disminuye. La respuesta celular a ia estimulacién

hormonal, asi como el metabolismc hormonal, se alteran.

El individuo debe sacrificar algunas funciones y la reserva de nutrientes:

* El contenido total de potasio se reduce (FRENK y col., 1857},

. La caniidad total de hemoglobina disminuye, con lo cual desciende |a demanda de
oxigeno.

. Hay descenso en la produccidn de glabulos rojos, lo cual provoca dilucion de la sangre

(VITERI y col., 1968).

. Disminuye el trabajo cardiaco, produciendo hipotension. Para compensaria se produce
taquicardia.
. Disminuye la filtracion glomerular y Ja funcion tubular, con o cual los mecanismos de

acidificacion estan disminuidos. Antes de que esto ocurra, hay retencidn de sodio y
aumenta fa actividad antidiurética para incrementar ef agua corporal total y extracelular.

Sin embargo, et agua intracelular se reduce porque hay pérdida de masa corporal.

. Reduccion de la capacidad fisica.

También ocurra:
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. Disminucion de la absorcion intestinal, con lo cual disminuye la absorcion de lipidos vy

de glucosa.

. Disminucion de la capacidad de transporte de sustancias que se unen a proteinas en
sangre.

. Disminucidn de la funcitn gonadal.

. Reduccién de la resistencia a la infeccion.

. El sistema inmunolégico es afectado, incluida la inmunidad mediada por células:

anticuerpos, fagocitos, complementos y lisozimas. Esto induce a estos pacientes a ser

susceptibles de padecer infecciones severas.

. Disminuye fa produccion de jugos gastricos, pancreaticos y biliares, produciéndose

alteracién en las funciones de absorcién.

. Diarrea, con lo cual hay malabsercién (VITERI y col., 1973).

2.1.3. DEFICIENCIA DE AMINOACIDOS ESENCIALES EN LA DIETA

La pregunta de cudles san los aminoacidos indispensables para los humanos es muy
importante para el mantenimiento de una buena nutricidn en el adulto y para promover el crecimiento y
el desarrollc en el nifio, particularmente cuando ja ingesta de proteinas esta limitada o hay alguna
enfermedad. La ausencia o deficiencia de amincdcidos esenciales en la dieta provoca un balance de
nitrogeno negativo, pérdida de pesoc, anormal desarrollo en nifios y jovenes, deficiencias y sintomas
clinicos. Existen una gran variedad de desordenes clinicos, tales como anemia, edema, formacién de

cataratas, hipoproteinemia, cirrosis y muerte (ALBANESE, 1952).

La importancia de la proteina en la dieta se debe a ser fuente de aminoacidos. Alguncs
de ellos son esenciales (o indispensables), es decir, su esqueleto carbonado no es sintetizado por el
organismo animal. Otros son no esenciales (o dispensables), es decir, pueden ser fabricados por el

animal a partir de carbono y de nitrogeno precursores {(MUNRO y CRIM, 1980).

Para el hombre, los aminoacidos esenciales son: histidina, isoleucina, leucing, lisina,
metionina, fenifalanina, treonina, triptéfanc y valina; se debe sefalar que cisteina y tircsina son

sintetizados a partir de metionina y fenilalanina, respectivamente. Los amincacidos ne esenciales son:
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alanina, arginina, acido aspértico, asparragina, acido giutamico, glutamina, glicina, prolina y serina, es

decir, el organismo puede sintetizarlos a partir de precursores (MUNRO y CRIM, 1980).

Todos los aminoacidos, excepto la glicina, poseen un carbono asimeétrico, es decir,
existen dos isémeros dpticos activos que desvian el plano de la luz polarizada hacia la izquierda
{levogiros) o hacia la derecha (dextrdgiros). Solo las formas L de estos aminodcidos isomeros pueden
ser utilizados por el organismo para formar las proteinas. Existen transaminaciones que hacen que se
pase de formas D a formas L, para que éstas puedan ser utilizadas (MUNRO y CRIM, 1980). La
capacidad de utilizar D-aminoacidos esta limitada a algunos aminoacidos que varian segln las especies.

El hombre sdlo puede utilizar D-metionina y D-fenilalanina {MUNRO, 1369},

Los amincacidos tienen cadena neutra, alifética o arcmatica. La clasificacion de los
amincdcidos en neutres, dcidos o basicos tiene especial importancia en el transporte a través de ias
membranas. En general, los aminodcidos neutros, acidos o basicos entran en los tejidos por diferentes

mecanismos de transporte.

Con respecto a los aminaacidos neutros, CHRISTENSEN (1964) describe dos tipos de
mecanismos. Ei primero posee elevada afinidad por la alanina y por el &cido alfa-aminocisobutirico, un
aminodcido sintético y no proteico. Es sensible este mecanismo a inhibidores respiratorios. El segundo
mecanismo es relativamente insensible a inhibidores respiratorios y es el de los aminoacidos de cadena

ramificada, intercambia aminodacidos neutros extracelulares por aminoacidos neutros intracelulares.

Finalmente, MEISTER (1973) ha propuesto un mecanismo localizado en la membrana

celular y en el que se encuentra implicada la glutationina.

-

ROSE (1957} realizd estudios de balance de nitrogeno durante los afios 40 y 50 en
hombres voluntarios adultos y sanos que fueron alimentados con dietas deficientes en uno o mas
aminodcidos. Estos estudios definieron un grupo de 8 aminodcidos, de tal forma que cuando uno de
es0s aminoacidos fueron suprimidos de la dieta, los voluntarios rapidamente tenian un balance de
nitrégeno negativo. Estos aminodcidos esenciales para mantener la salud en el aduito son: isoleucina,

leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina.

En un principio, para conocer la esencialidad o no esencialidad de los aminoacidos se
realizaban estudios de balance de nitrégeno. Ahora se realizan estudios en peoblaciones con diferentes

aspectos clinicos y metabdlicos.

Por ello, LAIDLAW y KOPLE (1987) amplian la clasificacién de los aminodcidos hizo
JACKSON (1983). Evaluaron la indispensabilidad de los aminocacidos individualmente segun sus

componentes estructurales {esqueleto carbonado y grupo amino). Sugieren que se reclasifiguen los
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aminoacidos en cinco categorias basadas en la capacidad o en la incapacidad del organismo de
sintetizar todo o parte de ios aminodcidos, unido a posteriores revisiones de esta clasificacion segun fa

capacidad del organismo para sintetizar ios amincacides en salud o en enfermedad:

1. Amincacidos totalmente esenciales. Son: lisina y treonina. Sus esqueletos carbonados
no pueden ser sintetizados "in vivo" y no pueden ser formados por transaminacion. Se
producen efectos metabdlicos y hutricionales adversos si estos amincacidos se
suprimen de la dieta; ningun precursor metabolico o producto puede ser sustituido por

estos aminoacidos.

2 Esqueieto carbcnado esencial. Son: histidina, iscleucina, leucina, metionina,
fenitalanina, triptéfano y valina. El esqueleto carbonado de estos aminodcidos no
puede ser sintetizado por los humancs, pero pueden ser sintetizados por
transaminacion a partir de sus ketoacidos o hidroxiacidos analogos. La deficiencia en

estas aminoacidos se manifiesta por un rapido balance de nitrdgeno negativo.

3 Condicionalmente esenciales. Puede reducir los requerimientos nutricionales de
algunos aminocacidos esenciales; pueden ser esenciales si no se ingieren sus

precursores. Son: tirosina, cisteina y, posiblemente, ornitina y citrulina.

4 Con esencialidad adquirida. Pueden ser esenciales en estados metabdlicos como

inmadurez ¢ stress severo. Estas situaciones incluyen:

a) inmadurez ¢ sintesis de procesos en nifos prematuros o recién nacidos

. {cisteina y tirosina).

b) Desordenes genéticos en actividades enzimaticas (arginina, citrulina, cisteinay
tirosina).

c) Enfermedades como fallo hepatico crénico (cisteina, tirosina, arginina vy
citrutina). .

d) Aminodcidos que pueden inyectarse en nutricion intravenosa (arginina v,

posiblemente, citrulina).

5. No esenciales. Son: aianina, aspartico y glutdmico. Su esgueletc carbonado es

rapidamente sintetizado y su grupo amino es rapidamente transaminado.
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Aunque hay datos de la esencialidad de la taurina en determinadas situaciones
{nutricién parenteral, ninos prematuros), se necesitan mdas esiudios para caracterizar la

ingispensabilidad de este amino&acido.

BESSMAN (1979) sugiere que para que el desarrollc del organismo sea correcto deben
mantenerse uncs niveles apropiados de amincacides que aseguren la sintesis proteica; si la
concentracion de un amincacidos en particular disminuye por debajo de un determinado nivel, la

sintesis proteica tambien disminuye.

Cuando los humanos ingieren dietas con bajo contenido en nitrégeno, el balance de
nitrégeno puede mantenerse mejor con una mezcla de aminoacidos esenciaies (ANDERSON y
HEINDEL, 1969).

Ratas gue ingieren dietas que contienen solc aminoacidos esenciales tienen menor
pesc que ratas que ingieren dietas con aminoacidos esenciales y no esenciales (HARPER, 1983).
Cuando el nitrdgeno no esencial es suprimido por una mezcla de aminoacidos esenciales, las ratas

aumentan de pese y resuita mas facit mantener el balance de nitrégeno.

En la rata, se consideran amincacidos esenciales: arginina, histidina, lisina, isoleucina,

leucina, valina, fenilalanina, metionina, trecnina y triptéfano.

RABINOVITZ (1992) ha demostrado gue la deficiencia de aminoacidos esenciales
provoca una degradacion en los mecanismos de iniciacion de la cadena peptidica como resultado de

una disgregacion de los polirribosomas.

-

WARD v col. (1983) han demostrado que afiadiendo un suplemento a la dieta estandar
de un hospital (97 g de proteina y 1.600 kcal) de 42 g de proteina y 1.800 kcal, se incrementa la sintesis

proteica corporal total y la degradacion durante el periodo de ayuno.

Los requermientos de protefnas son las cantidades necesarias ingeridas en la dieta
para reemplazar obligatoriamente las pérdidas de nitrégeno. El total de pérdida diaria es de 54 mg.
N/Kg. peso. Puede expresarse en forma de la proteina corporal que es necesaric reemplazar
diariamente de las fuenies de la dieta usando el facter de conversion N x 6.25 para dar el peso de la
proteina. El resultado final es una pérdida diaria de 0.34 g de proteina corporal /Kg de peso (MUNRO v
CRIM, 1980).

El balance de nitrogeno esta influenciado por la ingesta energética (INOUE y cal, 1973).
Asi, dependiendo del valor energético de la dieta (huevo, arroz, ete.}, tos requerimientos minimos de

proteina varian.



Las necesidades proteicas durante los primercs seis meses de vida (GARZA vy col,
1978} es de 2.4 g/Kg de peso y durante 1os siguientes seis meses es de 1.5 g/Kg, puesto que en e
primer afio de vida aumenta el pese en 7 Kg. Después disminuye a 1.1 g/Kg, necesitando el aduito 0.8

g/Kg. En la gestacién se deposita 1 Kg de proteina en el feto. La madre necesita un aporte adicional de

30 g diarios.
Existen factores que influyen en los requerimientos de proteina (SCRIMSHAW vy col.,
1966):
. Stress: aumenta la eliminacion de nitrogeno.
. Elevadas temperaturas: aumenta la eliminacidn de nitrogeno, y se compensa con la

disminucicn de la excrecion de nitrdgeno urinario.

Los requerimientos de proteinas aumentan en un 100% durante la lactancia, de
0.4g/kg/dia a 0.8 g/kg/dia. Durante el embarazo, los requerimientos de proteinas aumentan un 27%,
mientras el aumento de los requerimientos energétices es de un 25% (MORRISON y NARAYANA,
1987).

En cuanto a las necesidades de proteinas y aminoacidos en enfermos, existen dos
problemas: los requerimientos nutricionales durante la fase aguda y durante ia recuperacion. En
cualquier caso, las peérdidas de proteinas en diferentes enfermedades son apreciables y es necesario
reponerlas. En algunas enfermedades, la ingesta proteica esta restringida, como ocurre cuando hay
uremia, puesto que la capacidad de eliminar nitrdgeno esta disminuida. En el caso de uremia, si se
administra al paciente 0.5 g. de proteina/Kg. de peso, resiste infecciones mejor gque si se le administra
0.25 g. Para reducir la cantidad de nitrogeno excretado en pacientes con uremia, se les administra

analogos de aminoacidos esenciales libres de nitrégeno.

La necesidad de aminoacidos esenciales, expresadc como propoicién del
requerimiento de proteina, desciende marcadamente con la edad, desde un 54% en bebés hasta un
16% en adultos, Esto parece reflejar un cambio con la propia naturaleza de las necesidades proteicas,
definidas éstas como mantenimiento (ingesta necesaria para el equilibrio de nitrégeno) + crecimiento
(FAO/WHO/UNU, 1985). El descensa de los requerimientes de proteina para el crecimiente, que se
hace cero en el adulto, con excepcidn del embarazo y la lactancia, es el responsable de la reduccion del
requerimiento proteico con la edad, ya que el componente de mantenimiento disminuye sdlo
ligeramente en la lactancia (MILLWARD y RIVERS, 1988}.

Aungue en general se asume gue se produce un descenso brusce en la utilizacion de
aminoacidos esenciales cuando la ingesta excede el requerimiento ¢ptimo, HEGER v FRYDRYCH
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(1985) no han podido demostrar tal cambio constatando, de hecho, un descensc en la eficiencia de
utilizacién de los amincacidos casi lineal a medida que aumenta e! nivel dietario de éstos desde un 60 a
un 120% del requerimiento dptimo. Parece asi que la cantidad de amincacido catabolizado aumenta
gradualmente antes de alcanzar un 6ptimo, sin cambios marcados cuando los niveles superan este

punto, aungue reconocen la necesidad de mas observaciones a elevados niveles de ingesta.

En el extremo opuesto, la carencia total o deficiencia de un amincacido esencial en la
dieta puede llevar a un balance de nitrogeno negativo, pérdida de peso, alteracion del crecimiento en
nifios, deficiencias subclinicas y sintomas clinicos, los cuales pueden variar de acuerde con el

aminoacido deficiente.

Cuando se utiliza una dieta carente de un aminodcido esencizl, la pérdida de nitrégeno
corporal que se oberva en los animales de experimentacion varia con el tipo de aminoacido omitido,
alcanzando un maximo cuando la dieta carece de aminoacidos azufrados, seguida en orden
decreciente por dietas carentes de valina, treonina, isoleucina, triptdfano, aminoacides aromaticos,
leucina y lisina (HEGER y FRYDRYCH, 1985).

La magnitud de la pérdida de nitrogeno, debida a deficiencia severa de aminoacidos,
depende de la limitacion de los aminocdcidos endégenos, |os cuales son importantes precursores de la
sintesis proteica "de novo" (HEGER y FRYDRYCH, 1885). Se demuestra asi que la metionina y la
treonina son los dos primeros amincacidos limitantes de origen enddgeno, y que su suplementacion a
una dieta carente de proteina tiene un significativo efecto ahorrador de nitrogeno. En este sentido, la
reduccién en la secrecién urinaria de nitrégeno provocada per suplementacion de metionina y treonina,
podria deberse a una mejora en la reutilizacién de los otros aminoacidos (YOKOGOSHI| y YOSHIDA,
1976).

2.2. VISION GENERAL DEL METABOLISMO DE
AMINOACIDOS

En los mamiferos, el catabolismo de los aminoacidos tiene lugar principalmente en ¢l
higado. Aunque el rifién también participa, el misculo esquelético es relativamente inactivo y solo

interviene de manera esencial en la degradacién de los aminoacidos de cadena ramificada.

Los grupes aminc comparten un finai comun, al menos en los vertebrados, los cuales

excretan el nitrogeno aminico en forma de urea, de amoniaco ¢ de acido urico, segln las especies. En
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el Esguema | se resumen {as vias degradativas del metabclismo de aminoacidos en higado, musculo,

rifon v cerebro.

Los esqueletos carbonados por degradacion oxidativa se transferman en compuestos

que pueden incorporarse al ciclo del acido tricarboxilico.

Los grupos amino de la mayoria de los aminodcidos, se eliminan por transaminacion al

piruvato, al oxalacetato ¢ al oxoglutarato para, finalmente, rendir glutamato.
En otros casos, los grupos amino se separan por desaminacion oxidativa.

Los atomos de carbono se incorporan al ciclo del dcido tricarboxilico a través de cinco

rutas, que implican al acetiiCoA, oxoglutarato, succinato, fumarato y oxalacetato, respectivamente.

LLos aminoéacidos prolina, histidina, arginina, glutamina y acido glutémico penetran por la

via del oxogiutarato. Metionina, isoleucina vy valina se incorporan por la via del succinato (esquema 1).

Cuatro atomos de carbono de |z fenilalanina y de la tirosina entran en la via del fumarato,

y la asparragina y el &cido aspartico lo hacen por la via del oxalacetato.

En los animales ureotélicos, la urea es el producte final en la excrecion del nitrogeno

aminico, y se forma en el higado por el ciclo de la urea (LEHNINGER, 1972a).

2.3. DISTRIBUCION DE LOS AMINOACIDOS EN LOS
COMPARTIMENTOS TISULARES

2.3.1. PROCESO DE ABSORCION

La concentracidn total de proteinas, como porcentaje del peso total, supone un 8.5%
en nifcs y aumenta de 11 a 17.5% en el adulto, disminuyendo en personas ancianas. Existe un
equilibrio en el estado normal entre la sintesis y la degradacion proteica, favorecido en la sintesis. Se
desplaza el equitibrio hacia la degradacion durante el periodo de pérdida de proteina corporal. Tras la
ingestién de comida. se almacenen proteinas en el higado. En el periodo entre las comidas hay
disminucion de las proteinas del higado. Estos cambios en &l "pool” de preteinas son producidos por

alteraciones en el balance de sintesis y degradacién proteica (CLIFFQRD, 1980).



ESQUEMA 1: VIAS DEGRADATIVAS DEL METABOLISMO DE AMINOACIDDS

1. AMINDATIDOS E8ENCIALES

HIGADO

< Sintesis de urea
Arginina — Acido glutédmico

Omitina
+alfa-cetoglutarato

Histidina —m= NH3 + Acido urocdnico ——=  Acido glutamice I

e e - - = =y

Lisina —=  Acido glutamico

+alta-cetoglutarato |

Metienina-— S-adencsilmetionina —m homocisteing - homoserina e NH3 — —

Fenilalanina - Tirosina - Acido glutamico 1
+alfa-cetoglutarato

Treonina ——a alfa-cetobutirato + NH3 — — — — — — — — — — — —

|
NHE — — — — — — |

Triptéfano — Formilquirurenina —= Ac. Antranilico l

\ Alanin<\ |

o l
Ac. Quinurénico Acido glutdmico
Ac. Nicatinico |

|
I

Crina

MUSCULO, RINON, CEREBRO

Isoleucina ‘ i

Leucina - Acido glutdmico 1
Valina | +alfa-cetogiutarato

2. AMENOATIDOE NO ESENCIALES

Alanina —  Acido glutdmico {
+alfa-cetoglutarato

Prolina— e Ac. pirrolin carboxilico ——— Acido glutamico T

Serina — = Piruvatoc+NH3—m — — — — — — — — — — — — — |

Glicing—— Ac Glioxifico + NH3— — — e — = — — — — — — —

Aspartico — Acido glutdmico
+alfa-cetoglutarato I

21 GOH

Acido glutamico




La funcién principal de las proteinas de la dieta es el suministro de aminoacidos,
elementos esenciales para la sintesis proteica. Dependiendo del contenido proteico dietario, cuando
se rebasan las necesidades para mantenimientc y crecimiento, los aminodcidos en exceso son
oxidados por enzimas reguladoras. Existe, pues, una fuenie exégena dietaria que acompafa a una

fuente endégena representada por la sintesis "de novo" de algunos de estos aminodcidos.

Las proteinas no se absorben, pero los peptidos pequenos y los aminoacidos libres por
hidrélisis de las proteinas dietarias son absorbidos por el lumen del intestine delgado, pasandc también
a la circulacion (WILSON, 1962).

La absorcion de aminoacidos se realiza por procesas selectivos (ADIBI y col., 1967):

. Los aminoacidos que se absorben mas rapidamente son: metionina, leticing, isoleucina
y valina.

. Los acidos aspariico y glutémico se absorben mas lentamente.

. Triptofano y treonina son, de entre los esenciales, los que se absorben mas
[entamente.

. Los aminoédcidos esenciales se absorben mejor que los no esenciales.

. Los D-amincacidos se absorben por difusion pasiva.

. Los L-aminoécidos se absorben por fransporte activo.

Los L-aminodcidos son utilizados de forma activa en humanos y en la mayoria de los
animales por la estereoespecificidad de las enzimas. Se han inyectado por via intravenosa a humanos
(KIES y col., 1975) y a primates (STEGINK y col., 1980) soluciones razémicas de formas D y L; sdlo las

formas L se han incorporado a las proteinas.

La absorcion de los aminoacidos esenciales esta estimulada por bajos niveles de
proteinas (KARASQOV vy col., 1987), estando afectada por el pH del lumen intestinal y depende de las
necesidades de los aminoacidos, de su toxicidad y de los niveles dietarios de cada aminodcido

{(KARASOV v col., 1987).

La digestion de la proteina de la dieta comienza con el ataque de la pepsina secretada
por el estémago, seguida de enzimas proteoliticas del pancreas y de la mucosa del intestino delgado,

actuando los jugos gastrico, intestinal y pancreatico {GITLER, 1964).

. En el jugo pancreatico se distinguen 1as siguientes enzimas:
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La tripsina; hidroliza la unidn lisina y arginina en la cadena polipeptidica.

La quimictripsina; la union de aminodcidos aromaticos (Phe, Tyry Trp) con la

cadena polipeptidica.
La elastasa: aminocacidos neutros.
Las exopeptidasas: el final de la cadena peptidica en el carboxilico terminal.

. En el jugo intestinal se hidroliza la parte final de la cadena peptidica en el

nitrégenc terminal.

Los compuestos resultantes de todas estas hidrélisis son absorbidos por las células de
la mucosa del intestino deigado en forma de aminoacidos libres. Estudios de SCHULTZ y CURRAN
(1970) confirman que el transporte de aminoacidos a través de la mucosa es energetico-dependiente y

los transportadores son especiticos para aminoécidos neutios, &cidos y basicos.,

Como media, se secretan 70 g de proteina en el hombre por el intestino al dia. Si a esto
se le suman los 100 g de proteina consumidos por término medio por una perscna, se tiene un total de
170 g en el lumen intestinal disponible para ser absorbidos. Como el nitrégeno fecal excretado es de

aproximadamente 10 g de proteina diaria, se absorbe unos 160 g de proteina al dia (MUNRO, 1969).

Las celulas epiteliales de ia mucosa intestinal se reemplazan continuamente. La
deficiencia proteica disminuye la division de las células epiteliales de la mucosa, con lo cual la absorcidn
es menor (MUNRO y GOLDBERG, 1964). Ademds, se ha puesto de manifiesto que ratas alimentadas
con deficiencia en proteina disminuyen fa secrecion de proteinas en el intestino, disminuyendo
también la absorcidén de las mismas (TWOMBLEY y MEYER, 1961}.

BEHAR (1975) puso de manifiesto que en deficiencia proteico-calérica, la mucosa

intestinal disminuye su espesor, siendo similar a la encontrada en malabsorcién intestinal.

2.3.2. TRANSPORTE DE AMINOACIDOS A TRAVES DE LA MEMBRANA
CELULAR

Tradicionalmente, se considera que existen, al menos, tres sistemas de transporte de
membrana en el intestino humano: para los aminoacidos libres basicos y para los aminoacidos libres
neutros {McCARTHY vy col,, ﬁ964; THIER vy col., 1965; SHIH y col., 1971). Hay tambien transportadores
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para aminoacidos individuales como metionina {HOOFT y col., 1964}, triptdfanc (DRUMMOND v col.,
1964) y prolina (GOODMAN y col.,, 1976).

KARASOV y col. (1986) mostraron gue en el intesting de ratas existen, al menos, seis
transportadores, incluidos ios Nat-dependientes para la mayoria de los aminodcidos {neutrcs, basicos,

acidos o iminos), ademds de otros transportadores Nat-independientes. Se consideran los siguientes:

. Na*-dependiente para los aminoacidos neutros,

. Na*-dependiente para los aminodcidos basicos, y parte de los amincécidos neutros,

. Nat-dependiente para el aminodcidos imino prolina,

. Na*-dependiente para los aminoéacidos acidos,

. Nat-independiente para los los aminoacidos neutros y basicos, con baja afinidad por

los aminoacides iminos o acidos,
. Na*-independiente para los aminodacidos acidos.

Prolina y aspartico tienen su propio transportador. En ingestas ricas en proteina, las
cantidades de prolina y de aspartico aumentan significativamente. Los aminoacidos neutros leucina y
metionina tienen un transportador para aminodcidos neutros en el intestino de ratas. La lisina tiene un
transportador distinto de los transportadores para los aminoacidos neutros, pero el transportador de la
lisina puede transportar la leucina y, probablemente, parte de otros aminodcidcs neutros. La alanina
utiliza un transportador para los aminoacidos neutros utilizado por leucina, meticnina y oiros
aminoacidos esenciales. KARASOV y col. (1987) concluyen que todos estos transportadores son

estimulados por altas ingestas de proteinas, y deprimidos por falta de nitrégeno.

Recientemente, se ha demostrado que el transporte a través de la membrana de los
aminodcidos neutros en el misculo esquelético esta mediado por, al menos, cuatro sistemas
diferentes: sistema A, ASC, L y Nm {(CHRISTENSEN, 1990; BONADONNA y col.,, 1993). Esta
clasificacion de los sistemas de transporte de aminoacidos es cperacional, ya que esta basada en la
(nica cinética caracteristica exhibida por el transporte de aminoécidos analegos no metabolizables a

través de la membrana ceiular en los sisternas "in vitro".

Los sistemas A, ASC y Nm son sodic-dependientes y mantienen ef gradiente a traves
de la membrana de la concentracion de aminoacidos. Por contra, el sistema L no necesita sodio para
operar. Todos estos sistemas muestran una especificidad parcial, pero no absoluta, sobre sus
sustratos.

24



La mayoria de los aminodcidos son transportados por mas de un sistema de transporte.
Los aminoacidos transportados por el sistema de transporte A son: glicina, alanina, treonina,
asparragina, serina y metionina. Tanto alanina como metionina también pueden ser transportados por
los sistemas ASC y L. Asi, el sistema de transporte ASC transporta alanina, serina, cisteina, aminoéacidos
homologos de hasta cinco atomos de carbono y prolina, mientras que e sistema de transporte L

transporta los aminoacidos aromaticos y de cadena ramificada.

Puesto que el sistema A de transporte esta caracterizado por una transinhibicidn
(CHRISTENSEN, 1990), un descenso en la concentracion intracelular de aminoacidos podria aliviar la
inhibicion del transporte interno y aumentar su eficiencia, mientras simultdaneamente hay un aumento en

el sustrato del sistema de transporte A.

Para aumentar la actividad del sistema A de transporte, la insulina pedria aumentar el
flujo unidireccional de metionina y alanina (BONADONNA vy col., 1593). Para medir la actividad del
sistema A de transporte "in vivo", BONADONNA vy col. (19983), infundieron insulina a siete personas
sanas. Los balances de fenilalanina y tirosina cambian hacia un balance cero, mostranda que tanto la
sintesis como la degradacion estan en equilibrio durante la hiperinsulinemia. Un balance de nitrdgeno
negativo de alanina, metionina, glicina, treonina y asparragina se dan también con una hiperinsulinemia.
Asi, BONADONNA vy col. {1993) concluyen gue |a hiperinsulinemia estimula la actividad det sistema A de

transporte de aminoacidos en el masculo esquelético humano,

El sistema de transporte de aminoacidos a traveés de la membrana juega un papel
importante en la regulacion del balance proteico en el musculo esquelético (CHRISTENSEN, 1990).

Esta afirmacién se sugiere por varias observacicnes:

1. En estado postabsortivo, la mayoria de los amincacidos estan concentrados en el
compartimento intracelular en conira de sus gradientes electroquimicos (DEL PRATO vy
col.,, 1990; CHRISTENSEN, 1930). Este fenémeno implica que la operacion del

sistema de transporte esta realizada por un gradiente activo.

2. La insulina y otras hormonas (SHOTWELL y col., 1983} "in vitro" demuestran un
aumento de la transiccacion de algunos aminoacidos en la célula y un incremento de la
concentracion intracelular de aminoacidos para estimular 1a sintesis proteica
(MARSHALL y MONZON, 1989).

En hepatocitos se ha descrito otro sistema para la captacion de glutamina, asparragina,
histidina y analogos (KILBERG y col., 1880). Se denomina sistema N para irdicar la presencia de
nitrégeno en su cadena, y puede que sea exclusivo de los hepatocitos, puesto que no ha sido

completamente caracterizado en otros tipos de células (KILBERG, 1982). Esta sujeto a regulacion por la
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disponibilidad de aminoacidos del sistema L (SHOTWELL y col., 1982). Asi mismo, en hepatocitos se
han identificado dos sistemas, denominados L1y L2 (WEISSBACH vy col., 1982). El sistema L1 posee
elevada actividad y baja capacidad descendiendo su actividad después de 24 horas de cultivo celular. El

L2 posee las cualidades opuestas.

Por otra parte, los eritrocitos humanos poseen un sistema de transporte independiente
del Nat, que es especifico de los aminodcidos aromaticos: triptéfano, fenilalanina vy tirosina
{ROSENBERG y col., 1980) y se ha designado come sistema T. Recientemente se ha confirmado la
actividad del sistema T en hepatocitos (SALTER vy col., 1988).

Para los aminodcidos cationicos ha sido descrito, en células Ehrlich, fibroblastos
humanos y ofros tipos de células, el sistema Y+ (WHITE y CHRISTENSEN, 1982). Este es
independiente del Nat, insensible al pH, y esta sujeto a transestimulacién. Es escasamente detectable
en hepatocitos aislados, ya que el transporte de arginina al interior de los hepatccitos es el paso
limitante de su metabolismo (WHITE y CHRISTENSEN, 1982}, y va a servir de barrera entre |a arginina
intracelular y plasmatica, ya que la primera es completamente hidrelizada por la arginasa, para permitir la

funcion del ciclo de la urea.

Cada aminodcido puede salir de la célula gracias a los mismos sistemas, aunque la
intervencion de éstos en el transporte puede ser diferente en |a salida y en la entrada (BATTISTIN y col,,
1972). La principal diferencia se piensa que reside en las afinidades de cada transporiador por los
aminodcidos de cada lade de la membrana, siende mayar fa Km en un sentido (salida} que en el otro
(CHRISTENSEN y HANDLOGTEN, 1968).

Aunque la saturacion y la especificidad son dos de las caracteristicas esenciales del
transporte de aminoacidos, PARDRIDGE y JEFFERSON (1975) demuestran en higado y BANOS y col.
{1973) en musculo esquelético, gque el transporte de un cierto numero de aminoacidos no se satura a
las concentraciones plasmaticas normales, de tal modo que un aumento en la concentracion en plasma

incrementaria el transporte y provocaria una elevacion de la concentracion intracelular.

Se ha sugerido que la inhibicion del transporte de algln amincacido, por un £XCEs0 an
la dieta de ctro con el que compite, pueda ser responsable de la toxicidad del amincacide en exceso

{(HARPER y col., 1970) gracias al fenémenc de competencia.



2.3.3. DISTRIBUCION DE LOS AMINOACIDOS EN LOS TEJIDOS

La proteina consumida en la dieta es enzimaticamente hidrolizada en el tracto digestivo
y pasa a la sangre en forma de amincacidos libres. La distribucién de los aminoacidos individuales entre
las proteinas corporales y el "pool" de aminodcidos libres en tejidos de ratas jovenes fué estudiado por
CHRISTIANSEN (1564).

Los aminoacidos pueden sufrir tres rutas metabodlicas (MUNRO, 1964):

1. Parte del "poc!" de aminoacidos libres es incorporado a proteinas tisulares. A causa del
catabolismo proteico tisular, estos aminoacidos vuelven al "pool” de aminoacidos libres
después de un tiempo variable y despues de haber estado disponibles v haberse

reutilizado.

2. Parte del "pool" de aminodcidos libre sufre reacciones catabdlicas. Hay pérdida del

esqueleto carbonado en forma de COg2, o depositados como glucdgeno y grasa,

mientras el nitrégeno es eliminado como urea.

3. Algunos amincacidos libres son utilizados para sintesis de nuevos compuestos
nitrcgenados, como bases de purina, creatinina y epinefrina. Siguiendo una
degradacion sin retorno a productos finales. Asi, las purinas son degradadas a acido
drico, la creatina a creatinina y la epinefrina a &cido vanilmandélico. En resumen, los
aminoacidos no esenciales son sintetizados en el crganismo utilizando grupos aminos

derivados de otros amincacidos.

Para conocer 1a proporcidén de estos aminoacidos en los animales, DALGLEISH Y
TABECHIAN (1956) administraron dosis uniformes de L-tirosina, L-fenilalanina o L-triptéfano marcados a
ratas. Midieron la proporcion de radiactividad absorbida y excretada durante las cuatro primeras horas en
forma de CO2 o reconvertidas en componentes no proteicos. 15 minutos después, del 20 al 40% de la
radiactividad absorbida de los 3 aminoacidos son recuperados como compuestos acidos solubles en el
higado y en el musculo. Considerabies cantidades de compuestos radiactivos no aromdaticos indican
répida ruptura de los aminoacidos. 4 horas después, del 34 al 51% de la radiactividad absorbida se unen

a proteinas. Todas estas magnitudes dependen del estado nutricional del animal.

Tras la absorcion, el muscule libera glutamina y alanina y, en menor cantidad, glicina,
lisina, prolina, treonina, histidina, leucina e isoleucina (GODBERG y CHANG, 1978b). Alanina y

glutamina suponen el 50% del total de alfa-aminonitrdgeno liberado por el musculo. Estos dos
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aminoacidos son sintetizados en el misculo "de novo" utilizando come grupe carboxilico fragmentos
de piruvato y de lactato, y como grupc amino leucina, isoleucina, valina vy asparato, liberados por el
miscule (FELIG, 1975). Los aminoacidos de cadena ramificada suministran la mayor parte de los grupos
amino para la produccién de alanina. Las cantidades de alanina y glutamina producidas y liberadas por el
musculo dependen de la concentracién de amonio en el masculo. Si aumenta la concentracion de

amonio, aumenta la giutamina y disminuye la alanina {GOLDBER y CHANG, 1978b).

Las proteinas se degradan a péptidos intermedios y éstos a aminodcidos libres,
{GODLBERG vy col., 19786). Los polipéptidos largos y con puntos isoeléctricos acidos se degradan mas
rapidamente que los polipéptidos pequefics y con puntos isoeléctricos basicos. Proteinas y
polipéptidos anormales o incompletos y que contienen errores de sintesis o aminodcidos andlogos son
degradados rdpidamente (GOLDBERG y CHANG, 1878).

Las conceniraciones tisulares de aminoacidos libres reflejan el balance entre ias tasas
de oxidacion, las tasas de intercambio con el plasma vy el movimiento neto dentro o fuéra del "pool" de
proteinas. En el ayuno, la Unica fuente de aminoacidos libres son los que provienen de la degradacién
proteica. La liberacion de los aminodcidos libres por la degradacién proteica gque ocurre en el ayuno no
supone necesariamente un incremento drastico en la concentracion de aminoacidos. La Km de la
mayoria de las transaminasas es mucho mayor que las concentraciones de los aminoéacidos libres en los

tejidos, y los amincécidos pueden ser rapidamente introducidos en la ruta metabdlica (KREBS, 1972).

Existe una desproporcionada entrada en ¢l "pool" de aminoécidos libres de la metionina
y de los aminodcidos de cadena ramificada durante la degradacidn proteica. Estc es posible porgue los
aminodcidos de cadena ramificada liberados como consecuencia de la degradacion proteica en tejidos y
organos como el higado, pueden ser desaminados en el musculo, ya que la concentracién de

transaminasas para estos amincéacidos es elevada en el mismo {ICHIHARA y KOYAMA, 1966).

Durante la absorcidn, los nutrientes son canalizados por la via oxidativa a depdsitos de
grasa, glucogeno y proteina tisular. Durante el ayuno, estos depdsitos son movilizados vy
metabolizados. Cambios en la proporcion de grasas, carbohidratos y proteinas se reflejan en el llamado
cociente respiraterio. Asi, pues, el cociente respiratcrio es mayor durante el dia, particularmente
después de las comidas cuando fa absorcidn de nutrientes es maxima, y mencr durante la noche
cuando la absorcidon de nutrientes es minima (FLATT, 1978). Del mismo modo, la excrecion de
nitrégeno urinario sigue e mismo ritmo, relacionado con ia absorcion de las comidas (STEFFEE vy col.,

1981).

La cuantificaciéon de la respuesta metabdlica a la ingesta alimentaria se ha conseguido

por medicion de analisis de gases, |05 cualés se han realizado en la fase de post-absorcion (tras una
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noche de ayuno) y 2-4 horas después de haber comido. En |a fase de ayuno, la energia se obtiene de
la grasa, carbohidrates y proteinas; pero tras un ayuno prolongado cambian, puesto que la energia se

obtiene por la oxidacion de las protelnas, debide al agotamiento de hidratos de carbonc vy grasas.

La grasa y los carbehidratos sirven primeramente como fuentes de energia, pero las
proteinas proporcionan la mayor parte de los elementos estructurales y funcionales del organismo.
Durante el ayuno, el "turnover" dei "pool" de aminoacidos corresponde a la degradacién de alrededor
de 10 g. de proteina por hora. Después de coemer, se degradan 6 gramos por hara. El mantenimiento
de las reservas proteicas a traves del control de la sintesis preteica vy la degradacién y oxidacion de
aminoacidos durante los ciclos de comida y ayuno, es de vital importancia para la preservacion de la

integridad vy la funcion tisular (McNURLAN y GARLICK, 1989).

GELFAND y BARRETT (1987) demuestran que la insulina produce un descenso de la
degradacion proteica y un aumento de la concentracion intracelular de aminoacidos. De hecho, DEL
PRATO vy col. (1990), demostraron un aumento generalizado de la concentracion intracelular de

aminoacidos en el mdscule tras una infusion de insulina sistémica.

Cada aminodcido es degradade siguiendo una secuencia especial de reacciones
quirnicas (KAPLAN y PITOT, 1970). 7 de los 10 aminodcidos esenciales de la rata son degradados en el
higade, mientras que los amincacidos de cadena ramificada son catabolizados en el muisculo, en el
rindn y en el cerebro. Los aminoacidos de cadena ramificada sufren una transaminacion en el musculo y
el grupo amino es transferido al piruvato y glutamato para producir respectivamente, alanina y glutamina.
En el intestino, la alanina y el acido glutamico formados pasan a través del sistema porta al higado, Esto
facilita el transporte del nitrégeno amino del higado para la formacicn de urea, mientras que el carbono

de la alanina es utilizado via gluconeogénesis.

Respecto a la toxicidad, si disminuye la produccion de urea hay una acumulacion de
amoniaco téxico, a menos que se utilice para sintesis de aminoacidos, y éstos incrementen la sintesis
proteica. Tantc en ratas (STEPHEN, 1968) como en nifiecs (STEPHEN y WATERLOW, 1968}, la
disminucion de la actividad del ciclo de |la urea va acompanada de un aumentc en la actividad de la
aminoacil-tRNA-transferasa. La sintesis proteica no puede tener lugar a menos que los amincacides

esenciales estén disponibles en cantidades adecuadas.

La toxicidad potencial y la influencia de los aminoacidos aromaticos sobre |a sintesis de
neurotransmisores son dos razones por las que se explica el hecho de que las concentraciones de

aminoacidos en tejidos sean bajas y constantes (POGSON vy col,, 1986),

Lcs aminodcidos esenciales tienden a ser toxicos a elevadas concentraciones, mientras

que los amincécidos no esenciales son menos toxicos (HARPER y col., 1970}. De los amincacidos no
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esenciales, los mas toxicos son prolina y aspartice, y de los aminodcidos esenciales, lisina, metionina y
leucina (KARASOV vy cal,, 1987). La glutamina, en el hombre, actia como agente detoxificante
(MEISTER, 1979).

2.3.4. INFLUENCIA DE LA DIETA SOBRE EL NIVEL TISULAR DE
AMINOACIDOS

El suministro de aminocdacidos no s0lo estimula la sintesis proteica, sino que también
inhibe la degradacion proteica en musculo (ATWELL y col., 1977), incrementandose la oxidacién de los
aminoacides durante la comida, especialmente con ingestas elevadas de proteinas (GARLICK y FERN,
1985).

El "pool" de aminoAacidos libres no constituye una reserva; se agotan rapidamente si

cesa la afluencia de los mismos y, ademds, estan sometido a cambios.

Asi, el higado esta expuesto a grandes fluctuaciones en la concentracion de
aminodcides, aunque parece tener una gran capacidad para contrarrestarla. Al perfundir un higado de
rata con distintas concentraciones iniciales de aminodcidos, se observa que para la mayoria de éstos, la
concentracion final en el érgano perfundido tiende a un valor fijo {(BLOXAM, 1971). Esta afirmacién no
es aplicable a los aminodcidos de cadena ramificada, ya que la iniciacion de su catabolisme es mas bien

muscular.

A pesar de la accidén amortiguadora del higado, durante el dia se producen
fluctuaciones en la concentracion de aminoacidos en sangre periférica y musculo (LUNN y col., 1976).
Estos ritmos diurnos, estudiados por WURTMANN (1970), probablemente tienen su causa en la

afluencia de aminoéacidos procedentes de la dieta.

Otros cambios maycres y de mas larga duracién, se cbservan por la accion de dietas
deficientes en proteina y energia. En este sentido, MUNRO (1970), sefala que la deficiencia de
proteina dietaria produce una reduccion de hasta el 50% en fa concentracion de aminoacidos

esenciales, con aumentos del misme orden en los no esenciales.

WANNENMACHER y ALLISON {1968) observan que la concentracion total de
aminoacidos esenciales se eleva al aumentar la ingesta proteica con distintos niveles de caseina en:
suero, higado y musculo de ratas, excepto a niveles muy altos. Al ser mayor el aumento que se produce
en la concentracion de aminoacidos no esenciales, disminuye la relacidon aminoacidos esenciales/no
esenciales.
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En el casc de ayung, los cambios son opuestos a los producidos en la deficiencia
preteica. En este sentido, MUNRO (1970) observa en ratas que la concentracidén de aminoacidos
esenciales en muisculo se incrementa un 150%, mientras la de no esenciales desciende. El ayuno
también induce un aumento en la concentracién de aminodcides esenciales en el musculo (MILLWARD
y col., 1974a), presumiblemente por un descenso de la sintesis proteica y un aumento en la

degradacion.

La sintesis proteica muscular en adultos sanos no responde rédpidamente a 1a influencia
de los nutrientes ingeridos por la dieta; hasta, al menos, 10 horas después de haber comido, no hay
estimulacion en la sintesis proteica (McNURLAN vy col., 1993). No esta clara la respussta del
metabolismo proteico sobre ia ingesta dietaria en ¢l hombre adulto. Estudios llevados a cabo por
RENNIE y col. {1982) y CONWAY vy col. (1988) sugieren gue la tasa de sintesis proteica estd mas
aumentada tras haber comido gue en ayunas. Sin embargo, otros estudios con ia misma metodologia
muestran que no hay estimulacidon en la sintesis proteica con la alimentacidn, pero si que hay un

descenso en la degradacién proteica (BRUCE y col., 1990).

Estudios en animales en crecimiento demuestran un aumento de un 43% en la tasa de
sintesis proteica muscular dentro de la primera hora de haber comido (GARLICK vy col., 1983).
MeNURLAN y col. (1993}, demuestran que hay cambios en la glucosa plasmatica, insulina, glucagon y

cortiscl dentro de la primera hora tras la ingesta.

Estudios llevados a cabo por BAILLIE y GARLICK (1991b) podrian sugerir que la
sintesis proteica muscular en ratas adultas es mucho mencs sensible a los cambios nutricicnales que en

animales en crecimiento.

2.4. MANIFESTACIONES DE LAS DEFICIENCIAS DE
AMINOACIDOS

2.4.1. CRECIMENTO, INGESTA Y COMPOSICION CORPORAL

En malnutricién proteico-energética se produce:

. Disminucion de 1a actividad, como consecuencia de la disminucion de la energia de la

dieta.
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. Reduccion del crecimiento, come consecuencia de |a reduccién de la energia de la
dieta y la ingesta de proteinas. En el musculo esquelético, la reserva de proteinas y de
grasa disminuyen (WATERLOW, 1963). Ei peso corporal disminuye y ia homecstasis es

anormal.

El incremento de pesc corporal en un nifo normal es de 5-6 g/kg en los primeros €
meses de vida, de 2-3 g/kg en los segundos 6 meses y de 0,5-0,6 g/kg en el segundo afig
(PASSMORE y col., 1974).

La ingesta dietaria, dentro de limites fisioldgicos, proporciona la energla suficiente para
satisfacer el crecimiento. No es sorprendente, por tanto, que los reguerimientos dietarios de nutrientes
y ta eficiencia en su utilizacion estan relacionados con la ingesta de calorias (MORRISON y NARAYANA,
1967).

E! organismo es capaz de obiener energia de las reservas proteicas, si la ingesta
calorica es inadecuada. Un incremento en la ingesta caldrica permite una utilizacion mas eficiente del
nitrdgeno dietario para la sintesis de proteina corporal y para el mantenimiento de la integridad de los
tejidos (MORRISON y NARAYANA, 1967).

Cuando se omite un aminoacido esencial en la dieta, el animal responde como si se le
hubiese administrado una dieta carente en todos los aminoacidos esenciales. Sin embargo, los datos
que se poseen no confirman totamente esta afirmacion, de manera que cuando se administra a ratas
adultas dietas sin metionina o lisina, pierden menos peso que cuando se les da una dieta sin proteinas
(SAID y coi., 1974a; 1974b}. Cuando se elimina la trecnina de la dieta, la respuesta sf es semejante a la

carencia de proteina.

La ingesta también se ve afectada en las deficiencias de aminoacidos, segun el que sea
omitido. Ratas a las que no se les administra lisina mantienen ingestas relativamente satisfactorias, en

comparacion con los animales deficientes en isoleucina o valina (SIDRANSKI y BABA, 1960).

Cuando la dieta carece de proteina, 108 animales son capaces de mantener un nivel de
ingesta satisfactoria en comparacion con los alimentadaos con dietas deficientes en un Unico aminodcido

(VELU y col., 1972).

La sintesis proteica tisular puede tener lugar si hay un adecuado aporte de energia. Una
restriccidn energética en la dieta consumida se asccia con un aumento en el catabalismo proteico, vy el
animal utiliza sus reservas de proteinas para corregir la deficiencia calérica (MORRISON y NARAYANA,
1967).



lLa composicién corporal también esta influida por la dieta. Elevadas ingestas de
proteinas aumenta el peso corporal comparado con ratas con bajas proteinas en su dieta (HARTSOOK
y col., 1973). Ratas alimentadas con dietas con un 25% de proteina tienen menos grasa corporal que

dietas isoenergéticas con un 5% de proteinas {DONALD y col., 1981),

La eficiencia en ia utilizacion esta también afectada por la composicién de 1a dieta.
HARTSCOK y HERSCHBERGER (1963) han demostrade que el crecimiento optimo de la rata se lleva a

cabo con una dieta de! 40% de proteina.

TAYLOR vy col. (1986) realizarcon la siguiente experiencia: administraron a 90 ratas desde
los dias 9 a 14 del experimento, tres dietas con un 12, 24 y 40% de caseina, a la vez que dos niveles de

grasa (2.26 y 13.82% de aceite de maiz "ad libitum"). Observaron que:

. solo los cambios en el pesc corporal y en el agua corporal estan afectados por la dieta.
La pérdida de peso corporal fué significativamente menor en ratas alimentadas con

dietas bajas tanto en proteinas como en grasas,
. los cambios en la masa de la grasa corporal no estaban afectados por la dieta,

. la mayor pérdida de peso corporal se produce en ratas que ingieren las dietas con

mayor cantidad de proteina,

. la mayor pérdida de agua corporal se produce en ratas que ingieren las dietas con

mayor cantidad de proteina y de grasa.

La deficiencia proteica en los primeros momentes de la vida deteriora la tolerancia a la
glucosa y disminuye la secrecion de insulina tanto en el hombre (HADDEN, 1867) como en animales de
laboratoric {OKITOLONDA vy col., 1887, SWENNE vy col., 1987). Siguiendc una rehabilitacion
nutricional, el crecimiento se reanuda, la tolerancia a la glucosa se normaliza, pero 1a secrecidon de

insulina puede continuar deteriorada.

Los estudios de CRACE y col. (1991) estan de acuerdo con los de OKITOLONDA y-col.
{1988), en los cuales durante la fase aguda de malinutricion, la secrecion de insulina estd mas afectada
por la deficiencia proteica que por |a restriccion energeética, como tambien sucede en nifos con
kwashiorkor y marasmo (BECKER y col., 1971).



2.4.2. CAMBIOS MORFOLOGICOS

£l retraso del crecimiento en ninos s un signo normal &n muchos paises en donde no
estan alimentados adecuadamente. El crecimiento es relativamente bueno hasta los 4-6 meses de
edad, pero hay un retraso especialmente marcado en los primeros 3-4 afios de vida (DEMAEYER,
1976b).

Después de 15 dias de una dieta sin proteinas, hay atrofia del pelo y un descenso en la
pigmentacion. La anatomia microscopica de la membrana de las mucosas de 1a boca tambien estdn
modificadas por la falta de proteinas. En condiciones normales, el nimero de célutas jovenes excede al
namerc de células maduras (BRADFIELD vy col., 1967).

Experiencias como las que muestran cambios histopatolcgicos en el pancreas exocrino
de rata alimentadas "ad libitum" sin lisina (SCOTT, 1966) o alteracicnes degeneraticas en el musculo
esquelético de ratas con deficiencia en iscleucina (SCOTT, 1858), indican que muchas de las
alteraciones en el caso de dietas administradas de modo forzado se asemejan a ias preducidas "ad
libitum"®, con la diferencia de gue en este segundo caso se necesita un mayor periodo de

experimentacion.

2.4.3. CAMBIOS BIOQUIMICOS

La administracién de manera forzada de dietas carentes de treonina (SIDRASKI y col.,
1969), arginina, leucina, isoleucina y fenilalanina (SIDRANSKI y VERNEY, 1964), provoca un aumento
del glucégeno hepatico, efecto que también se observa con la carencia de treonina, valina o lisina, pero

no de metionina (SIDRANSKI y BABA, 1960).

Se observa también en las dietas carentes de aminodcidos administradas forzadamente,
un significativo aumento en el contenido lipidico del tejido hepatico (SIDRANSKI y VERNEY, 1964), lo
cual se atribuye a un aumento de la movilizacién de 4cidos grasos y descenso en el transporte de éstos,
desde ef higado al plasma, asi como la utilizacidn y oxidacion de los acidos grasos hepaticos (LYMAN v
col,, 1964).

Por Ultimo, la administracion de dietas carentes de un aminoacidc esenciai va
acompanada, con frecuencia, de cambios profundos en el metabolismo proteico de ciertos drganos y

tejidos. Asi, se observa un descenso en la proteina muscular en gastrocnemic de ratas carentes de
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treonina, metionina, valina, lisina, leucina, isoleucing, fenilalanina o triptéiano (SIDRANSK! y VERNEY,

1970}, siendo especialmenta marcado el descenso en (a privacion de isoleucina, feucina y valina.

El descenso en la sintesis proteica muscular es especialmente marcado en la
deficiencia de isoleucina, mientras que aquella también se ve inhibida al administrar de manera forzada

dietas carentes de treonina, fenilalanina y valina (SIDRANSK! y VERNEY, 1970).

En deficiencia proteica, los niveles de albumina sérica disminuyen antes de que
aparezcan los sintomas clinicos, incluida la reduccion del crecimienta (WHITEHEAD y ALLEYNE, 1971).
Hay moderada anemia hipocromica en asociacion con moderada malnutricién proteico-energética
(DEMAEYER, 1976a). Los niveles de hemoglobina estan alrededor de 10 g/100 ml de sangre. Hay
deficiencia proteica, normalmente asociada con una reducida dispenibilidad del hierro dietario, lo cual

contribuye a la anemia.

La relacidn AAE/AANE en plasma aumenta en las primeras fases de la malnutricién
proteica, antes de ia aparicion de los sintomas clinicos y del retraso en el crecimiento. Esios signos no
son ¢onstantes y pueden verse modificados en presencia o asociados a deficiencia energética
(WHITEHEAD y ALLEYNE, 1971).

El valor de la albimina sérica puede considerarse como un signo de malnutricion
proteica (WHITEHEAD vy col,, 1971). La medida de la pre-albimina ha sido propuesta por INGENBLEEK

y col. (1972) como un indicador de fa deficiencia proteica.

La determinacion de los amincdcidos y de [a hidroxiprolina también proporecionan
informacion acerca de la deficiencia proteica, puesto que la disminucidn de los aminodcidos es
caracteristica del kwashiorkor (WITHEHEAD, 1869). Cuando Ia hidroxiprolina esté baja, es frecuente la

aparicion de infecciones.

ARROYAVE y WILSON (1961} han demostrado que [a creatinina es mas baja en nifios
con malnutricion. La excrecidn de creatinina es proporcional a la masa muscular total, y sus niveles

descienden cuando hay signos de retraso en el crecimiento. -

l.as alteraciones morfolagicas y bioquimicas en animales privados de un aminodcido
esencial son las mismas si se inducen por metodos forzados ¢ "ad libitum”. Sin embargo, los animales
alimentados "ad liitum”, sobreviven mas tiempo y necesitan de un periode mas largo para manifestar la

acumulacion hepatica de glucdgeno y lipidos.
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2.4.4. OTROS EFECTOS

La deficiencia de triptéfano, fenilalanina o vitamina Bg en ratas (SUNDAE, 1972)

disminuye la respuesia de anticuerpos frente al antigeno (GERSHOFF y col., 1968).

La malnutricion altera el sistema inmunoldgico y provoca una disfuncion en el
metabolismo de las purinas (CLIFFORD, 1980). Asi, GURNEY (1978) demostré gque nifios con
malnutricidon proteicc-czlérica son mas susceptibles de padecer infecciones respiratorias y diarreas,
puesto que la resistencia a la infeccidn depende de la actividad leucocitaria, la integridad epitelial, fa flora

intestinal y la funcién endocring, y todo esto estd afectado en la deficiencia proteico-caldrica.

L.a malnutricion proteico-calérica afecta a los linfocitos T y B (KEUSCH vy col., 1983).
Tiene lugar una marcada disminucion de linfocitos a partir del timo y atrofia de la glandula (CHANDRA,
1983). Deficiencias en proteina y energia afectan e inhiben ambos tipos de inmunidad
(RAMALINGASWAMI, 1975} SHETTY y col., {(1979) demuestran gque las tasas del "turnover” de
inmunoglobulinas circulantes no estan reducidas en la malnutricion. CHANDRA (1983) demostrd que
nifos con malnutricion severa tienen una capacidad reducida para la produccidn de anticuerpos y

células dei sisterna inmunitario.

La produccion de varios componentes del complemento estd disminuida en
malnutricién severa (KEUSCH y col., 1983).

Las consecuencias de todas estas alteraciones en malnutricién proteico-energética
severa son una gran predisposicién a infecciones y a complicaciones severas que de otra manera serian

enfermedades infecciosas de menot importancia (TORUN y VITERI, 1988).

Los defectos en las funciones inmunes desaparecen ceon la rehabilitacion nutricional
(CHANDRA, 1981},

La malnutricion provoca alteraciones en ta conducta, no por la alteracién de las
estructuras fisicas del cerebro, tales como el contenido total de DNA o de mielina del cerebro, sino mas
bien por los cambios del tipo de informacidn que el animal adquiere de su entorno, es decir, que éste
no capta suficiente informacion del entorno. Dependiendo de la severidad y naturaleza de la
malnutricion, log animales se muestran letargicos, apaticos o hiperactivos (SMART, 1993). También
depende del aminoacido deficiente y del grado de esta deficiencia. Se describen, asi,

hiperexcitabilidad y espasmos muscuiares en ratas con dietas sin triptdfano (POND y col., 1864) o
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canibalismo en pollos privades de arginina (SIREN, 1963). También se madifica el aspecto, con

aparicion de alopecia en cobayas privadas de triptéfano (REID y VON SALLMANN, 1980).

TEWS vy col. (1992} demuestran que ratas adaptadas a una dieta baja o0 moderada en
proteinas {(15% caseina) tienen un comportamiento mas ancrma! que las alimentadas con un 70% de
caseina, por lo que ratas adaptadas a elevadas ingestas de proteinas presentan un comportamiento

mas normal.

£l efecto de aminoacidos esenciales como triptofano, fenilalanina y tirosina también ha
sido evaluade (MILLER vy col., 1976, 1977; DURING y col., 1989, WESTERINK y DE VRIES, 1991) para
determinar el impacto resultante de la sintesis y concentracion de sustancias neurctransmisoras

{FERNSTROM y WURTMAN, 1971; MILLER y col., 1977).

Para determinar el efecto de una dieta deficiente en algun aminoacidos esencial sobre
el nivel de aminas biogénicas que actian como neurotransmisores en diferenfes areas del sistema
nervioso central, VENERQ y col. {1992) estudiaron las aminas biogénicas serotonina y dopamina, y sus
respectivos precursores triptofano y tirosina, y sus metabolitos 5-hidroxiindolacético, fenilacético, 3-
metoxitiramina y acido homovanilico, puesto que es conocide que estos neurotransmisores estan
influenciados por diferentes aminodcidos, especialmente triptéfano y fenilalanina, como precursores de
indolaminas y catecolaminas, respectivamente. Las dos regiones seleccionadas para el estudio fueron
el "corpus striatum” y la "sustancia nigra" de |a rata, puesto que su contenido en neurotransmisores es
elevado, permitiendo medir los cambios en sus concentraciones. En pacientes humanos con
desordenes neurclogicos se han demostrado cambios en |05 niveles de aminas biogénicas. Asi, la
enfermedad de Parkinson estd asociada con 1a degeneracion de las células dopaminérgicas en la
"sustancia nigra" (HIFfSCH y col., 1988} y a un descenso en la concentracién de dopamina en el "corpus
striatum” (MARSDEN, 1982). El sistema "nigro-striatal" parece estar también implicado en otros
desordenes neuroldgicos. Por ejemplo, la enfermedad de Huntington estd asociada con una
degeneracion severa y pérdida de células en el "corpus striatum", en donde las neuronas eferentes
estan afectadas (ENNA y col., 1877; PENNEY y YOUNG, 1982; SCHEEL-KRUGER, 1986). Asi mismo,

hay una degeneracion de la sustancia nigra en la enfermedad de Alzheimer (MANN y col., 1982). -

En el sistema serotoninérgico, la deficiencia dietaria de triptéfano afecta al metabolismo

de la serotonina en ambas regiones estudiadas, siendo superior el efecto en la "sustancia nigra”.



2.5. PAPEL DEL MUSCULO EN EL METABOLISMO
PROTEICO

2.5.1. ASPECTOS GENERALES

El mdsculo estriado representa aproximadamente un 40-50% del pesc corporal del
adulto. Constituye el érgano de locomocidn, y tiene una elevada reserva metatdlica de aminoacidos
(VITALE, 1879).

Tanto el corazén como el musculo esquelétice tienen como principal funcién la
produccién de trabajo a través de la maguinaria contractil. Al igual gue las proteinas corporales, las
proteinas musculares se renuevan de forma dinamica por continua degradacion y re-sintesis
(BARRETT y GELFAND, 1989).

Cortos perfodos de ayuno muestran su efecto sobre la sintesis proteica en el musculo
esquelético en ratas en crecimiento (BAILLIE y GARLICK, 1991a), y la magnitud de la respuesta

depende de la composicion de la fibra muscular, es decir, del tipo de mdsculo de que se trate.

ENESCO y LEBLOND {1962} observan un aumento de DNA en el musculo
gastrocnemio de ratas con la edad. ENESCC y PUDDY (1964) senalan que el nimero de fibras
musculares en ratas no aumenta en el periodo postnatal, pero si el nimero de nicleos dentro de las
fibras, y el tamano de las mismas. MILLWARD y coi. {1875) detectan un aumento con la edad en las

relaciones peso/DNA vy proteina/DNA en el misculo gastrocnemio de ratas machc.

El musculo esqueiético es el tejido corporal mas abundante (MUNRO, 1968),
desempefando un importante papel en ef metabolismo general. Su principal actividad se centra en la
degradacion de ciertos aminoacidos, particularmente isoleucina, leucina y valina y en la sintesis de
otres, alanina y glutamina (FELIG, 1975). Proporciona asi sustratos para el metabolismo energétice vy

aminoacidos para la sintesis proteica en otros tejidos.

El musculo contiene el 50% del "pool" total de amincacidos libres. No tiene enzimas
para eliminar el amoniaco producido por la desaminacion de los aminoacidos (SCRIVER vy
ROSENBERG, 1973).

Ef musculo degrada: leucina, isoleucina, valina, alanina, glutamico y aspartico. Otros

aminodacidos como lising, serina, prolina, treonina, metionina, cisteina, fenilalanina, histidina, tircsina y



triptofano no son degradados por el musculo. La capacidad del musculo para degradar leucina,
isoleucina y valina se incrementa en el ayuno (GOLDBERG y ODESSEY, 1972), y es el lugar principal
dende se inicia la cxidacién de los mismos {MUNRO y CRIM, 1980).

La degradacian proteica en el muscule esquelético aumenta durante &l ayune, y tras 24-
48 horas de supresion de aminoacidos (L1 y GOLDBERG, 1976).

La tasa de degradacién proteica en el misculc esquelético es de 0.7 g/Kg de peso
corporal y dia. Si la tasa de degradacién proteica corporal total es de 3.8 g/Kg de pesc corporal vy dia,
entonces, la degradacion proteica del musculo esquelético es de un 20% (0.7/3.8 x 100) del total
(BILMAZES y col., 1978).

Estudios en animales han confirmado gue los diferentes tejidos respenden de distinta
forma a la presencia o ausencia de ingesta. En las fases iniciales del ayuno en ratas, hay una impertante

perdida de proteina visceral, seguida de una pérdida de tejido muscular que preservan la pérdida de

proteina visceral, durante largos periodos de ayuno (WATERLOW vy ¢ol.,, 1978h).

Si se comparan los efectos del ayunc en el intestino, higado, huesos, piel, corazén y
musculo esquelético, se observa que en todos los tejidos disminuye la sintesis proteica, pero los
efectos son diferentes. En los tejidos viscerales, [a tasa de sintesis es elevada frente al descenso de la
misma que se produce en el musculo esguelético durante el ayuno, siendo el descenso en este

6rgano mayor si hay depleccion proteica (SCHWENK y col., 1985).

La regulacion de la proteolisis en el musculo es importante para mantener la
homeostasis, para el control de la masa muscular y para el crecimiento corporal, asi como en la
adaptacion del organismo a una gran variedad de condiciones dietarias. Dado que el musculo
esquelético constituye la mayor reserva proteica del organismo, la hidrolisis de las proteinas musculares
para generar amincacidos es un paso importante en la gluconeogénesis, como sucede en ayunc y
diabetes (KETTELHUT v col., 1988).

El "turnover" proteico es relativamente menor en el higado y en tejidos viscerales y

mayor en el muisculo (McNURLAN vy col., 19803,

Se ha observado en adultos ocbesc sometidos a ayuno, al agotarse las reservas de
glucdgena, que la proteina muscular es la fuente principal de precursores para la sintesis de la glucosa
que necesita el cerebro (WATERLOW vy col., 1878¢), con una pérdida inicial de 75 ¢. de proteina
muscular por dia que se reduce a 25 g/dia cuando descienden las necesidades de glucosa por el

mismo, ai utilizar mayoritariamente los cuerpos cetdnicos.
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El musculo esquelético sirve también de fuente de aminoacidos para la sintesis proteica
durante la reproduccicn. Asi, durante el dltimo trimestre de ta gestacion, el crecimiento fetal se produce
de un mcdo mas rapido de lo que cabria esperar por la ingesta materna (NAISMITH, 1969), io cual
conduce a la idea de que hay una fase anabdlica, al principio de la gestacion, durante la cual aumenta la
masa muscular materna y asi sirve como fuente de sustratos para ef crecimiento del feto durante la Gltima
parte de la gestacion (NAISMITH y MORGAN, 1976).

2.5.1.1. CAMBIOS DURANTE EL CRECIMIENTO

Durante el desarrollo, se producen cambios en la proporcion de tejido muscular en el
crganismo de forma que, tanto en el hombre como en la rata, en el momento del nacimiento supone
menos de 1/4 del pesc corporal, llegando a un 40% en la madurez, Sufre también cambios en su
estructura; ENESCO y LEBLOND (1962), utilizando ratas en crecimientio, dividen éste en fases con
distintas caracteristicas. Inicialmente se produce un crecimiento por aumento en el nimero de células
con pequefio ¢ ningln cambio en el tamafo celular. En este periodo las ratas se acercan al destete y

pesan 25 g.

Le sigue una fase de menor incremento en el nimero de celulas, y aumente del tamafio
celular. Esto sucede en musculo esquelético y tejido adiposo: las ratas tienen 48 dias y pesan 120 g.
Por lltimo, vy desde los 48 a los 160 dias de vida, con un peso de hasta 400 g., musculo vy tejido adiposo

crecen por un aumento del tamano celular.

Los nifios prematuros, al nacer, tienen menor concentracion de proteinas séricas
totales comparados con nifios normales, pero estos valores son similares cuando tienen un mes de
edad. La baja concentracion de proteinas séricas totales son debidas a las bajas concentraciones de
albumina sérica y globulinas. Cuando tienen una semana, los valores de albumina sérica son normales,

pero las globulinas contindian en baja proporcion (FAUS y col., 1984).

La obtencion de concentraciones normales de albdmina sérica en nifios prematuro% de
una semana sugiere que hay una sintesis activa en el higado y que la ingesta proteica durante esta

primera semana de vida extrauterina fué adecuada para el crecimiente (FAUS y col., 1384).

Ratas en periodo de crecimiento sometidas a ayuno durante una noche, disminuyen la
sintesis proteica. Asi, cortos periodos de ayuno provocan un descenso en la sintesis proteica muscular
y corporal {(Mc NURLAN y GARLICK, 1989).
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Asi mismo se modifica el contenido de acidos nucleicos, indicando una reduccion de la
actividad de sintesis proteica durante el crecimienta (DEVI y col., 1963). Disminuye la concentracion de
DNA al pasar el misculo de la fase de hiperplasia a la de hipertrofia. EI BNA se comperta de medo similar,

implicando un descenso en fa intensidad de la sintesis proteica por gramo de tejido.

En ratas pequefias con un pesc de $0-110 g, la tasa de sintesis proteica en el misculo
esquelético es de 15-19% diario (GARLICK y col., 1983). Como s animales crecen un 6% diaric, la tasa
de degradacion es de un 11% al dia (ASHFORD y PAIN, 1988a). Esto contrasta con observaciones en
ratas viejas (300-400 g), en las cuales la tasa de crecimiento es de 2-3% al dia y su sintesis proteica es
de un 5-6% diario (PAIN y col., 1983).

En ratas inmediatamente después del nacimiento, hay una drastica disminucién de la
concentracion de amino&cidos, aumento de glucagon, disminucion de insulina (GIRARD y col., 1973) y
un descenso en la corticosterona plasmatica (MALINOWSKA y col., 1972). La disminucion de los
aminoécidos plasmaticos probablemente sea debido a la competicidn entre la utilizacion de los
aminodcidos para el crecimiento {sintesis proteica) y para la gluconeogénesis. Asi, la glucongogénesis
en el feto tiene muy poca actividad, mientras que aumenta rapidamente después de nacer (GIRARD y
col., 1975).

La sintesis proteica muscular en ratas jévenes es muy sensible a la ingesta, y una noche
de ayuno es suficiente para provocar un descenso del 40% (GARLICK y col., 1983). Si se ingiere
comida, 60 minutos son suficientes para restaurar esta tasa. Cuando la rata es adulta, el crecimiento
cesa y la tasa de sintesis proteica disminuye entre un 60 y un 70% desde el nacimiento hasta el primer
afo de vida (GARLICK vy col., 1987). Ademds, con el alimento, la rata adulta es capaz de consumir

suficiente comida como para mantener su contenido proteico dia a dia.

Se sabe que durante el crecimiento se producen dos cambios esenciales en la sintesis
proteica en el musculo esquelétice: disminuye la concentracion de ribosomas y el nivel de sintesis
proteica total y se alteran las tasas relativas de sintesis de [as distintas proteinas, de modo que las que
tienen menor tasa degradativa muestran el mayor descenso en su tasa fraccional de sintesis
{(WATERLOW y col., 1978b; GARLIK vy col.,, 1988). Como consecuencia, en cualquier situacion en que
se altere el crecimiento habra una alteracidn en la sintesis proteica, ya sea en el proceso normal de

desarrofio y envejecimiento o si se instaura mediante alteraciones nutricionales.
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2.5.2. RESPUESTA DEL MUSCULO A LAS MODIFICACIONES EN LA
DIETA

El crecimiento es el estado en el cual la masa muscular aumenta, y se preduce cuando la
sintesis proteica excede a la degradacidon (KETTELHUT vy col,, 1988). Tantc la sintesis como la
degradacion proteica en ei musculo estan reguladas por hormonas que tamiién tienen un papel en la
homeostasis energética, como la insulina y el cortisol. Una reduccidn en la sintesis proteica muscular
durante el ayuno suministra aminoacidos al organismo. En ayuno prolongado, ias calorias son
proporcionadas de las reservas lipidicas; luego sigue la movilizacion de proteinas ceiulares. Bajo estas
condiciones, las tasas de degradacién proteica y el catabolismo de aminodcidos se reducen al maximo
para preservar los aminodcidos esenciaies y los constituyentes celulares; si continda el ayuno se

incrementa el catabolismo hasta agotar las reservas proteicas, sobreviniendo la muerte por inanicion.

Es conocido que la sensibilidad del musculo esqueletico a la insulina disminuye a
medida que el animal va siendo mas adulto, asi como también disminuye el transporie de glucosa y su
utilizacion por el muscuto (NARIMIYA y col., 1984), Se han propuesto muchos factores come son:
cambios en el metabolismo del glucdgeno, inactividad fisica, aumentc del tejido adiposo y cambios en la
capilaridad y composicion de las fibras musculares. También puede ser debido a un descenso en el
ndmero de receptores de insulina (OLEFSKY vy col., 1878) vy a una disminucion en el recambio de los
receptores (TRISCHITTA y REAVEN, 1988).

2.5.2.1. INFLUENCIA DEL AYUNO

El hombre es capaz de sobrevivir durante el ayuno por la capacidad para conservar los
depdsitos de proteinas mientras que utiliza la grasa como fuente principal de energia (FELIG y col.,,
1969}. Esta conservacion de la proteina corporal se debe a un descensc en la excrecion urinaria de
nitrégeno, una marcada disminucién de la gluconeogénesis hepatica (OWEN vy col., 1967a) y‘una
adaptacién del cerebro para utilizar los cuerpos cetdnicos y reducir asi la conversion de los escasos

amincacides en giucosa para su oxidacion (OWEN y col., 1967b).

La tasa de sintesis proteica en el masculo esquelético es muy sensible a la ingesia
dietaria (WATERLOW y STEPHEN, 1968). El ayuno, en particular, provoca un inmediato descenso de la

sintesis proteica, con aumento de la proteolisis y la consiguiente pérdida de proteina muscular
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{MILLWARD, 1570). Estos cambios en el metabolismo proteico del muscule esquelético son muy
importantes para todc el organismo (YOUNG, 1870; MILLWARD y GARLICK, 1872).

Si hay ayuno prolongado, las concentraciones de todos los aminoacidos esenciales se
incrementan. Esto es mas acusado en el caso de la metionina y de los amincacidos de cadena
ramificada, los cuales aumentan mientras el RNA vy la sintesis proteica disminuyen (MILLWARD, 1970;
GARLICK vy col., 1973). Asi, pues, la concentracidn de aminoacidos puede relacionarse directamente
con la perdida de RNA y el descenso en la sintesis proteica que tiene lugar durante et ayuno, como
consecuencia de un menor nivel de insulina circulante, la cual, cuando aumenta, estimula el transporte

de aminoacidos vy la sintesis proteica en el musculo (FUKAGAWA vy col,, 1986).

Se han realizado diversos estudios en persenas alimentadas y sometidas a ayuno para
conocer la sintesis y degradacién proteica. Para RENIE vy col. (1882), la sintesis proteica disminuye un
20% durante el ayunc, incrementandose [a degradacion un 18% utilizande leucina marcada.
Posteriormente, HOFFER y col. (1985) también observan que |a tasa de sintesis proteica durante el

ayuno es un 20% menor que tras la ingestion de comida.

CLAGUE y col. (1983) proporcionan a humanos diferentes dietas que varian entre O y
1.87 g/Kg/dia. Los sujetos alimentados muestran mayores tasas de sintesis proteica que los sujetos
sometidos a ayuno, especiaimente aguellos que han ingerido mayores cantidades de dieta; sin

embargo, observan que no se altera la degradacion.

Posteriormente, McNURLAN y GARLICK (1889), someten a humanos a una infusion de
leucina marcada durante 24 horas para comparar el efecto de la sintesis y la degradacion después de la
comida y en ayuno. Durante el ayuno, la degradacién proteica aumenta vy después de la comida

aumenta la sintesis proteica, medida como incorporcion de la leucina a la sintesis proteica.

Hasta ahora, se han mencionado estudios sobre los efectos del ayuno en la sintesis y
degradacidn proteica en humanos. También hay autores que han estudiado estos efectos en musculo
de ratas. Cuando se retira |a dieta a ratas en crecimiento, hay una rapida y progresiva disminucion de la
sintesis proteica en el muscuio (GARLICK y col., 1973; GARLICK y col., 1975). Los efectos se observan
tras 12 horas de ayuno y remiten a la hora de ingerir la dieta. Durante largos periodos de ayuno, se ha
demostrado que la perdida de proteina muscular es pequefa durante los dos primeros dias, perc a
partir del dia 4 la perdida se hace mucho mayor, a la vez que aumenta mucho la degradacion proteica
(MILLWARD y col., 1975).

Experimentos llevados a cabo con mdsculo "in vitro™ han confirmado que el ayunc o la
falta de nutrientes en el medic disminuye ia sintesis proteica, pero se produce simultaneamente un

aumento en la degradacicn (Ll y GOLDBERG, 1976; LI y WASSNER, 1978).
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EMERY v col. (1988) observan un marcade aumento en la produccién de N-
metihistidina en ratas jovenes en ayuno en un momento (dias 0-2) en que la tasa de degradacion
proteica en midscuic esquelético permanece censtante, lo cual sugiere que la N-metithistidina extra
producida en el primer momento del ayuno no se debe a un aumento de la degradacion proteica en &f
musculo esquelético. Por tanto, se cuestiona la validez del uso de aquélla durante el ayuno como

indice de degradacion del musculo esquelético, desconociéndose su aplicacidn en otros casos.

LOWELL y col. (1986} han comprobado que en ratas en ayuno disminuye la
degradacion de proteinas miofibrilares. La degradacidn de proteinas micfibrilares y sarcoplasmicas
aparecen reguladas por diferentes mecanismos durante el ayuno (GOODMAN y GOMEZ, 1987). El
ayuno provoca un incremento en la degradacion de proteinas miofibrilares (actina). En ayuno
prolongado en humanos y en animales, la gluconeogénesis de las proteinas corperales disminuye
gradualmente. Se ha sugerido que es debido a la disminucion en [a excrecion urinaria de nitrogeno y de
las concentraciones en sangre arterial de aminoacidos (GCODMAN vy col., 1980). Lo més importante
durante el ayuno es el descenso de los requerimientos de glucosa para el cerebro y la produccion de
cuerpos cetonicos. También han observado que en ratas obesas, duranie el ayuno, hay una

disminucion de la excrecién de nitrogeno y 3-metilhistidina,

La degradacion proteica &n el musculo esguelético aumenta durante el ayuno, y tras 24-
48 horas de supresion de aminoacidos (Ll y GOLDBERG, 1976). Asi, la degradacion proteica, medida
por la presencia de los niveles normales de aminodcidos en plama, disminuyen de un 50 a un 70%
durante las primeras 48 horas de ayuno (MORTIMORE y POSC, 1987), al igual que disminuye la
excrecidn de 3-metilhistidina. Sin embargo, la ingestidn de alimento después del periodo de
deprivacion disminuye la degradacion proteica rapidamente, junto con una re-sintesis de proteinas
intracelulares y de otros constituyentes (LI y WASSNER, 1978). Si parece bastante claro que el ayuno
disminuye la sintesis proteica y la alimentacion la aumenta. Del mismo modo, estudios "in vitro"

demuestran un aumento en la degradacion proteica durante el ayuno (BARRETT ¥ GELFAND, 1989},

El aumento de |a degradacidn de la proteina muscular que se produce durante el ayuno
se relaciona con una elevacion de la proteolisis lisosomal, ya que en estas condiciones no se modifica el
contenido en proteasas lisosomales de este tejido; parece gue una elevacion del acceso del sustrato a
las enzimas de los lisosomas es el cambio mas caracteristico que se produce durante el ayuno. Sin
embargo, trabajos recientes revelan que, incluso en presencia de inhibidores lisosomales, no se ve
afectada la proteolisis en musculo de ratas en ayuno (HAN y col., 1988), mientras si se ve reducida por
depleccion del ATP con 2, 4-dinitrofencl, lo que unido a la caracterizacidon de una ruta proteolitica en el
musculo dependiente del ATP, sugiere que ia activacion de este proceso es la principal responsable

del aumento de la degradacidn proteica durante el ayuno. 8in embargo, cuandc éste se prolonga, se
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conserva la proteina corporal (AQK! y col., 1977), disminuyendo la degradacion del musculo, inciuso

por debajo de los niveles observados en los animales bien nutridos.

CHANG y GOLDBERG (1978a; 1378b) muestran gue, incluso durante el ayuno, todavia
hay una considerable captacion de glucosa por el musculo esqueletico, y ésta es ampliamente liberada
como aianina. La fuente de nitrdgeno para esto no es sélo el catabolismo de la proteina muscular, sinc
también la leucina captada de la circulacion y utilizada como fuente energética principal en el misculo

durante el ayuno.

Sin embargo, HENRY y col. {1988) indican que no hay evidencia de gue se produzca un
ahorro de proteina durante el ayuno prelongado. Aunque la menor excrecion de nitrdgenc urinario
sugiere que el catabolismo de aminoacidos esta reducido, esto es secundario a un descenso general
en ef "turnaver" metabdlico, mas que a un cambio en la utilizacion de cuerpos cetdnicos y de glucosa.
Sugieren asl la idea conmunmente admitida de que durante el ayuno la proteina se econcmiza por un
aumento en el uso de cuerpos cetdnicos por el cerebro; esto puede ser una descripeidn incorrecia o, al
menos incompleta, de los cambios que ocurren. La reduccion en la excrecion de nitrégeno que se
produce en el ayuno es parte de una reduccidn genera!l en el uso de estos sustratos, no un ahorro
especifico de la proteina corporal. No estd marcada por el cerebro, sino que sigue un descenso general

en la intensidad del metabolismo soméatico.

LOWELL y col. (1886} dividen el ayuno en tres fases: una primera en 24 horas, con
aumento de la proteolisis miofibrilar, la cual desciende en el segundo periodo (3-5 dias) para aumentar
de nuevo en la fase lll. Sugieren asi que los cambios en la proteolisis total se deben en gran parte a
cambios en la degradacién de las proteinas miofibrilares, cuyo catabolismo antes del ayuno suponia un
15% del total, aumen_tando hasta que al final supone un 50%. Las proteinas no miofibrilares muestran
una tendencia a disminuir su degradacion durante las fases | y Il y aumentar durante el ayuno terminal. El
aumento en la proteolisis durante las fases | y Il se asogia con un aumento desproporciondo en la
liceracion de 3-metilhistidina {degradacion miofibrilar) en comparacién al de tirosina (degradacicn

proteica total).

Cortos periodos de ayuno muestran un efecto negativo sobre la sintesis proteica en el
musculo esquelético en ratas en crecimiento (BAILLIE y GARLICK, 1991), y la magnitud de la respuesta
en el mUsculo individual depende de la composicion de la fibra muscular, es decir, del tipo de masculo

de que se trate.



2.5.2.2. DIETAS CARENTES DE PROTEINAS

A ratas Wistar macho se les deja acceso a la cemida Unicamente entre las 9 v las 13 horas
y después de 2 semanas de ser sometidas a este régimen, son sacrificadas, junto con un lote con el
cuai se realiza el mismo experimento, pero con dieta sin proteinas (MILLWARD vy col., 1974b). Las ratas
alimentadas con dietas con proteinas evitan las pérdidas de BNA inducidas per el ayuno, mientras que
las ratas alimentadas con dietas libres de proteinas muestran una disminuciaon en la concentracién de

los aminoéacidos de cadena ramificada y de metionina.

Asi, en ratas sometidas a una dieta sin proteina durante 30 dias, la respuesta inicial es
semejante a la que se produce en {0s animales en ayuno, cen una reduccidn inmediata (primer dia) de la
tasa fraccional de sintesis. Durante los siguientes dias, tanto la tasa de sintesis como la degradacian
disminuyen de modo practicamente similar, de manera gue hasta ese momento no hay pérdida de
proteina muscular o bien ésta es muy pequefa. Sin embargo, a los 30 dias, la progresiva reduccion de
la sintesis proteica conlleva una pérdida de proteina del 3% cada dia, a pesar de que nc se modifica el

nivel de degradacion de las proteinas (GARLICK y col., 1975).

KADOWAKI vy col. (1983) confirman un descenso en la degradacion proteica total de
hasta el 49% en ratas alimentadas sin proteina respecto a los controles (20% caseina). Por el contrario,
el catabolismc de la proteina miofibrilar no muestra cambios durante este periodo. Los resultados, sin
embargo, no coinciden con los encontrados “in vive", que sefalan disminuciones de la excrecion
urinaria de 3-metilhistidina con una dieta carente de proteina (HAVERBERG y col., 1975). La razén de
esta incongruencia no esta clara, pero no se puede excluir la posibilidad de la contribucién de tejidos no

muscuiares.

La ingesta de una dieta sin protefnas suprime la degradacion de las proteinas

sarcoplasmicas, pero no las de los componentes miofibrilares (GOODMAN y GOMEZ, 1987},

Los cambias homeostaticos que tienen lugar en la deficiencia proteico-energética-son
contrarias a los producides en ayuno o diabetes: preservar los amincacidos vy las proteinas celulares y
no utilizarlas para la produccion de energia, gluconaogénesis o lipogénesis (KETTELHUT vy col,, 1988).
Cuando ratas jévenes son alimentadas con dietas sin proteinas dejan de crecer, pero la masa del

musculo esqueietico v el contenido proteico estan bastante bien preservados.

Cuando se someten ratas a dietas carentes de proteinas se ha observado que las tasas
de degradacion proteica en musculo esquelético y cardiaco, y en la excrecion de 3-metithistidina,
disminuyen en un 30-40% dentro de las primeras 72 horas (TAWA y GOLDBERG, 1980). La oxidacion
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de los aminoacidos de cadena ramificada en el musculo disminuyen, asi como el transporte de
aminoacidos dentro del muscule, y se presume que ayudan a la reduccién en la utilizacién de ltos
amincacidos. La sintesis "de novo" de la glutamina y la alanina en musculo también esta reducida
(TAWA, 1984).

Una evidencia de la disminucion de la degradacion proteica en ratas sometidas a dietas
carentes de proteinas, es que tanto el miscuio esquelético como el card{aco tienen entre 50-70% de
actividad en proteasas liscsomales (catepsina B y H) y otras hidrolasas. Otra forma de conocer que ja
proteolisis estd redueida durante la deficiencia proteica es la reduccion de la hormona T3, vy de la insulina
circulante (TAWA, 1984},

Cambios en la excrecion de 3-metilhistidina han sido examinados en ratas jovenes que
reciben una dieta normal o dietas deficientes en proteinas y calorias (HAVERBERG y col., 1975b). La
disminucién de proteina en la dieta provoca una disminucion rapida de 3-metithistidina (disminucién de
un 20% de su valor inicial). En el caso de disminucidn proteico-caldrica, hay aumento inicial de 3-
metilhistidina, seguido de una disminucién (3-metil histidina es una medida de (a degradacion de la
proteina muscular.) El musculo responde a la disminucién de la proteina con una disminucion de la

degradacion proteica.

2.5.2.3. DEFICIENCIA MODERADA DE PROTEINA O ENERGIA

Bajas concentraciones de alblimina sérica son aceptadas generalmente como un indice
de malnutricién proteico-energética (WATERLOW y WILLS, 1960).

La malnutricidn proteico-energética ha sido definida por FAQ y WHO (FAO/WHO/UNU,
1985} como:; "Condiciones patolégicas que aparecen en estados carenciales, en diferentes
proporciones, de protefnas y calorias, mas frecuentemente en nifios y jovenes, y asociadas

normalmente con infecciones”.

Dicha malnutricién prateico-caldrica provoca la aparicion de una serie de des¢rdenes

ciinicos:

MARASMO: Producido por una restriccidn continuada de energia y proteina en la dieta,

asi como de otras nutrientes.

KWASHIORKOR: Debido a una deficiencia cualitativa y cuantitativa en la ingesta

proteica, pero en este caso la ingesta caldrica es adecuada.
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La mayor(a de ios nifios presentan una mezcla de ambas. Los ninos con malnutricidn
protejco-calorica son mas susceptibles de padecer infecciones respiratorias y diarreas, puesio que la
resistencia a la infeccion depende de la actividad leucocitaria, la integridad epitelial, 1a flora intestinal y la

funcidn endocrina, y esto esid afectado en la deficiencia proteico-caidrica (GURNEY, 19789).

Estos dos sindromes son el extremo de estos tipos de malnutricién. Entre ellos hay
diferentes manifestaciones clinicas debidas a combinaciones de deficiencia proteica y energética, junto

a deficiencias de mineraies y vitaminas y con infecciones asociadas.

E! marasmc aparece tipicamente en niflcs menores de un afo, mas frecuentemente en
las ciudades; el kwashiorkor es una enfermedad propia de las dreas rurales en el segundo afc de vida.
La mainutricidn proteico-caldrica es caracteristica de [0S nifics menores de 5 anos, en las zonas donde
la dieta es pobre en energia y proteinas; en los adultos esta enfermedad &s mucho menos frecuente y

las manifestaciones clinicas mucho menos severas (McLAREN, 1966).

Los sintomas del marasma son: incapacidad de aprendizaje, irritabilidad alternando con
apatia. Diarrea. Muchos nifics estan hambrientos, pero algunos son anoréxicos. Muy pcca grasa
subcutanea. A menudo deshidratacion. £l peso estd muy por debajo de lo normal. El abdomen puede
estar distendido con gases. Los misculos estan atrofiados. La piel y las mucosas pueden estar secas y

atroficas. Se pueden encentrar o no evidencias de carencias vitaminicas (GURNEY, 1979).

Como sintomas del kwashiorkor aparece: edema, incapacidad de aprendizaje, anorexia
y apatia. Fracaso en el crecimiento, dierrea liquida, esplecnomegalia. El edema puede aparecer
distribuido por todo el cuerpo, incluso en la cara, pero generalmente estd més marcado en la parte
inferior de las piernas. Presentan dermatesis caracteristica, con dreas de descamacién y zonas de hipo
e hiperpigmentacidn. La descamacidn puede progresar a Uiceras. El pelo es escaso, fino y se arranca
facilmente. Frecuentermente aparece estomatitis y atrefia de la lengua, asi como ulceracion alrededor
del ano. Los musculos estan consumidos, por lo que muchos nifios pierden la capacidad de andar.

Siempre esta presente alglin grado de anemia (GURNEY, 1979).

La malnutricion proteico-calérica afecta a los linfocitos T y B. Deficiencias en proteina y
energia afectan e inhiben ambos tipos de inmunidad (RAMALINGASWAMI, 1975); la mucosa intestinal
es muy delgada, similar a la encontrada en malabsorcidn intestinal (BEHAR, 1975), y la estructura y
funcion de las glandulas endocrinas estan afectadas (WHITEHEAD y ALEEYNE, 1871).

HEARD y col. {1977} describen los efectos de tratamientos que inducen, en ratas
jovenes, cambios bioguimicos que se asocian con el kwashiorkor y marasmo en el hombre, como son
las dietas dei 3.5% de protefna administradas “ad libitum" y del 10% en cantidades restringidas. Los

niveles de sintesis proteica se redujeron en ambos casos, afectandose mas en € caso de las animales
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deficientes en energia. A pesar de ello, la ganancia de proieina que se observa permite intuir una

reduccion aun mayor en la tasa fraccional de degradacién proteica.

Hay pérdida de apetito, aumentan las necesidades de nutrientes vy estc hace que
aumenten las necesidades de energia. Existe reduccién de la absaorcion de nutrientes que cursan con
diarrea y hay aumento del metabolismo, con lo cual se pierde nitrogeno por crina (WHITEHEAD vy
ALLEYNE, 1971).

CLUGSTON y GARLICK (1982) estudiaron los efectos de dietas bajas en energia en
sujetos obesos. Se midio la sintesis proteica después de 3 dias de tomar una dieta normal, y también
después de someterlos 3 semanas a una dieta baja en energia. Cuando la dieta baja en energla
contiene proteina hay un pequefo descenso en la sintesis proteica, pero cuando la dieta no contiene

proteinas el descenso en la sintesis es mayor.

La sintesis proteica tisular puede tener lugar si hay un adecuado aporte de energia. Una
restriccidn de energia en la dieta se asocia con un aumento en el catabolismo proteico, y el animal utiliza
sus reservas de proteinas para corregir la deficiencia caldrica. Estudios de ROSENTHAL y ALLISON
(1956) en ratas indican que durante una restriccian caldrica hay un aumento del catabolisme de las
reservas proteicas y un balance de nitrégeno negativo. Si la restriccidén no es rnuy severa, la rapida
pérdida inicial de nitrdgeno corporal va disminuyendo, los animales se adaptan a la reducida ingesta
caldrica y reducen su actividad catabdlica, tendiendo hacia un equilibrio de nitrégeno. Si la restriccion
caldrica es severa, las reservas de grasa y proteina se agotan y el catabolismo se incrementa de nuevo,

pudiende llevar a la muerte.

HAVERBERG vy col.,, (1975a) describen una reduccion en la eliminacién de 3-
metilhistidina por unidad de peso corporal en ratas alimentadas con una dieta baja en proteina, siendo el
descenso mayor que el observado por desarrollo en controles bien alimentados. Hay, por consiguiente,
una disminucion progresiva en el turnover de las proteinas contractiles durante la depleccién proteica,

que también se pone de manifieste en nifios malnutridos (NARASINGA RAO, 1985).

Los efectos de una restriccion calbrica sobre la proteolisis muscular, en contraste con el

higado, aumentan durante las primeras 24-48 horas (MORTIMORE y PGSO, 1987).

YAMAGUCH! y KANDATSU (1987} indican pérdidas similares de las dos fracciones
principales de la proteina muscular intracelular sarcoplasmica y micfibrilar en muasculos de ratas

deficientes en proteina.

En resumen, la respuesta general del mdsculo a deficiencias dietarias, bien de energla,
bien de proteinas, es una reduccion de la tasa de sintesis proteica. Se trata de una respuesta rapida,
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que se pone de manifieste después de un sélo dia de la deficiencia dietaria. Esta reduccion en la
sintesis va acompanada, al menos en las etapas iniciales, de un descenso en la tasa de degradacion,

aungue se desconcece como se lleva a cabo.

Malnutricion proteice-caldrica y funcion endocrina (MUNRO, 1977):

Kwashiorkor Marasmo

HORMONA DEF.PROQTEICA DEF.PROT-CALORICA
Del crecimiento Elevada Elevada a veces
Somatomedina Reducida
Insulina Reducida Ngrmal
Cortisol No cambia Elevada a menudo
TSH (Est. Tiroides) No cambia Muy reducida
Tiroxina Reducida Normal o elevada

Nifios con mainutricidn proteico-caldrica presentan como mecanismo de superviviencia

una disminucion del crecimiento, menor altura y peso con disminucion de la maduracion ésea.

Los cambios bioquimicos que se producen en ellos son:

. Baja excrecion de urea.

. Dismfnucic’m de los aminoacidos de cadena ramificada (WHITEHEAD, 1969).

- Aminoacides libres anormales.

. Disminucién en la excrecion de hidroxiprolina en orina.

. Disminucion de transferrina y albimina (McFARLANE, 1969). -
. Si el peso disminuye, se mahifiesta por un descenso en el indice creatinina/altura.

Los efectos bioquimicos de la malnutticion proteico-calorica severa en nifios son los siguientes:

. Balance proteico negativo. Contenido total de nitrégeno reducido (WATERLOW vy
WILLS, 1960).



El higado pierde ragidamente fracciones de proteinas, mientras que la pérdida de

proteinas del musculo ocurre progresivamente (GARROW v col., 1965).
E! rifién, cerebro y drganos endocrinos retienen sus proteinas mas eficazmente.

En el mdsculc hay una baja proporcion de proteinas/DNA, lo cual indica pérdida de

prcteina intracelular.

La concentracion de proteinas totales se reducen, principalmente debido a la
disminucion de la concentracion de albumina y beta-globutinas. La fraccion de gamma-

globulina aumenta.

La concentracion de nitrogeno ureico en sangre disminuye, asi comao su excrecidon por
orina. Por tanto, desciende el catabolismo proteico y también la sintesis proteica
(PICOU y PHILLIPS, 1972).

La excrecién de creatinina por orina disminuye (ARROYAVE y WILSON, 1961) a

consecuencia de la reduccion del tejido muscular y péerdida de masa corporal.

Los aminoacidos en plasma se modifican, cbservdndose una baja concentracion de

valina, leucina e isoleucina, asi como de tirosina (HOLTZ y col., 1963).
La relacién AAE/AANE disminuye.
La fraccion Tyr/Phe disminuye debido a fa deficiencia de fenilalanina hidroxilasa.

La concentracion de hemoglobina varia alrededor de 8 a 10 g./100 ml. por dilucién de la

sangre.
Los glabulos rojos sen normociticos y normocromicos.

Hay megaloblastosis como consecuencia de deficiencia de folato.
Si hay infeccion, se produce leucocitosis.

Se produce leucopenia y trombocitopenia, indicando generaimente la presencia de

septicemia gram-negativa.

La mayoria de los sujetos no estan anémicos, pero fisioldgicamente estan adaptados a

la disminucidn de la dermanda de oxigeno.

La excrecion de aminoéacidos por orina es anormal,
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. Se han detectado metabolitos anormales como etanolamina y acido beta-

aminoisobutirico; esto sugiere un defecto en la transmetilacion.
. Pérdida de histidina, seguido de excrecién de acide urocanico.

Los cambios en el metabolismo de carbohidratos son:

. La glucosa en sangre es normal.
. Hay tendencia a la hipoglicemia.
. El metabolismo de la glucosa no es normal, ya que los tests de tolerancia a la glucosa

dan una curva atipica de diabetes, y la secrecion de insulina es baja.
. Hay gluccgenalisis y glucolisis.

. Se presenta un deterioro de las enzimas que intervienen en la oxidacidn de la glucosa,

ciclo de Krebs y conversion de galactosa a glucosa (JAMES y COORE, 1970).

Cambics en el metabolismo de lipidos:

. Se presenta esteatorrea.
. Malabsorcidn de lipidos.
- Bajos niveles de fracciones lipidicas en plasma, aminoacidos neutros, colesterol,

vitaminas A y E y fosfolipidos. Esto sugiere cambios en proteinas plasmaticas
especificas y en la estructura lipido-proteina para el transporte en sangre (SMITH y col.,

1973).
Cambics en las vitaminas:
. Hay bajas concentraciones de tiamina, riboflavina, vitamina C y folatos.

. Los niveles en suero de la vitamina B{2 estan aumentados. Esto sugiere que aunque

disminuyen las proteinas, la demanda tisular de proteinas también disminuye.

. Los niveles séricos de vitaminas A y E son mengres por el defecto en su absorcion

(OLSON, 1975).

Cambios en el agua y los electrolites:
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. Los niveles séricos de sodio son normales o bajos.

. Los niveles sericos de potasic y magnesio no estan disminuidos, excepto cuando
existe ciarrea y vomitos. En este caso, hay hipokaliemia acompafiada por una pérdida

de potasio de tejidos como el musculo y el cerebro.

. La acidosis es normal, con descenso en los mecanismos de acidificacion renal

(NICHOLS y col., 1974).

. El agua corporal total puede aumentar al 80% del peso corporal, cuando lo nermal es
60% (GARROW vy col., 1965). Los valores mas elevados aparecen en marasme, cuando
la grasa corporal se ha reducido extracrdinariamente. El aumento mas impeortante se
debe al agua extracelular, pero {as células estan sobrehidratadas. Esto puede

compiicarse por |la diarrea aguda o crénica, conduciendo a la deshidratacion.
Cambios en las enzimas:

. Las enzimas amilasa, pseudocolinesterasa y fosfatasa alcalina estan disminuidas en

plasma. Esta disminucion refleja la depleccion de estos enzimas en los tejidos y en los organcs.

. Las transaminasas aumentan en plasma (McLEAN, 1966).

2.5.3. INFLUENCIA DE LA DIETA SOBRE LOS ACIDOS NUCLEICOS
EN EL MUSCULO

2.5.3.1. ACIDO DEOXIRRIBONUCLEICO (DNA)

2.5.3.1.1. Modificaciones debidas al crecimiento

Se considera el crecimiento muscular por el aumento del tamafio y el nimero de
unidades de DNA. Se ha estudiadc ia falta de crecimiento en ratas malnutridas, administrandoles una
dieta adecuada en proteina, pero con restriccion energética. Se observa que en estas condiciones
disminuye el contenido de DNA en el musculo, sin que se altere 1a relacion proteina/DNA. Esto ha
sugerido que la formacién de nuevos nidcleos es mas sensible a la restriccidn energética que el
deposite de proteinas. La acumulacion de DNA en misculo también es sensible al contenido proteico

de la dieta (CHEEK y HILL, 1970).
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ENESCO y LEBLOND (1962) observan un aumento del DNA en el musculo
gastrocnemic de ratas con fa edad. ENESCO y PUDDY (19864) indican que el nimero de fibras
musculares en ratas nc aumenta en el periodo postnatal, pero si el nimero de nucleos dentro de las

fibras, asi como el tamano de las mismas con la edad.

Posteriormente, MILLWARD vy col. (1875) sefialan un aumento en mg de peso,
contenido proteico y de las fracciones peso/DNA, proteina/DNA en musculo gastrocnemic de ratas

macho con la edad.

Durante el crecimiento muscuiar hay un incremento en el contenido de los Acidos
nucleicos DNA y RNA, asi como de las cantidades de proteinas acumuladas por unidad de acido
nucleico. Existe consenso en cuanto a que el crecimiento del musculo se produce por crecimiento de la

fibra, tanto en groscr como en longitud, mas que del nimero de fibras (BURLEIGH, 1974).

2.5.3.1.2. Modificaciones en el DNA muscular producidos por la dieta

Los procesos biologicos importantes como la diferenciacién celuiar, el desarrollo, el
crecimiento y la adaptacidon metabdlica dependen de la expresidn genética. La dieta puede afectar a [a
regulacion de la expresion genética en los siguientes niveles (CASTRO, 1987), tal y como se muestra

en el esquema 2.

MUNRO y col. (1953) examinaron el efecto de las variaciones de la ingesta energética
sobre el metabolismo de los acidos nucleicos. La adicidn de grasa o carbohidratos a una dieta deficiente
en energia da como resuftado un aumento en el RNA total. NARAYANA v MORRISOS (1965)
observaron que la restriccion calérica afecta a la concentracién de RNA, perc no al DNA en musculo de
ratas que recibian 1 g. de caseina diariamente. UMANA (1965) comprobo que en ratas en ayuno hay un

aumento en el contenido de DNA en higado.

Varios estudios han descrito el efecto de la malnutricidn sobre el crecimiento del
muscule esquelético de ratas. Cuando existe malnutricion durante el periodo de crecimientd, el
resultado es una disminucion en la tasa de sintesis de DNA (HOWARTH, 1972). En el musculc de ratas
jovenes alimentadas coen una dieta baja en calorias y proteinas, HILL y col. {1970) encontraron una
marcada reduccién tanto en el contenido de DNA como de la fraccion proteina/DNA (tamanc celular}.
Cortrariamente, cuando a los animales se les restringe las calorias en la dieta con un contenido proteico
adecuado, afecta mencs a la reduccién del crecimiento muscular y al numero de nicleos. En estos
animales, a fraccién proteina/DNA (tamafio celular) es normal o incluso esta ligeramente aumentada.

Asi, HILL y col. (1970) postulan que la reduccion de la ingesta caldrica puede afectar a la replicacion del
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DNA, pero la reduccion de calorias y proteinas tiene efectos mas serios en la sintesis intracelular de

proteinas.

Ingesta de nutrientes

Alteracion de la

Modificacion g | -4 estructura dela
del DNA cromatina

Regulacion de la
expresion genetica

Transcripcion

- Modificacion
post-transcripcion

Translocacion

- Modificacion
post-translocacién

Gen

Diferenciacion celular,
adaptacion, )
desarrollo,
crecimiento,
mantenimiento

Esquema 2.

HOWARTH (1972) muestra que la acumulacién iotal de DNA en el musculo

gastrocnemio estd directamente relacionada con el contenido proteico de la dieta. Una dieta libre de
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proteinas provoca una reduccion de la fraccion proteina/DNA (tamaho celular). Estos datos fueron

confirmadeos mas tarde por NANYELUGO (1976).

2.5.3.2. ACIDO RIBONUCLEICO (RNA)

2.5.3.2.1. Modificaciones debidas al crecimiento

Segun MILLWARD vy col. (1975}, la cantidad de proteina y de RNA aumenta en la misma

proporcion segun aumenta el crecimiento,

En la relaci¢n entre la sintesis proteica y la concentracion de RNA se consideran dos
componentas: en primer lugar ia capacidad para realizar la sintesis proteica, indicada por la relacion
RNA/proteina, y en segundo lugar la medida en que se utiliza dicha capacidad, sefialada por la tasa de

sintesis proteica por unidad de RNA o actividad del RNA,

A ratas Wistar macho se les deja acceso a la comida Unicamente entre las 9 y las 13 horas
y despues de 2 semanas de someterse a este régimen, son sacrificadas. Ademas, hay un lote con el
cual se realiza el mismo experimento, pero con dieta sin protefnas (MILLWARD y col., 1874b). Después
del ayuno hay un aumento en la sintesis proteica muscular. Esto es debido a que los cambios en la
concentracién de RNA en el misculo esquelético son factores importantes en los cambios en la
sintesis proteica muscutar (GARLICK y col,, 1973). Los cambios en la concentracion del RNA son como
consecuencia de alteraciones en la sintesis y en la degradacién. MUNRO (1968} ha sugerido que el
incremento del RNA muscular después del ayuno es provocade por la proteccion del RNA ribosdmico
para la formacién de polisomas con actividad ribonucleasa reducida. Como resultado, la tasa de

degradacion disminuye y la cantidad de RNA aumenta.

La tasa de sintesis por unidad de RNA es semejante en varios teiidos, con excepcién
del cerebro, en donde el control de la sintesis es funcién del contenide de RNA asociado al ndcleo
celular del tejido. El valor medio para higado, musculo esquelético, corazén y rifidn es de 15.4 g de
proteina sintetizada por gramo de RNA por dia, concluyendo que el contenido de RNA de un tejido o la
relacion RNA/proteina es un buen indicador de la tasa de sintesis proteica en él, segun hipdtesis de
CASPERSON (1950). Incluso se puede afirmar que, puesto que la mayor pare del RNA tisular es
ribosomal, el nimero de ribosomas por célula y Ja actividad de estos ribosomas en el proceso
translacional refleja un indice de la capacidad ribosomal; dichc indice se obtiene de la relacion

RNA/proteina y de la actividad nbosomal de la sintesis por unidad de RNA.



Durante ef crecimiento postnatal apenas varia la actividad del RNA, de modo que sdlo

podran producirse cambics en la sintesis proteica por unidad de DNA, si varia la relacion BNA/DNA.

En este sentido, MOON y KIRKSEY (1973) sefialan incrementos en !a relacion

BNA/DNA en higado, musculo y cerebro de rata durante unas pocas semanas de vida postnatal.

Estudios que incluyen el crecimiento hasta 550 g. de peso corporal (DEVIHy col., 1863)
indican que no se preducen cambios en la relacion RNA/DNA en higado y mdsculo, aungue si un ligerc
descenso en el cerebro. Parece que la cantidad de RNA por célula permanece relativamente constante

en estos tejidos, mientras ef peso corporal aumenta mas de 10 veces.

No hay acuerdo acerca de si el gjercicio varia el "turnover proteico’. RENNIE vy col.
(1982) han demostrado que la incorporacién de 14C-tirosina dentro de la proteina muscular se reduce
después de un ejercicio intenso "in vivo®. Sin embargo, DAVIS y col. (1985) sugieren que el ejercicio
no tiene efecto sobre la sintesis proteica en tejido muscular aislado. KASPEREK y col. (1980)
demuestran que el ejercicio provoca un descenso significativo del nivel de proteina hepatica, v
sugieren que el cambic en la proteina hepatica debe tener un papel importante en el metabotismo
prateico inducido por el gjercicio. Mas recientemente, HAYASE v YOKOGOSH! (1992} examinaron las
tasas de sintesis proteica en &l higado y en el intestino delgado "in vivo", tras Ja administracion de altas
dosis de 3H-fenilalanina. Cuando las ratas fueron sometidas a ejercicio durante 7 dias, fa sintesis
proteica disminuyo en el higado y en el intestino delgado, como consecuencia de una disminucion en
la actividad del RNA. También determinaron las fasas de sintesis proteica, concentracién y actividad de
RNA en musculos gastrocnemio y soleus después de 7 dias de ejercicio. En este experimento, &l peso

del musculo, las tasas de sintesis proteica y la concentracion y actividad de BNA no se alteraron,

2.5.3.2.2. Modificaciones en el RNA muscufar producidas por la dieta

El suministro de aminodcidos provoca cambios en la actividad RNA polimerasa
{HENDERSON, 1870}, en la sintesis de componentes de los ribosomas (FRANCE- FERNAND@Z ¥
POGO, 1971), vy en la sintesis de RNA y maduracion (VAUGHAN, 1972). Tambien influye en la
degradacion del BRNA ribosomico, en el "pool" de nucledtidos de purina y en la reutilizacién de ia purina.
Cuando se produce la entrada de aminoacidos hay agregacion de monosomas a polisomas en el
higado. Esto proveca un incremento de !a sintesis proteica y acumulacién de RNA gue es incorporado
en monosomas y polisomas. Hay aumento en ia sintesis “de novo" de purinas medido por la
incorporacion de glicina marcada con 14C en el RNA dentro del "pool” de nucledtidos de purina. i la
rata esta alimentada con una dieta deficiente en proteinas, lcs polisomas se disgregan, hay una

acumulacion de subunidades y el RNA disminuye mas gue la incorperacion de monosemas y polisomas
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(CLIFFORD vy col., 1872). Estos estudios coinciden con los de REEM y FRIEND {1969), guienes
demostraron que cuando el proceso de absorcion se ha completado, o cuando la rata es alimentada con

dietas carentes de proteinas, los polisomas se disgregan, con acumulo de subunidades.

La agregacién de rihosomas en polisomas se deteriora si el triptofano (FLECK vy col.,
1965; WUNNER vy col., 1966) la trecnina o la isoleucina (IP y HARPER., 1973; PRONCZUK y col., 1870)
se suprimen de la dieta. Estudios en células cutivadas en un medio sin valina, histidina ¢ metionina
muestran que la disgregacion de polisomas estd asociada a una marcada reduccion en las tasas de
sintesis proteica, de la elongacidon de la cadena peptidica e incluso de la iniciacion de la cadena
peptidica a través de ia accion inhibitoria como consecuencia de la acumulacion de tRNA (CLIFFORD,
1980).

Se admite gue el RNA ribosomal se encuentra en una proporcién del 80% del
contenido total. Ademas, se ha demostrado que las concentraciones de rRNA cambian paraletamente
con el BNA total del musculo, en respuesta a la deficiencia proteica en la dieta (YOUNG, 1974). Se
puede asumir, por tanto, que los cambios en la concentracién de BNA total muscular reflejan

alteraciones en la concentracion de ribosomas.

Cuando se mide el contenido de RNA en musculo de ratas sometidas a ayuno se ha
demostrado que existen dos fases: una rapida con calida de la sintesis por ribosoma y otra con pérdida
total de ribosomas (MILLWARD vy col., 1873; WATERLOW vy col., 1978a). MUNRQ vy col. (1953)
examinaron el efecto de las variaciones de ingesta energética sobre el metabelismo de los acides
nucleicos. La adicién de grasa o carbohidratos a una dieta deficiente en energia da como resultado un
aumento en el RNA total. NARAYANA y MORRISON (1965) observaron que la restriccion caldrica afecta
a la concentracion dé RNA, pero no al de DNA en el muasculo de ratas que recibian 1 g. de caseina

diariamente.

El mecanismo de la pérdida de RNA del misculo en ratas en ayuno ha sido investigado
por HIRSCH e HIATT (1966), apuntando que es debido al aumento en la degradacion de RNA,
ENWONWU vy col. (1971) sugieren en estas circunstancias que el incremento en la degradagcion

coincide con un menor incremento en la sintesis muscular del BNA ribosdmico.

La elongacion de la cadena polipeptidica puede reducirse si se limita el aporie de

aminodcidos esenciales, y esto produce alteraciones en la distribucion de polisomas en el mensajero.

Como consecuencia de la falta de aminodcidos se producen cambics que incluyen la
modificacién de los constituyentes de los aminoécidos antes de la fermacion de la cadena peptidica
(hidroxilacién de los residucs de prelina del coiagenc) y después de la formacion de la cadena peptidica

(metilacion de los residuos de histidina de la actina y miosina, y la adicion de carbohidratos como
58



glicoproteinas). La protrombina es otra proteina que sufre estos mismos cambios (GOSWAMI y
MUNRO, 1962; STENFLO y GANROT, 1972).

MILLWARD vy col. (1974a) sefialan la existencia de una relacidn directa entre la
concentracion muscular de RNA y la insulina plasmatica, pero menor correlacion entre la concentracidn
muscular de RNA y la de aminoacidos esenciales intracelulares, después de someter a ratas jdvenes

durante dos semanas a consumir una dieta cada 4 horas.

Los cambios en la tasa de sintesis proteica muscular estan asociados con cambios en el
contenido muscular de RNA. En una drastica reduccidn de proteinas, la disminucién de la capacidad de
ia sintesis proteica es cuantitativamente mas importante que la disminucién en la eficiencia (MILLWARD
y col., 1973). Cuando se afiaden cantidades de insulina y de aminoacidos libres, se producen en et
musculo {a agregacion de subunidades en polirribosomas y aumenta la sintesis proteica (MORGAN vy

col., 1871).

ZAHRINGER vy col. (1985) demostraron una reduccion del 20-25% del contenido total
de RNA {principalmente ribosomal) y mRNA en el corazén y en el miocardio de ratas después de 72

horas de ayuno.

2.5.4. ACCION HORMONAL SOBRE EL "TURNOVER" PROTEICO EN EL
MUSCULO

2.5.4.1. INSULINA

MILLWARD vy col. (1974a) sefialan que los cambios de RNA en el misculo expresados
como RNA/DNA son paralelos a los cambios de la insulina plasmatica. Tanto los aminoacidos (MUNRO,
1968) como la insulina {(JEFFERSON y col., 1972) afectan la agregacién de los ribosomas. En el ayuno,
las concentraciones de aminoacidos no esenciales son mayores que las encontradas durante el
periodo de ingesta de comida, mientras que la concentracion de RNA disminuye. Esto indica que la
accién directa de la insulina sobre ios ribosomas es mas importante que el efecto como transportador de

aminocacidos.

Los cambios paralelos en la insulina y en la concentracién del ANA pueden reflejar el
papel que la insulina tiene en la sintesis de RNA. WQOOL (1963) ha demostrado el efecto estimulador de
la insulina en la sintesis de acidos nucleicos, pero otros no han pedido demostrar algin efecto "in vitro"
{(MANCHESTER, 1970).
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La insulina tiene un efecto estimulador de la sintesis proteica y un potente efecto
inhibitorio en la degradacion proteica en corazon de ratas, asi como la capacidad de disminuir ia tasa de

degradacién proteica ribosomal (ASHFORD y PAIN, 1986a; ASHFORD y PAIN, 1986b).

La insulina estimula la utilizacion de la glucosa, suprime la produccién de glucosa
endogena e inhibe la lipolisis. También tiene un papel! importante en la regulacion del metabolismo

proteice por la supresién de la proteoiisis y la estimulacion de |a sintesis proteica {JENSEN y coi., 1988),

La insulina tiene, entre sus acclones, la regulacion de la captacion de glucosa vy
aminodcidos por el musculo, estimulando el sistema de transporte A, sobre el cual ejerce un efecto
inhibidor de su degradacién y estimulador de su sintesis, actuando a nivel post-transcripcional
{(GUIDOTTI y col., 1974). Se ve asi favorecida por la acumulacion en el musculo Unicamente de los
aminoacidos transportados por este sistema (aminoacidos de cadena lateral corta, polar o lineal)
{MANCHESTER, 1970).

Cuando los niveles de insulina estan bajos, se produce una degradacién de la proteina
muscular y liberacién de aminodcidos a los tejidos {(GOLDBERG y CHANG, 1978b). Bajo estas

condiciones, ei balance proieico en muUsculc es ei mayor determinante de la gluconeogénesis hepatica.
La insulina ejerce cuatro acciones:

1. Estimula el transporte de aminoacidos dentro de los tejidos por activacion del sistema
de transperte scdio-dependiente (NARAHARA y HOLLOSZY, 1974}

2. Aumenta la sintesis proteica promoviendo la iniciacion y la translocacion (FULKS y col.,
1975).
3. También inhibe la degradacion proteica {FULKS y col., 1975). La capacidad de la

insulina para disminuir la proteolisis es demostrable, incluso cuando la glucosa no esta
presente en el medio. La glucosa por si sola es capaz de inhibir la degradacion proteica
en musculos aislados sin afectar la sintesis proteica (FULKS y col., 1975). Sin embargo,
las elevaciones de la insulina y de la glucosa en plasma tras la ingesta de alimento
promueven la acumulacion de aminoécidos en el musculo, ya que la insulina es
fundamental para el crecimiento normal del mdsculo. En musculo esquelético y
cardiaco, la insulina inhibe la degradacidn proteica y disminuye la fragilidad lisosomal sin
alterar el contenido total de enzimas lisosomales en este tejido (RANNELS y col.,
1975).
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4. La insulina estimula ia sintesis de proteinas miofibrilares, ya gue durante un crecimiento
rapido hay acumulacion de proteinas miofibrilares, y en ayuno disminuye su sintesis
{BATES y col., 1383). Hay disminucidn en la produccion de 3-metilhistidina por la falta
de insulina en ratas perfundidas (SMITH y SUGDEN, 1986} v en ratas diabéticas
(GOODMAN, 1387).

Tanto ROBERT vy col. (1882) como FUKAGAWA vy col. (1985), estimulan |a secrecion de
insutina mediante la administracion de glucosa a sujetos tanto en ayuno como alimentados. El descenso
en la degradacion proteica que acomparia el comienzo de la alimentacion es mediado por el aumento de
la insulina plasmatica. Cuando se administra insulina a sujetos en ayunas hay disminucién, tanto de la

sintesis proteica como en la oxidacion de los aminoacidos; en sujetos alimentados sucede lo contrario.

PAIN y col. (1983) observan que al tercer dia de retirar la insulina a ratas diabéticas se
produce una pérdida de proteina del misculo esquelético. La sintesis proteica muscular en ratas
diabeticas sometidas a ayuno es capaz de responder a fa administracién de comida incluso con bajos
niveles de insulina, aunque la respuesta es mucho mayor si se administra insulina, pero incluso sin

administrar comida, lo cual demuestra que la insulina aumenta la sintesis proteica.

En musculos de ratas incubados, la adicion de insulina al medio provoca un incremento
en la sintesis proteica y un descensa en la degradacion (STIREWALT y LOW, 1983). GELFAND vy
BARRETT (1987) inyectan insulina por via intravenosa a ratas, observando que la sintesis proteica no
se altera durante los primeros 10 minutos tras la infusién, pero entre los 10 y 60 minutos se produce un
incremento importante. Este cambio, sin embargo, sdlo fué observado a elevadas concentraciones de
esta hormona. Por otra parte, PREEDY y GARLICK (1986) consideran que la insulina no es responsahle
Unicamente de la estimulacion de 1a sintesis proteica muscular tras la ingestion de comida, sino gue
debe existir otro factor adicional presente durante la comida que incremente la sensibilidad de esta

hormona.

Méas recientemente, investigaciones con técnicas de isétopos radiactivos han
demostrado gque la accion de la insuiina es la inhibicién de la proteolisis (FREXES-STEED y col.,1990;
BENNETT y col., 1990). La hiperinsulinemia fisiolégica disminuye la degradacion proteica, tanto a nivel
del organismo (FREXES-STEED vy col., 1890; BENNETT y col., 1980) como del musculo esqueiético
(FRYBURG v col., 1991; TESSARI y cel., 1991). También la insulina aumenta la sintesis proteica "in
vitro* (KIMBALL y JEFFERSON, 1988), o cual ha sido dificil demostrar *in vivo" (FREXES-STEED vy col.,
1990; BENNETT vy col.,, 1930). Existe una controversia, puesto que en estudios "in vitro" se ha
establecido que la insulina es el mayor estimulo para ia sintesis proteica en varias preparaciones de

tejidos (KIMBALL y JEFFERSON, 1988). Por el contrario, en otros estudios, con una hiperinsulinemia,
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se produce una marcada supresion de |a sintesis proteica {CASTELLINO y col., 1987; FLAKCLL y col.,
1989; FREXES-STEED v col., 1990).

Algo que se ha considerado como muy claro en toda la bibliografia es que tanto "in vivo"
como "in vitro", la concentracién de insulina y de aminoacidos esta fuertemente influenciada por el

metabolismo proteico (McNURLAN y GARLICK, 1989).

La inyeccidn de insulina al nacer provoca hipoglicemia, supresidn de los niveles de
algunos aminpacidos £ inhibicion de la conversion de 14C-substratos en glucesa. La inyeccion de
glucosa al nacer provoca un aumento de la glicemia e insulina en plasma, la supresion de la mayoria de
los aminodcidos vy la conversion de 14C-substratos en glucosa (GIRARD v ccl., 1976). La administracion
de insulina a ratas recién nacidas frente a ratas control provoca un descenso en los aminoacidos

asparragina, glutamico, citrulina, alanina, fisina y arginina (GIRARD y col,, 1978).

La insulina tiene un papel predominante intrauterino en el crecimiento, La continua
provision de glucosa desde la circulacion materna, la hace innecesaria para que &} higado produzca
glucosa por giucogenolisis o gluconecgénesis. Sin embargo, al nacer, ocurren una serie de cambios
para activar rapidamente los mecanismos para la produccion de glucosa hepatica; carece probable que
sea debido a la disminucidn de insulina y al aumento del glucagdn en el momento de nacer (GIRARD y
col., 1973).

Tras 1a inyeccion de insulina a ratas fetales, hay una disminucion en los niveles de
amincacides de cadena ramificada, mediado por [a insuling, via estimulacion de la sintesis proteica en el

mdsculo de los fetos (GIRARD y col., 1976).

Se ha demostrado "in vivo" que la tasa de sintesis proteica esta disminuida tanto en
corazon como en muisculo esquelético de ratas diabelicas y pueden volver a sus valores normales si se
administra insulina (ASHFQRD y PAIN, 1986b). De igual forma, la reduccién en la tasa de sintesis

proteica es parcialmente reversible con insulina (GARLICK v col., 1983),

La diabetes insulin-dependiente (Tipo 1) se caracteriza por una pérdida de proteina
corporal y por el pape! de [a insufina en el control del metabolismo proteico (FORKER y col., 1951). Los
pacientes con diabetes tipo 1 presentan degradacion proteica y oxidacian de las aminoacidas, que se
incrementa durante la retirada de la insulina, pero la sintesis proteica no es diferente de los sujetos
normales. Cuando se administra la insulina las tasas de degradacion proteica y de oxidacion de
amincdcidos vuelven a sus valores normales {UMPLEBY y col., 1986). NAIR y col. (1987) también
observan un aumento en la degradacion proteica y en la oxidacion de los aminodcidos en este tipo de

diabetes, pero al administrar insulina todos estos datos vuelven a sus valores normales.
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La diabetes tipo 1 esta caracterizada por una resistencia a fa insulina con respecto al
metabolismo de la glucosa (SIMONSON y col., 1985; TREVISAN y col., 1986). Mas recientemente,
INCHIOSTRO vy col. (1992), han demostrado que pacientes con diabetes insulin-dependiente

presentan una resistencia a |a insulina con respecte a la capacidad de inhibir la proteolisis enddgena.

Sin embargo, cuando se mide en pacientes con diabetes no insulin-dependiente (Tipo
2) el "turnover” proteico durante episodios de pobre contral de glicemia, si después de una semana de
tratamiento con insulina no mejoran (ALBERTSE v col., 1979), la resistencia a la insulina no esta influida

por el metabolismo proteico.

OLIVER vy col. {1977} demostraron que hay una pérdida de sensibilidad en los islotes
pancredticos como consecuencia del ayuno. RAO (1988) sefiala que la malnuiricion en ratas provoca un

descenso en la respuesta secretora de las células beta del pancreas.

ESCRIVA y col. (1992) demuestran que en ratas con restriccion en la ingesta, un
descenso de la secrecién de insulina puede ser debido a cambios en la ultraestructura de las células
beia del padncreas (WEINKOWE y col., 1877) 0 a un aumento en la concentracion de somatostatina que
YOUNQSZAL y DIXIT (1980) encontraron en ratas con deficiencia proteica. Con la técnica de
‘euglicemic-hyperinsulinemic clamp" utilizada por ESCRIVA y col. (1992), la produccion de giucosa
disminuyd a la mitad en ias ratas control, pero permanece alta en las ratas privadasde proteina. Estos
resultados demuestran que hay una resistencia de insulina hepatico-dependiente en ratas con
malnutricién. La via metabdlica que contribuye a la produccién de glucosa es diferente; probablemente,
en las ratas control se produce principalmente glucogenolisis, mientras que en las ratas privadas de
proteina se producg principalmente gluconeogénesis, y se debe tener en cuenta que la
gluconeogénesis es menos sensible a la inhibicién de la insulina que la glucogenolisis (CHIASSON vy
col., 1978).

BAILLIE y GARLICK (1992) sefalan una respuesta diferente en las tasas de sintesis
proteica en diferentes musculos de |a rata adulta durante el mismo periodo de restriccion alimentaria.
fgualmente sucede con la administracion de insulina. Asi, el misculo "soleus" es el menos afectado
tanto a la privacion de comida como a la administracian de insutina, mientras que el "tensor fascia latae"

muestra el mayor aumento de sintesis proteica por ta estimulacion con insulina.

Se ha descubierto en el suero polipéptidos que tienen acciones similares a la insulina
con respecto al metabolismo de la glucosa, pero que no se reconocen con anticuerpos anti-insulina.
Estos factores se ilamaron inicialmente "no supresores de la actividad de la insulina", perc se ha
demostrado mas tarde que corresponden a polipéptidos con actividad de promover el crecimiento de

celulas en cultivo, Se han identificado dos factores diferentes: IGF-l e IGF-II {ZAPT y col., 1981). El factor
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IGF-| corresponde a la Somatomedina-C, con acciones de hormona del crecimiento (D'ERCOLE y col,,
1984). La insulina y el factor IGF-1 estimulan la sintesis proteica, teniendo un efecto aditivo. También se
ha observado que el factor IGF-1, al igual que |a insulina, incrementa preferencialmente la sintesis de
proteina miofibrilar. El factor IGF-II es conocido también por su actividad de multiplicacion-estimulacion.
Se ha sugerido gue tiene un papel importante en el crecimiento fetal y necnatal, puesto que aumenta
mucho mas sus niveles en suero de ratas fetales que en el suero materno, y desciende varios dias
después del nacimiento (ADAMS y col., 1983). Tanto IGF-I como IGF-Il reducen la degradacién proteica
en un 20-30% en musculo de ratas (KETTELHUT y col., 1988).

La administracion del IGF-| provoca un descenso significativo de la concentracién de
glucosa, probablemente debido a la interaccion del IGF- libre con los receptores de insulina (GULER vy
col., 1987).

2.5.4.2, GLUCAGON

El glucagdn es un potente activador de la glucogenolisis y gluconeogénesis y es capaz
de incrementar la produccion enddgena de glucosa en minutos, aunque el efecto es transitorio
{DEVLIN y HORTON, 1988).

La accion del glucagdn sobre el metabolismo de los aminoacidos es:

. Incrementar el transporte de membrana de los mismos.
. Disminuir la sintesis proteica e incrementar el catabolismo.
. Aumentar la conversion de aminodcidos en glucesa (MARLISS y cal., 1972).

Algunas de las acciones conocidas del glucagdn son opuestas a las de la insulina, v su
concentracién en el plasma se incrementa durante el ayuno (CAHILL, 1976). El efecto del glucagdn se
ha medido en individuos a los que se les ha inyectado somatostatina, la cual impide la liberacién de
insulina. Dentro de las 2 horas siguientes a la infusion de glucagén, hay un aumento en ia degradacion
proteica y en la oxidacion de la leucina. Esto esta relacionado con el incremento en la degradacicn del
proteinas del higado. E! glucagon también tiene efectos sobre el misculo, puesto que altas
concentraciones de esta hormona inhiben la sintesis proteica muscular tanto "in vitro" como "in vivo"
(PREEDY y GARLICK, 1985).

El glucagon es un potente inductor de la macroautofagia en el higado y de la
degradacion proteica (WOODSIDE y col., 1974; SCHWORER y MORTIMORE, 1979).

64



La inyeccion de glucagdn en ratas fetales provoca un aumento de {a glucosa en sangre,
asi como de la insulina, y una disminucién de 10s niveles en sangre de la mayoria de los amincéacidos
(GIRARD y col., 1976), mientras que en ratas recién nacidas no hay efecto; esto es debido a que en
ratas recién nacidas los niveles enddgenos de glucagdn en plasma ejercen un efecto maxima sobre los

aminoacidos del plasma y al adadir glucagén, no se observa el efecto.

Cuando se inyecta glucagon a ratas recién nacidas frente a ratas control aumentan los
niveles de taurina, mientras que disminuyen los de tirosina y arginina (GIRARD vy col., 1976). También
aumenta la capacidad de convertir el lactato en glucesa, provocando una generalizada y marcada
hiperaminoacidemia (GIRARD y col., 1876) y aumentando la capacidad de convertir el lactato, la alanina y

la serina en glucosa.

2.5.4.3. GLUCOCORTICOIDES

La ritmicidad liberadora de los corticoides, principalmente del cortisol, puede variar o
verse interrumpida por diferentes situaciones fisioldgicas como “stress” fisico vy fisioldégico mediada,
generalmente, por el Sisterna Nervioso Central. En estos cases, la liberacién del cortisol aurmenta. Cabe
incluir en este proceso traumas severos como cirugia, hipoglucemia, fiebre, quemaduras, calor,

radiaciones, hipotensién, deshidratacion y ejercicio intenso © moderado (SCHULTE v col., 1885).

Los glucocerticoides reciben este nombre por sus propiedades reguladoras de los
niveles de glucosa en sangre. Influyen en el catabolismo de hidratos de carbono, proteinas, lipidos v
acidos nucleicos, pero su papel principal es actuar como protectares frente a la privacion de glucosa (DE
MOOR y col., 1980).

Al medir la sintesis y la degradacion proteica en sujetos normales a los cuales se les ha
infundido hidrocortisona, se observa que la degradacion proteica se incrementa cuando aumenta la
concentracion de cortisol en el plasma. Al mismo tiempo, la sintesis “de novo" de alanina esta
aumentada, la cuai favorece la gluconeogénesis (GOLDBERG y GOLDSPINK, 1975). Esto sugiere que

el cortisol interviene en la regulacion del metabolismo proteico.

Los glucocorticoides ejercen una accidon opuesta a la insulina en el metabolismo
proteico, disminuyendo el contenido de proteinas de la carcasa y aumentando |a del higado (MUNRO,
1964). Su efecto global es la supresién del crecimiento v el desgaste muscular. Durante el ayuno o la
deficiencia proteica se elevan ias concentraciones sanguineas de glucocorticoides, mientras que las
concentraciones de insulina disminuyen. Al actuar ambas hormonas sobre el musculo de forma

antagonica, la relacidn de sus concentraciones es un importante determinante del predominio de los
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precesos anabdlicos o catabdlicos. Parece que se detiene el crecimiento muscular cuando (a razon es

mayor de B, y cuando es 21 o mayor hay pérdida de proteina.

La mayocria del trabajo experimental indica que los glucocorticeides ejercen su efecto
metabdlico sobre la proteina muscular a través de la supresion de la sintesis proteica, mas que por un
aumento de ia degradacion de la proteina (ODEDRA y col., 1983). De este modo, estas hormonas

inhiben la sintesis proteica muscular, probablemente a nivel de la traduccion.

Ctros trabajos senalan que los esteroides adrenales actlan de varias formas para
favorecer la liberacion de aminoacidos por el muscule. Disminuyen la concentracion de aminoacidos en
el musculo y disminuyen también tanto la sintesis de DNA como de proteinas, probablemente a nivel de
la transioccacion (McGRATH y GOLDSPINK, 1982).

Durante &l ayuno, los corticosteroides tienen un importante papel en aumentar la
degradacidn proteica, y su respuesta es de vital importancia para el mantenimiento de la glucosa en
sangre (GOLDBERG y col., 1980).

Ademas de suprimir la sintesis proteica, los glucocorticoides también inhiben la sintesis
de DNA, por el cese inmediato del aumento normal de DNA hepatico y muscular en ratas en crecimiento
tratadas con la hormona. En este sentido, GOLDBERG y GOLDSPINK (1975) demuestran que la
incorporacion de timidina al DNA en varios tejidos esta marcadamente suprimida por el tratamiento con

cortisol.

MILLWARD y col. (1983} han sugeride que el rdpido aumento de la sintesis proteica
dentro de la primera hora en ratas en ayuno es debido a la disminucién plasmatica de corticosterona mas
gue a un aumento de la insulina. Sin embargo, en musculo esquelético incubado "in vitro", la adicién al
medio de estercides disminuye la sintesis proteica e incrementa la degradacion después de 3-4 horas,
no después de 1 hora (McGRATH y GOLDSPINK, 1982).

La inyeccidn de cortisol al nacer provoca una marcada y generalizada
hiperaminoacidemia, aumento de la glucosa en sangre y de la insulina plasmatica, una estimulacion en la

secrecicn de glucagén y la conversion de 14C-substratos en glucosa (GIRARD y col., 1976).

La administracion de corticostercides a ratas recién nacidas produce un aumento
drastico de los niveles de aminodcidos en plasma, probablemente por el resultado de un aumento en (a
degradacion proteica (YOUNG, 1970). La hiperglicemia observada después de la administracion de
corticosteroides a ratas recién nacidas es debida al aumento en la gluconeogénesis en respuesta a ia

estimulacion de la secrecién de glucagén. La gluconeongénesis es debida a un aumento en fa
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produccién de lactato y de aminodcidos a alanina por transaminacion con el piruvato y a ta conversién de

todos estos substratos a glucosa en el higado.

En cualquier caso, es evidente que la accién de este tipo de hormonas socbre la
proteolisis depende del estado nutricional. Asi, mientras en animales bien alimentados, el factor
principal es la pérdida de proteina muscular con un descenso de la sintesis proteica {preferentemente
la miofibrilar), sin elevarse necesariamente ia degradacion (McGRATH y GOLDSPINK, 1982), durante el
ayuno los glucocorticoides desempeiian un papel esencial estimulandc el catabolismo de la proteina
muscular, respuesta esencial en el mantenimiento de la glucosa sanguinea (GOLDBERG vy cot., 1980).
La explicacion a la diferente accion de los glucocorticoides sobre la proteclisis en el estado normal o de
ayuno, parece estar en la influencia que ejerce la insulina sobre la respuesta del masculo a los
esteroides, viéndose imglicada en este proceso la activacion de una ruta no lisosomal dependiente del
ATP.

2.5.4.4, HORMONAS TIROIDEAS

FLAIM y col. {1978a) indican que una reduccion de la hormona tiroidea es la

responsable del descenso de la degradacién proteica en muasculo. Igual descenso en la proteolisis
tiene lugar en ratas a las cuales se extirpa el tiroides, y cuyo tratamiento con tiroxina (T4) o triyodotironina

(Ta) incrementa la degradacion proteica hasta niveles normales (GRIFFIN y GOLDBERG, 1877).

Estudios llevados a cabo por GRIFFIN y GOLDBERG (1977) demuestran que niveles
fisiologicos de hormonas tiroideas inducen el crecimiento en ratas sin tiroides puesto que estimulan la
sintesis proteica en musculo mas que la degradacién. Altos niveles de estas hormonas parecen ser los

responsables de la pérdida muscular por incrementc de la degradacion proteica mas que de la sintesis.

FLAIM y col., (1978b) realizaron un tratamiento con T3, observando que aumenta la

sintesis proteica muscular con aproximadamente igual tasa que la de la hormona del crecimiento. Sin
embargo, en ratas sin hipdfisis tratadas con hormona del crecimiento, el crecimiento es mas efectivo

gue si se tratan con T3 o T4, probablemente porque la hormona del crecimiento aumenta la sintesis

proteica sin aumentar la degradacion.

La sintesis proteica muscular es estimulada por la hormona tiroidea (TISCHLER, 1981).
En el hombre, la excrecion de 3-metilhistidina esta aumentada por la hormoena tiroidea (BURMAN vy col.,

1979).
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lLa T3 también influye en la tasa de sintesis proteica mediante la regulacion de la
produccion de ribosomas {MILLWARD vy col., 1988). Solamente cuando la hormona esta presente en
cantidades relativamente grandes es cuando predominan sus efectos catabdlicos. Asi, el descenso
plasmatico de T3 libre en ratas con deficiencia proteica severa (COX y col., 1884) podria mediar el
descenso tanto en la sintesis como en la degradacion proteica en dichos animales (MILLWARD vy col,,
1975; GARLICK y col., 1975). Sin embarge, no esta claro come la induccion de cambics paralelos en la

sintesis y degradacion proteica por la T3, pueden influir en el balance proteico neto (JEPSON vy col,,

1988).

JEPSON v col. (1988}, asi mismo cbservan que 'a hormona T3 estimula la
concentracion muscular de RNA, coincidiendo con trabajos previos que muestan pérdida de RNA
muscular después de tiroidectomia (FLAIM y col., 1978b), y se producen antes de cualquier descenso
de ta ingesta o de la insulina (BROWN vy col., 1881).

En la rata existe una relacién lineal entre la degradacion preteica y el conirol de la
actividad de las proteinasas lisosomales. Los efectos catabolicos de la T3 estan reducidos cuando hay

falta de proteinas en la dieta (BURINI y col., 1981).

2.5.4.5. HORMONA DEL CRECIMIENTO Y SOMATOMEDINA-C (IGF-1)

La hormona del crecimiento es segregada por las células acidéfilas de fa adenohipdfisis
y esfa influida por la secrecién de dos factores liberados por las neuronas hipotalamicas ventromediales:
las células neurotréficas, que liberan el factor de la hormona del crecimiento, y las hormonas secretoras

de somatostatina, que inhiben su secrecién.

La concentracion plasmatica de la hormona del crecimiento en el adulto en el estado
basal es de 2 a 3 ng/ml, pero varia dependiendo de la edad, sexo, actividad fisica, "stress" y factores

metabdlicos.

FLAIM y col., (1978a) observaron que al extirpar la hipofisis a ratas, éstas disminuyen el
crecimiento, incluido el del musculo esquelético, y que tanto la sintesis proteica como el contenido de
RNA estaban por debajo de sus niveles normales. Cuando estas ratas son tratadas con hormona del

crecimiento, el crecimiento y la sintesis proteica aumentan.

La hormona del crecimiento favorece la sintesis proteica en tocdo el organismo, pera el
efecto sobre la proteolisis es pequeno, tanto en el estado post-absortive como durante la ingesta.
Ademas, la hormena del crecimiento estimula la sintesis proteica en el misculo esquelético. Elevadas
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dosis de hormona del crecimiento con prednisona previene los efectos catabdlicos de la prednisona

sola.

Tras 12 dias de administracion diaria de la hormona del crecimiento a corderos en
crecimienio, se ha demostrado que ésta estimula el turnover proteico, siendo el incremento en la
sintesis superior al incremento en la degradacion (PELL y BATES, 1987). Estudios llevados a cabo por
CROMPTON y LOMAX (1989) muestran estas mismos efectos en misculo de corderos. Cuando PELL
y col. (1989} administran la hormona del crecimiento a corderos, se obtiene un aumento en las
concentraciones de "insulin-like growth factor-1" (IGF-1) en plasma, asi como un aumento en el peso

corporal y en el peso del higado.

L.a hormaona del crecimiento, en presencia o ausencia de elevadas dosis de prednisona
en voluntarios sanos, no tiene efecto en la absorcion de leucina marcada (HORBER y HAYMOCND,
1990). Baje condiciones de alimentacion y de ayuno, la hormona del crecimiento estimula Iz sintesis

proteica, pero no tiene efectos sobre la proteolisis.

La hormona del crecimiento ejerce también su accion en la regulacién de la sintesis de
DNA en el muisculo (CHEEK y HILL, 1970). Se observa déficit en el DNA muscular en ratas
hipefisectomizadas en el destete. La inyeccion de hormona del crecimiento promueve la acumulacion

de DNA, mientras el efecto de (a insulina es mucho menos marcado {CHEEK y GRAYSTONE, 1969).

LEE vy col. (1974) observaron que el tamafo celular {proteina/DNA) desciende por
tratamiento con la hermona del crecimiento. Estos autores sugieren gue la hormona del crecimiento

estimula la replicacion del DNA.

La hormona del crecimiento ejerce muchos de sus efectos no directamente, sino a
través de la accion de las somatomedinas, cuyos efectos scn semejantes a los de la insulina (HALL y
LUFT, 1974). En kwashiorkor y muchos casos de marasmo, la concentracion plasmatica en ayuno de la
hormona del crecimiento es alta, y desciende durante la recuperacion. Las secmatomedinas evolucionan
de modo opuesto, con una concentracion baja en malnutricién y aumento durante la recuperacion
{(WATERLOW y col., 1978 ¢). Quiza, en malnutricion, la hormona del crecimiento es incapaz de inducir la
sintesis de somatomedinas, de modo que por un proceso de "feed-back” hay un aumento en la

oroduccion de la hormona que es inefectivo.

Durante la primera semana de administraciéon de la hormona del crecimiento, los
pacientes presentan un balance de nitrogeno pasitivo (CLEMMONS vy col., 1987). Sin embargo,
durante las semanas 2 y 3, su balance de nitrdgeno fué estadisticamente menos negativo que el

inducido por la restriccion caldrica solamente (0.5 g/dia frente a 2.4 g/dia). Asf, la hormona del

69



crecimiento es capaz de atenuar la tasa de pérdida de nitrégeno significativamente en sujetos con una

modesta restriccion caldrica.

Para conccer si el efecto de la hormona del crecimiento, sobre el balance de nitrégeno
depende de !a ingesta calérica, a individuos sanos se les restringié la ingesta caldrica. La hormona del
crecimiento fué capaz de aumentar la retencidn de nitrégeno en comparacidn con sujetos que habian
ingerido una dieta control durante aproximadamente 4 semanas (SNYDER vy col., 1988). Esto permite

concluir que la hormona del crecimiento puede ser utilizada sdla como un agente anti-catabdlico.

En estudios de la hormona del crecimiento sobre pacientes en post-operatorio que
reciben una significativa restriccidn caldrica, la administracién de hormona del crecimiento provoca una
marcada mejora en la sintesis proteica (WARD y col., 1987}, asi como en el balance de nifrégeno
(ZEIGLER y col., 1988). Sin embargo, pacientes con una sepsis bacteriana que reciben hormona def

crecimiento n¢ mejoran la sintesis de IGF- ni el balance de nitrogeno (DAHN vy col., 1988).

Uno de los aspectos mas importantes de la hormona del crecimiento en el crecimiento y
desarrollo normal, es su estimulacion en el anabolismo proteico a expensas del aumento de grasa. Esto
tiene importancia para aplicaciones medicas: fa hormona del crecimiento inhibe 1a degradacidn muscufar
gue acompana a miltiples enfermedades y promueve Ja conversién de nutrientes dentro de los tejidos.
La administracién de hormona del crecimiento aumenta |a sintesis proteica (PELL y BATES, 1987) y se

asocia con un aumento en la concentracion de IGF-| circulante {(HARPER y col., 1987).

Estudios "in vitro" han demostrado gue se requiere tanto la accidn de la hormona del
crecimiento como del IGF-| para un crecimiento y desarrollo normal en muchos tejidos, como el éseo. El
efecto de un tratamiento combinado entre la hormona del crecimiento y la 1GF-| es aditive. La hormona
del crecimiento tiene un pequefio efecto sobre el aumento de peso en ratas (BATES y HOLDER,
1988).

Tanto la hermona del crecimiento como la IGF-1 estimula 1a sintesis proteica muscular
entre un 45 y un 109%. Los mecanismos por los que actdan son similares: estimulacion de la cantidad
total (presumiblemente ribosomal) de BNA y aumento en la eficiencia del RNA en terminos de la
cantidad de proteina sintetizada por unidad de tiempo. Este analisis indica que todos estos efectos son
aditivos. La similitud de respuesta entre hormona del crecimiento e |GF-l implica que Ja hormona del
crecimiento podria actuar via IGF-l en musculo (PELL y BATES, 1992). Tanto la hermona del
crecimiento como el IGF-| tienen diferente accion, implicando que podrian tener diferentes modos de
actuacion. Una accion sinérgica de la hormona del crecimiento y de IGF-1 se ha demostrado "in vitro®
(LINDAHL y col., 1987), pero no ha sido confirmado “in vive" (SKOTTNER vy col., 1987}
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El mecanismo por el cual ia hormona del crecimiento interviene en la sintesis proteica es
mediante la generacién de IGF-I (FRYBURG y col., 1991). En humanos a los cuales se les ha infundido
IGF-t en dosis suficientes como para provocar hipoglicemia, la proteolisis en todo el crganismo
disminuye, no aumentando la sintesis proteica. Estos resultados sugieren que IGF-I, bajo condiciones

experimentales, pueden afectar al metabolisme proteico via receptor de insulina.

El'lGF-l es transportado por el plasma por una gran variedad de complejas proteinas
{BP). La IGF-BP3 es la mads abundante en el plasma y actlia como reservorio de IGF-1 en la sangre. Un
50% en la disminucion de |IGF-BP3 se observa en individuos tratados con hormona del crecimiento
(HAYMOND vy col., 1992).

Los IGF's intervienen mediando los efectos anabdlicos de la hormona del crecimiento
en la sintesis proteica del musculo esquelético. Administrando hormona del crecimiento a voluntarios
sanos a los cuales se les ha sometido a una restriccién caldrica, mejoran el balance de nitrdgeno. Tanto
el IGF-I como la hormona del crecimiento aumentan la masa muscular (CLEMMONS y UNDERWOOD,
1992).

Cuando existe restriccion energética, la biosintesis del IGF-1 en respuesta a la secrecién
endogena de hormona del crecimiento esta atenuada (CLEMMONS y UNDERWOOD, 1992). La
restriccion tanto de proteina como de energia es el causante de la reduccién en un 66% de la ingesta
proteica en ratas, o la restriccion a 11 kcal/kg en humanos severamente debilita la respuesta de IGF-1 a la
hormona del crecimiento (MOATS-STAMINOCIDOSTS y col,, 1984). Por el contrario, la restriccion a 24

kcal/kg no atentia la capacidad de la GH de generar IGF-I en voluntarios sanos.

Los efectos de la hormona del crecimiento se producen a través de Ia generacion del
IGF-[; asi, elevadas dosis de hormona del crecimiento produce hipoglicemia y descenso de la

proteclisis, sugiriendo que predomina el efecto del IGF-1 {HAYMOND y col., 1992).

Elevadas dosis de glucocorticoides utilizados en el tratamiento de enfermedades
provocan la perdida de proteina corporal, pudiendo Hegar a ser severa en algunos pacientes (HORBER
y ¢ol., 1986}, Por otro lado, el tratamiento con hormona del crecimiento humana provoca un aumento de
la sintesis proteica y &! crecimiento en nifios, reduciendo las pérdidas de nitrégeno en gran variedad de
procesos catabdlicos (CLEMMONS vy col., 1987).

El ayuno provoca secrecion de la hormona del crecimiento en el hombre, y se ha
considerado como hormona del ayunoc, por aumentar ia movilizacion vy la utilizacion de las grasas. Puede
influir en 1os niveles basales de acidos grasos y en la respuesta de la insulina a la glucosa, pero gran
parte de la adaptacion metabdlica al ayuno parece depender de la menor secrecion de insulina y de la

relacién Insulina/STH en plasma mas que de los valores absolutos de la hormona del crecimiento.
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Como conclusidén, fa administracion de hormona del crecimiento a elevadas dosis puede
prevenir los efectos catabdlicos de los corticesteroides en humanos. La administracion simultanea de
cantidades farmacologicas de hormona del crecimiento y esteroides provoca resistencia a la insulina e
hiperglicemia, particularmente durante la absorcion de la ingesta, a pesar del aumento de la

concentracion de |GF-l en el plasma (HAYMOND y col., 1992).
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3.MATERIAL Y METODOS
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3.1. DISENO EXPERIMENTAL

3.1.1. ESTUDIO DE LA CARENCIA DE FENILALANINA + TIROSINA +
TRIPTOFANO (PHE+TYR+TRP) EN LA DIETA

Los animales de experimentacion se distribuyen seguin los siguientes lotes:

LOTE 1. DIETA CONTROL

Formado por 17 ratas Wistar macho con un peso inicial aproximado de 87 + 6.7 9, a
las cuales se le administré una dieta control balanceada con un 10% de proteina (caseina 9.8 % +
DL-metionina 0.2 %). El experimento se desarrolld durante 14 dias, los cuales se inician después
de transcurridos tres dias de adaptacion a la dieta control, sacrificando las ratas los dias 4 (seis
animales), 10 (seis animales} y 14 (cinco animales) del experimento. Tante el control de peso como
de ingesta se Hevo a cabo diariamente vy la recogida de orina y heces cada 3 dias. El dia del sacrificic,
entre las 9 y las 12 horas, se recogit la sangre previa anestesia con pentobarbital sodico a razdn de
30 mg/Kg de peso, por canulacion de la cardtida y se extirparon ambos musculos gastrocnemios,
los cuales se pesan congelados en nitrdgeno liquido {-130°C} y se guardan para su posterior

analisis.

LOTE Il. DIETA - CARENTE EN FENILALANINA+TIROSINA+TRIPTOFANO
{Phe+Try+Trp)

Constituido por 17 ratas Wistar macho con un peso iniciai de 87 + 6.7 g al que se le
suministré la dieta |l carente de aminodcidos aromaticos Fhe+Tyr+Trp 10% de proteina
(aminoacidos cristalinos con ausencia de Phe+Tyr+Trp). El experimento tiene una duracién de 14
dias después de transcurridos tres dias en los cuales los animales se adaptan a la dieta control. Los
animales fueron sacrificados los mismos dias que el lote anterior, y la toma de muestras se obtuvo

de igual forma.
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3.1.2. ESTUDIO DE LA CARENCIA DE PHE+TYR+TRP EN LA DIETA
CON RESTRICCION ENERGETICA DEL 50%

LOTE I. DIETA CONTROL

Formado por 17 ratas Wistar macho con un peso inicial aproximado de 87 + 6.7 g, a
las cuales se le administré una dieta control balanceada con un 10% de proteina {caseina 9.8% +
DL-metionina 0.2 %). El experimento se desarrollé durante 14 dias, los cuales se inician después
de transcurridos tres dias de adaptacion a la dieta control, sacrificando las ratas los dias 4 {seis
animales), 10 {(seis animales) y 14 (cinco animales) del experimento. Tanto el control de peso como
de ingesta se llevd a cabo diariamente vy la recogida de orina y heces cada 3 dias. El dia def sacrificio
se recogid la sangre de la cardtida, previa anestesia con pentobarbital sddico a razén de 30 mg/Kg
de peso, y se extirparon ambos musculos gastrocnemios; se introducen en nitrégeno liquido (-

1302C), se pesan y guardan para su posterior andlisis.

LOTE Ill. DIETA CARENTE EN PHE+TYR+TRP Y CON LA MITAD DE ENERGIA
QUE LA DIETA I

Grupo formado por 11 ratas Wistar mache, con un peso inicial de 87 + 6.7 g, al que
se le suministrd la dieta It carente de aminoacidos aromaticosPhe+Try+Trp (20% de proteina},
constituida por aminodcides cristalinos carentes de Phe+Try+Trp con reajuste del resto de los
nutrientes para que dicha dieta, al ser suministrada "pair fed" con respecto a la dieta |l con la mitad de
lo ingerido en este caso (por disefio experimental), aporte aproximadamente la mitad de la energia
que la dieta 1l y el resto de los nutrientes aminpacidos, vitaminas y minerales estan en conceniracion
igual a la dieta Il. La toma de muestras se obtuvo de igual forma y los animales fueron sacrificados los

dias 4 y 10, respectivammente. A partir del dia 12 la viabilidad de los animales era muy escasa.

3.1.3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA DISMINUCION DE LA
INGESTA POR CARENCIA DE PHE+TYR+TRHRP EN LA DIETA -

LOTE Il. DIETA CARENTE EN FENILALANINA+TIROSINA+TRIPTOFANO
(Phe+Try+Trp}

Constituido por 17 ratas Wistar macho con un peso inicial de 87 + 6.7 g al que se le
suministro la dieta It carente de aminoacidos aromaticos Phe+Tyr+Trp con el 10% de proteina

substituida por aminoacides cristalinos con ausencia de Phe+Tyr+Trp. El experimento tuvo una
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duracién de 14 dias después de transcurridos tres dias de adaptacion de los animales a [a dieta
contrel. Los animales fueron sacrificades los mismos dias que el lote control, v 1a toma de muestras

se obtuvo de igual forma.

LOTE (V. DIETA CONTROL ADMINISTRADA "PAIR FED" AL LOTE I

Constituido por 18 ratas Wistar macho con un peso inicial de 87 + 6.7 g al que se le
suministrd una dieta control balanceada del 10% de proteina (caseina 9.8 % + DL-metionina 0.2 %),

iqual a la dieta control y administrada "pair fed” respecto al lote 11,

El experimento tiene una duracion de 14 dias, los cuales se inician después de
transcurridos tres dias de adaptacion a la dieta control. El sacrificio de los animales se realiza en los
dias 4 (seis animales), 10 (seis animales) y 14 (cinco animales) del experimento. La toma de

muestras se llevd a cabe del mismo modo que en los lotes anteriores.

3.2. DESARROLLO DEL EXPERIMENTO

Se utilizan 72 ratas macho de la raza Wistar, procedentes del animalario del
Departamentc de Nutricion y Bromatelogia ! de la Facultad de Farmacia de la Universidad

Complutense de Madrid.

Se trata de ratas macho en periodo de crecimiento a las que, después del destete,
se alimenta con dietas stock de laboratorio, hasta alcanzar un peso aproximado de 87 + 6.7 g. A
continuacion, los animales se distribuyen en jaulas individuales de metabolismo. A partir de este
momento, ¥ después de tres dias de adaptacién durante los cuales se les administra la dieta control

y agua “ad libitum", se inicia el perioda experimental.

Los animales son distribuidos en 4 [otes, recibiendo dietas de distinta composicion
segln se expuso en el disefio experimental. Las dietas | y Il se administran "ad libitum” v la dieta lll a

la par y con la mitad de la ingesta del segundo lote.

La dieta Ill tiene una composicion semeiante a la dieta Il, pero ajustada de modo que
al ser administrada a la mitad de la ingesta de la dieta I, por disefio experimental, proporcione la
mitad de energia, pero la misma cantidad del resto de los nutrientes. De este modo se retrasa un dia

el desarrcllo del experimento del [ote 11l con respecto a los lotes 1y Il.
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La dieta IV tiene la misma composicién que la dieta control y es administrada "pair

fed" respecto al lote [I.

Durante los 14 dias del pericde experimental, se mantienen los animales a una
temperatura ambiental constante de 23°C, humedad adecuada (50%) v cicles luz-gscuridad de 12

horas.

El agua se suministra "ad libitum" y diariamente se determinan la ingesta y el peso
corporal, mientras gue la orina y las neces se recogen cada tres dias, coincidiendo cen ei dia

sefalado para el sacrificio.

Ante los signos de deterioro que empiezan a manifestar los animales del lote I,
llegando inciuso a la muerte de los mismas el dia 14, se inicia un pericdo de realimentacion a partir
del dia 14 hasta el dia 20 en que son sacrificadas. Los resultados de este proceso, al carecerse de

un numero suficiente de individuos, se posponen para un estudio posterior,

En el presente estudio, previa anestesia con pentobarbital sédico (30mg/kg de
peso), se extrae la sangre mediante canulacidn de la arteria cardtida y se sacrifican los animales los
dias 4, 10y 14 enfre [as 9 y las 12 horas, extrayéndoles ambos musculos gasfracnemios, los cuales

se pesan congelados en nitrégena liquido {-130°C).
Se estudian los siguientes parametros:

En el ANIMAL:
. ingesta
. Peso corporal

. Balance de Nitrégeno.

En PLASMA: -
. Colestercl
. Insulina
. Glucosa
. Relacion insulina/glucosa

. Aminodcidos libres .

En GLOBULOS ROJOS:

. Aminoacidos libres.
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En ORINA:

Urea
Creatinina

3-metilhistidina.

En MUSCULO GASTROCNEMIO:

[ ]

Pesn del miscuio gastrocnemio

Peso refativo del musculo gastrocnemio

Proteinas solubles

Indices de crecimiento: contenido tctal de DNA y RNA, las relaciones
correspondientes proteina /DNA, RNA/proteina y RNA/DNA, numero de ndcleos y
tamano celular.

Actividades enzimaticas acidas DNAsa, RNAsa, relacicnes DNAsa/DNA,
RNAsa/BRNA, BNAsa/DNA, fosfatasas acida y alcaling, beta-D-glucuronidasa, GOT v
GPT.

Amincacidos libres.

lLos amino&cidos libres y agrupades considerados en plasma, gldbulos rojos v

musculo gastrocnemio son:

Amincécidos de cadena ramificada (AAR): lle, Leu y Val.

Suma de aminodcidos de cadena ramificada: lle + Leu + Val.

Aminodcidos glucaneogénicos: Asp, Glu, Aspn, Glun, Ser, Gly, Thr y Ala.
Aminoacidos aromaticos (AAA): Phe, Tyr.

Amincécidas basicas (AAB): Arg, His.

Amincdcidos azufrados: Met, Tau.

Suma de amincacidos esenciales (AAE): Arg + His + lle + Leu + Val + Thr + Phe +
Met + Lys.

Suma de aminodcidos no esenciales (AANE): Ala + Asp + Glu + Glun + Gly + Ser +
Tyr.

Aminoacidos totales (AAT}) AAE + AANE.

Aminoacidos neutros (AAN): AAR + AAA,

Suma de aminoécidos aromaticos (AAA): Tyr + Phe.
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Relaciones entre aminoacidos:

. AAR/AAA

. AAE/AANE

. Isaleucina/AAN-lle

. Leucina/AAN-Leu

. Valina /AAN-Leu

. Fenilalanina/AAN-Phe
. Tirosina/AAN-Tyr

. Fenitalanina/Tirosina
. Alanina/Tirosina

. Alanina/Leucina

. Alanina/AAR

. Ser+Gly+Ala/AAR

. Glicina/Valina.

Tradicionalmente, el crecimientoc del cuerpo total o de los ¢érganos individuales ha
sido medido como ganancia de pesc Unicamente (DUNN y col., 1947). El descubrimiento del DNA
ha hecho posible calcular el numero de nucleos diploides en varios 6rganos de la rata, utilizando la

siguiente formula:

DNA total rgano {mg) x 103

N° de nucleos (millones) =
6.2

donde 6.2 es la cantidad de DNA, en nimero de nicleos diploides de la rata (ENESCO, 1957). Esta
férmula fué utitizada para representar el nidmero de células. Determinaron el tamafio celutar

dividiendo el peso 1otal del 6rgano por el nimero de nicieos:

Peso total 6rgano (g) x 103

Tamafo celular =

N° de nucleos {millones)

Esta medida no tiene en consideracion la contribucion hecha por varios componentes
celulares y no celulares. El DNA se encuentra localizado casi completamente dentro del nacleo v la
cantidad de DNA es constante dentro del ndcleo diploide de varias especies {THOMSON vy col.,

1953).
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3.3. COMPOSICION DE LAS DIETAS UTILIZADAS

3.3.1. DIETA | O CONTROL, CON 10% DE PROTEINA (CASEINA 9.8
g + DL-METIONINA 0.2 g)

Ingredientes (a) g/kg dieta (s.s.s))

Almiddn 200.00
Sacarosa 534.60
Celulosa 55.40
Aceite de cliva 50.00
Mezcla mineral (b) 50.00
Mezcla vitaminica (b) 10.00
Caseina 98.00
Metionina 2.00

(a) Segun HEGER y FRYDRYCH (1985).
(b) Seglin ASSOCIATION OF OFICIAL AGRICULTURAL CHEMIST (1970).

La composicidn de la mezcla mineral es la siguiente:

g/kg de mezcia
Ingredientes

mineral
CiNa . 139.300
1K 0.790
PO4HoK 389.000
SO 4Mg anhidro 57.300
COzCa 381,400
SO4Fe.7H50 27.000
S0O4Mn.HyO 4.010
8042Zn.7H50 0.548
S04CuU.5H50 0.477
ClpCO.6H0 0.023
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La mezcla vitaminica esta formada por:

Ingredientes mg de dieta
Vitamina A 6.88
Vitamina D 0.05
Vitamina E 1000
Menadiona 5
Colina 2000
P-aminobenzoico 100
Inositol 160
Niacina (Ac.nicotinico) 40
D-Pantotenato calcico 40
Ribeilavina 8
Tiamina CIH 0.5
Piridoxina CIH 5
Acido folico 2
Biotina 0.4
Vitamina B4o 0.03
Almidon cs.p 10g
Kcal/kg de dieta (a)

5.5) 3.710
(a) Seglin COATES (%976).
3.3.2. DIETA I CON 10 % DE PROTEINA (AMINOACIDOS

CRISTALINOS EXENTOS DE PHE+TYR+TRP)

Ingredienies {a) g/kgy dieta (s.s.s.) -
Almidén 200.00
Sacarosa 534.80
Celulosa 50.00
Aceite de oliva 50.00
Mezcla mineral (b) 50.00
Mezcla vitaminica (b) 10.00
Amincacidos totales(c) 105.40
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(a) Segun HEGER y FRYDRYCH (1985).
(b) Segiin ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMIST (1970).
(c) Seglin NATIONAL RESEARCH COUNCIL (1978).

La composici¢n de las mezclas mineral y vitaminica es igual que la anteriormente

detallada para ia dieta |.

l.a mezcla de aminoacidos esenciales se compone de:

Ingredientes g/kg dieta
Clorhidrato de Arginina 7.3
L-Histidina 3.0
L-lsoleucina 5.0
Clorhidrato de L-Lisina 8.7
L- Trecnina 5.0
L-Valina 6.0
L-Metionina 4.0
L-Cisteina 2.0
L-Leucina 7.5

La mezcia de aminodcidos no esenciales se compone de:

Ingredientes g/kg dieta
L-Alanina 6.033
L-Asparragina 7.880
L-Glutamina 2.228
L-Acido aspartico 6.033
L-Acido glutamico 2.231
L-Glicina 24.598
L-Prolina 1.764
L-Serina 6.033
Keal’kg de dieta (5.5.5) 3.710



3.3.3. DIETA Il CON 20% DE PROTEINA (AMINOACIDOS
CRISTALINOS EXENTOS DE PHE+TYR+TRP), DOBLES
CANTIDADES DE CELULOSA, MEZCLA MINERAL,
VITAMINICA Y AMINOACIDOS QUE LA DIETA I, CON
REAJUSTE DE LAS CANTIDADES DE ALMIDON Y
SACAROSA

Ingredientes (a) g/kg dieta (s.s.s.)

Almidén 346.36
Sacarosa 172.84
Celuiosa 100.00
Aceite de oliva 50.00
Mezcla mineral (b) 100.00
Mezcla vitaminica (b) 20.00

Mezcla aminoacidos(c) 210.80
Kcal/kg de dieta (s.s.5) 3.521

{a) Segun HEGER y FRYDRYCH (1985).
(b} Segin ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMIST (1970).
(c) Seguin NATIONAL RESEARCH COUNCIL (1978).

Las mezclas mineral y vitaminica san iguales a las anteriormente citadas, pero
teniendo en cuenta que la cantidad de cada uno de los componentes debe ser el doble a la alli

descrita.

La mezcla de aminoéacidos es igual a la detallada para la dieta II, pero con doble

cantidad de cada uno de los aminodcidos.
El control de la composicidon de las dietas se realiza por medio de las técnicas de

rutina, determinando nitrdgenc total (por el métcdo de Kjeldahi), grasa (por el metodo de Soxhiet),

humedad y cenizas.
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3.3.4. DIETA IV, CON 10% DE PROTEINA (CASEINA 9.8 g + DL-
METIONINA 0.2 g), IGUAL A LA DIETA CONTROL, PERO SE
SUMINISTRA "PAIR FED" CON RESPECTO A LA DIETA Yl

La finalidad de esta dieta es distinguir los efectos de la disminucion de la ingesta de

la falta de aminoécidos arcmaticos.

Ingredientes (a) g/kg dieta (s.s.s.}

Almidén 200.00
Sacarosa 534.60
Celulosa 55.40
Aceite de pliva 50.00
Mezcla mineral (b) 50.00
Mezcla vitaminica (b) 10.00
Caseina 98.00
Metionina 2.00

(a) Segin HEGER y FRYDRYCH (1985).
(b) Segun ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMIST (1970); la composicién de las

mezclas mineral y vitaminica es igual a las anteriormente citadas.

3.4. DETERMINACIONES ANALITICAS

3.4.1. TOMA DE MUESTRAS

3.4.1.1. ORINA Y HECES

La recogida de orina y neces de tres dias consecutivos se realiza en jaulas

individuales de metabolismo.

La orina es recogida en capsulas "ad hoc" que contienen 5 ml de una solucion de

timol al 5% en isoproterenol y 10 ml de agua destilada; se lleva a matraces aforados de 250 miy,
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seguidamente se enrasa con agua destilada que contiene 1% de timol (p/v}. Se toma una alicuota y

Se consarva a -20°C, hasta posterior analisis.

Asi mismo, las heces de tres dias se mantienen a -20°C envueltas con papel de

aluminio, para evitar su desecacion.

3.4.1.2. SANGRE Y MUSCULO GASTROCNEMIC

Los animales se anestesiaron mediante inyeccion intraperitoneal a una dosis de 30

mg de pentobarbital sédida / kg de peso corporal. La solucion anestesica contiene:

Pentobarbital 30 mg
Propilenglicol 200 mg
Etanol 100 mg
Agua destilada c.s.p. 1000 ml

La sangre se obtiene mediante canulacién de la arteria carotida y es recogida en
tubos de hematocrito y de hermodialisis heparinizados (4 mg de heparina/m! de sangre). Los tubos
se centrifugan a 550 g durante 15 minutos, separando de esta manera el plasma de los eritrocitos y

otros elementos formes.

Los musculos gastrocnemios son extirpados, e inmediatamente se uitracongelan
en un vaso Dewar que contiene nitrégeno liquido a una temperatura de -130°C, pesandolos a

centinuacion.

3.4.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

3.4.2.1, DETERMINACIONES EN MUSCULO GASTROCNEMIO
3.4.2.1.1. Determinaciones enzimaticas y de profeipas

Se pesa una alicuota de tejido y se suspende en una solucion tampdn de ClNa 0,1
My COgHNa 0,005 M en una proporcion del 20% (p/v} pH=7,4 a 0°C. A continuacion se
homogeniza con un aparato ultraturrax a 20.000 r.o.m. bajo hielo durante 14 segundos. El

homogenade se centrifuga a 550 g durante 15 minutos en refrigeracion a 4°C para evita
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inactivacicnes enzimaticas. Se separa el sobrenadante y en €l se realizan las determinaciones

enzimaticas.
3.4.2.1.2. Determinacion de dcidos nucleicos DNA y RNA

Una alicuota de musculo gastrocnemic se somete a una serie de lavades para
precipitar las proteinas. En primer lugar, se tratan con 2 mi de 4cido tricloroacético al 20%; a
continuacién, la mezcla se centrifuga a 200 g durante 3 minutos. Se decanta y al precipitado se te
afladen 5 ml de etanol abscluto; se vuelve a centrifugar, se decanta y al precipitado se le afaden
otros 5 ml de etanol absoluto; se vuelve a centrifugar a 200 g durante 3 minutos. Al precipitade se le
afladen 2 ml de tricloroacético al 10%. Se lleva a un bafio a 100°C durante 5 minutos,
sumergiéndelo a continuacidn en hielo para su enfriamiento, y se vuelve a centrifugar a 200 g
durante 3 minutos. El sobrenadante se recoge y se utiliza para !a determinacion de DNA y ANA, La
deterninacion de DNA se realiza siguiendo el método de Burten y la de RNA segun el método de

Dische, como se describe posteriormente.
3.4.2.2. DETERMINACIONES EN SANGRE

La sangre se centrifuga a 550 g durante 15 minutos, separando asi el plasma de los

glébulos rojos.

El plasma se utiliza para la determinacion de aminodcidos libres, tratdndose con
metanol (0.1 ml de plasma en 2 ml de metanal), que precipita las proteinas del piasma y los
aminoacidos se extraen en el alcohol. Se centrifuga a 700 g durante 10 minutos y se conserva el

sobrenadante a -20°C para hacer las deteminaciones de aminoacidos libres.

.o mismo se hace con 0s globulos rojos previa sonicacion para hemolizarlos. En el

sobrenadante se determinan los aminodcidos libres.

3.4.3. SISTEMA CROMATOGRAFICO

El sistema cromatografico (H.P.L.C.) consta de los siguientes elementos:

1 Deposito de disclventes: Se emplean dos botellas de plastico de 5 litros de
capacidad, donde estdn los disclventes A y B, que constituyen la fase movil del

sistema.
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Bombas de alta presion; Se utilizan dos bombas de la casa Waters modelc 6.000 A,
cuya estructura electronica esta descrita en los manuales de instrucciones
correspondientes. Son bombas hidraulicas que impulsan el disolvente a presion y

flujo constantes y estan reguladas por un gradiente lineal.

Inyector automadtico: El modelo empleado es el Wisp 710 B de la casa Waters, La
descripcidn de su mecanica y estructura electronica estan descritas en los manuzles

de instrucciones correspondientes.

Consta de un manémetro, que regula la presion del sistema a 30 P.S.1., con objeto de
captar un volimen adecuado de solucién estandar, muestras y solucion
derivatizante. Estos veolimenes son inyectados al principio de la columna mediante
una jeringa regulada automaticamente. También se compone de un sistema portador

de muestras, autorregulado con 96 viales.

Columna: Se utiliza el modelo R 1.362 Hypersil ODS 5 micras de acero inoxidable,
cen unas dimensiones de 15x0.4 cm, cuya misidén es separar los distintos
componentes de la muestra de aminodcidos segun el coeficiente de particion entre

el hidrocarburo de la columna y la mezcla de diluyentes.

Detector. £s un espectrofluorimetro, que mide la fluorescencia de los aminoacidos
derivatizados con la mezcla de ortoptalaidehido y 2-mercaptoetanol. Transmite
automaticamente a la aguja inscriptora una sefal proporcional a la concentracion de

dichos aminoacidos.

El detector de fluorescencia consta de dos partes:

a) Unidad electrdnica: Detector de Fluorescencia, modelo 420 E de la casa
Waters.

D) Unidad celular: Detector de Fluorescencia, modelo 420 C de la casa Waters.

El conjunto esta formade por los siguientes elementos: fuénte de luz, filtros, céjulas

de flujo, fotodetector, amplificador, lector y suministrador de energia.
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L.a deteccion de fluorescencia es una técnica cuaiitativa y cuantitativa en la cual se
utitizan sustancias fluorescentes. Esa fluorescencia se consigue por derivatizacion

con la mezela OPA y 2-mercaptoetancl.

8. Procesador de datos: El modelo utilizade es el "Data Module" de la casa Waters. Lieva
un registrador termoeléctrico, que inscribe las sefiales emitidas por el detector,
traducidas electronicamente y ampiificadas. Dichas sefiales son inscritas en forma de
picos cuyas areas son proporcionales a la cantidad de aminoacido presente en la
muestra. Estas dreas son calculadas mediante un integrader automatico que,
mediante un procesador matematico, cuantifica las areas de los picos de los

aminoacidos objeto de estudio,

7. Controlador programable: Todos los aparatos descritos estan conectados al sistema
controlador programable, modelo 721 de Waters, que es un microprocesador capaz
de controlar las funciones del crematdgrafo liquido de alta resolucion (Sistema
H.P.L.C.).

Empleamos el Software BASELINE, Cromatography Warkstation BASELINE 810.
Waters (1987 Millipore Corporation}. USA.

3.4.4. TECNICAS EMPLEADAS

3.4.4.1. BALANCE DE NITROGENOC

Se utiliza el método de KJELDAHL (ASSOCIATION OF OFICIAL AGRICULTURAL
CHEMIST, 1970).

La riqueza en prétidos de una muestra {dieta, orina, heces, musculo gastrocnemio)
se determina mediante la valoracion del nitrégeno total multiplicdndolo por el factor 6.25. Para elic el
tnaterial bioldgico se digiere por calor con dcide sulfGrico concentrado en presencia de un

catalizador (804K y HgQ). El Nitrégeno en forma de grupos -NH3 pasa a sulfato amonico.

La solucion amodnica se descompcne con una solucion concentrada de NaOH en
ebullicidn en destilador Buchi, recogiéndose el ameniaco que destila sobre una solucion ingicadora
que contiene acido barico, rojo de metiic y verde de bromocresol, valorandolo posteriormente con

acido clorhidrico 0.01 N.
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La solucion indicadora esta compuesta por:

Ingredientes Solucién parcial Solucion finai
Acido bérico 2% 50,00 ml
Rojo de metilo 0.1% en etanol 96° 2.00 mi
Verde de bromocresot 0.2% en etanol 96° 1.50 ml
Agua destilada ¢.5.p. 160 mi

A partir de los datos del cenienido de Nitrégeno se caicula el contenido proteico

multiplicando los gramos de Nitrdgeno por el factor 6.25, expreséndose en mg/dia.
3.4.4.2. DETERMINACIONES EN EL HOMOGENADO DE MUSCULO
GASTROCNEMIO
3.4.4.2.1. Proteinas Solubles
Se utiliza el método colorimétrico de Lowry (LOWRY vy col., 1951).
Fundament)o:

Mediante ef tratamiento de los sobrenadantes de los homogenados con solucién

alcalina de tartrato de cobre, se forman complejos clprico-aminoacidicos con las proteinas solubles.
La adicién del reactive de Folin-Ciocalteau (acido fosfomolibdotingstico), produce
una coloracién azul intensa, a consecuencia de la reduccion del molibdato a éxido de molibdeno;

por accion de los compiejos clprico-aminoacidicos.

L.a intensidad de coloracion producida es propaorcional a la concentracién de

oroteinas solubles de la muestra.
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Técnica:

A 0.1 ml del sobrenadante del homogenado diluido al 1/10 (v/v), se anaden 5 mi de
reactive cupre-alcaline (COgNaz al 2% en NaOH 0.1 Ny SQ4Cu al 0.5 % en tarrato sédico-potésico

al 1%}.

A los 20 minutos se adicionan 0.5 ml de reactivo fenol.

La lectura se lleva a cabo a los 30 minutos a 750 nm.

Calculos:

Los resultados se llevan a una curva de calibracién realizada con sclucién patrén de

albdmina ccn una concentracicn de 1 mg/mil.

Los datos se expresan en mg de proteina/pesc total del drganc.

3.4.4.2.2. Acido Deoxirribonucieico (DNA)

El método seguido es el método de Burton (BURTON, 19586).

Fundamento:

Al afiadir difenitamina al DNA se origina una coloraciéon azul como consecuencia de

la reaccion de la deoxiribosa del acide nucleico, presentando una absorbancia proparcional a la

cantidad de DNA.

Técnica:

Del sobrenadante obtenido, segun se explicé en la preparacion de las muestras
para la detarminacion de acidos nucleicos, se toma una alicuota y se mezcla con 2.5 volimenes del

reactivo de difenilamina. Se mantiene a 100°C durante 10 minutos, se enfiia y se mide el color

desarrollade a 600 nm.
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Calculos:
Los resultados se llevan a una curva patrdn constituida con diferentes
concentraciones de DNA tipo 1, la solucién estandar de DNA tiene una concentracién de 0.5 mg de

DNA/ ml.

La cantidad de DNA se expresa en mg por peso total del érgano.

3.4.4.2.3. Acido Ribonucleico (RNA)
El método utilizado es el de Dische (DISCHE, 1930).
Fundamento:

Se basa en la adicién al RNA de orcinol y cloruro férrico. Se valara asi la pentosa

ribosa existente en el acido nucleico.
Técnica:
Del sobrenadzante obtenido tras el tratamiento con tricloroacétice y metanol, en el
cual hemos precipitado las proteinas, se toma una alicuota y se le afiade ClaFe al 0.01% (p/v) en

CIH concentrado y el reactivo de orcinol al 10% en etanol.

Después de levarlo a 100°C durante 45 minutos, se enfria y se mide la absorbancia

del color desarrollado a 670 nm.
Calculos:

Los resultados se llevan a una curva patron de RNA, la solucion estandar de RNA

tipo 1 tiene una concentracien de 1 mg/1ml.

L.a cantidad de RNA se expresa en mg por pesc total del drgano.
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3.4.4.2.4. Deoxirribonucleasa &cida (Deoxiribonucleato 3'Nuclectido Hidrolasa
E.C.3.1.4.6.;DNAsa)

Se utiliza el metodo de McDonald medificado (McDONALD, 1955).

Fundamento:

El enzima DNAsa 4acida es una endonucleasa que actua sobre todas las uniones de
tipo b, es decir, hidroliza las uniones 5'-OH de las pentosas y el grupo fosfato de los

polinuclectidos.

Su accion sobre las cadenas de acido deoxirribonucleico produce oligenucledtidos
cuya extincidén se puede medir por espectrofotometria a 260 nm y a 25°C. Las lecturas son

proporcionales a la cantidad de oligonucledtido y éste a la actividad enzimatica de las muestras.

Técnica:

Se prepara una sclucién tampén de acetato sédico 0.1M pH=5. Se obtiene

mezclando 70.5 valiumenes de acetato sddico 0.1M y 29.5 volimenes de acido acético 0.1 M.
Después se prepara una solucién de SO4Mg 2M.

El sustrato de 4cido deoxiribonucleico se prepara al 0,05% (p/v). Para ello se pesan
50 mg de DNA tipo 1 (Sigma) y se mezclan con 10 mi de la solucion de acetato sadico 0.1M pH=5.

Una vez disuelto se afade la solucidon de SO4Mg 2M, completando con agua destilada hasta 100

mi.

Se prepara ahora una solucion de acetato de uranilo al 0.25% (p/v) en una solucidn

de acido percldrico 2.5% (p/v).

Es necesaria una suspension enzimatica de deoxirribonucleasa acida tipo 1 de
pancreas bovino cristalizado (Sigma) 3 UK/ml disuelta en solucién salina bicarbonatada (solucion

stock de CINa 0.15M y CO3HNa 0.005M pH= 7.4). Con ella se construye la curva de calibracion en

presencia de la solucidén sustrato de DNA,

La reaccion entre la solucion sustrato de DNA y el homogenado problema, junto

con CloMn 0.01 M, se realiza a 37°C durante 90 minutos. Esta reaccion se detiene con adicion de

0.5 ml de acetato de uranilo al 0.25% en Acido percldrico; a continuacion se agitan las muestras y se
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conservan durante 30 minutos en hielo picado. Seguidamente las muestras se centrifugan a 3.000

rpm durante 15 minutos. El sohrenadante, tras su decantacion, se lee a 260 nm frente al blance.
Calculos:

Esta lectura se lleva a una curva de calibracion realizada con una solucidn patrén de

DNAsa &cida.

Tanto las extinciones de la curva de calibracion como las de !0s problemas,

corresponden a la media de 2 determinaciones.

Los resultados se obtienen multiplicando por los factores de dilucidn

correspondientes y se expresan en U.K. por drgano y por mg de proteina.
UK= Unidad Kunitz: Actividad enzimatica que produce un incremento de la

densidad optica de 0.001 a 2680 nm. a pH=5.0, a una temperatura de 25°C, utilizando sustrato DNA

(Mg** concentracion = 4.2 mM).
3.4.4.2.5. Ribonucleasa 4dcida (Ribonucleato Piridin-nucledtido 2'transferasa
ciclizante E.C.2.7.7.16; RNAsa)
Ei método utilizado es el de Lazzari y col. modificado (LAZZARY vy col., 1870).
Fundamento:
El enzima RNAsa es una endonucleasa que separa las uniones en 5' de los
pirimidin nucleétidos. Su accion sobre las cadenas de 4cido ribonucleico produce cligonucledtidos,

cuya extincidn se puede medir por espectrofetometria a 260 nm. -

Las lecturas son propercionales a la cantidad de oligonucleotidos, vy ésta a la

actividad enzimatica de las muesiras ensayadas.
Técnica:

Para un volumen de 1 ml se mezcian 0.5 ml de la solucion de sustrato de RNA al 1%

(p/v), en solucion tampén de acetato sodico 0.1 M a pH=5 con 0.25 ml del sobrenadante del
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homogenado, y se completa &l volumen con tampdn acetaio 0.1 M. La reaccién se lleva a cabo a

37°C durante 80 minuios.

El RNA no digerido se precipita con 1 ml de acetato de uranilo al 0.25% (p/v), en
perclorico al 60%. La mezcla se mantiene en nevera durante 14 horas. Posteriormenie se

centrifuga a 7.000 r.p.m. durante 20 minutos.

Todas las muestras y estdndares se diluyen 1/10 con solucion stock y se determina

la absorbancia de los oligoglementos liberades por espectrofotometria a 260 nm.
Calculos:

Los resultados se llevan a una curva de calibracion construida con una solucion

patron de ribonucleasa A cristalizada (Sigma) con 0.05-0.005 unidades Kunitz por tuto.

La actividad especifica del enzima se expresa en Unidades Internacionales en

relacidén al érgano total, y en mUl en relacion a los mg de proteina.

3.4.4.2.6. Fosfatasa dcida. (Ortofostorico monoéster fosfohidrolasa

E.C.3.1.3.2.)
El método utitizado es el de Bessey y col. modificado (BESSEY y col., 1946).
Fundamento:

El sustrato del enzima, para-nitrofenilfosfato, es desdoblado por la accidn de la
fosfatasa acida presente en la muestra a fosfato + paranitrofenol, compuesto coloreado, en medio
acido. La intensidad del color amarillo, obtenido por ia liberacidn del para-nitrofenol es propercionat

a la concentracion de fosfatasa acida.
Técnica:

Se anade a la muestra problema, diluida previamente 1/10 con solucion salina
bicarbonatada, un volumen de una solucién de para-nitrofenilfosfato 5.5. uM en tampdn citrato 50

mM a pH=4.8, incubandose a 37°C durante 30 minutos.
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Calculos:

La actividad enzimatica especifica se expresa en microunidades de para-nitrofenol

liverado por minuto, después de la adicién de NaOH 0.02 M.

La absorbancia de este producto se determina a 405 nm. Los resultados se lievan a

una curva de calibracion, construida con para-nitrofenol a diferentes concentraciones.

La actividad especifica del enzima se expresa en Ul/Srganc total y en Ul/mg de
proteina.
3.4.4.2.7. Fosfatasa alcalina. (Ortofosfdorico monoéster fosfohidrolasa

E.C.3.1.3.1.)
El método utilizado es el de Bessey y col. modificado (BESSEY vy col., 1946).
Fundamento:

Se basa en la utilizacion como sustrato del para-nitrofenil fosfato. La fosfatasa
alcalina hidroliza el sustrato en medio alcalino y, al separarse el grupo fosfato, se mide
colorimétricamente el para-nitrofenol liberado, cuyo color es proporcional a la actividad de la
fosfatasa alcalina.

Técnica:

Se anade a la muestra a ensayar, diluida previamene 1/10 con solucién salina
bicarbonatada, un volumen de para-nitrofenit fosfato 5.5 micromolar en tampdén glicina 50 mM a
pH=10.5. El ensayo se realiza a una temperatura de 37°C durante 30 minutos. -

Calculos:

La actividad enzimatica especifica se expresa en micromoles de para-nitrofenot

liberade por minuto, después de la adicién de NaOH 0.02 M.

La actividad especifica del enzima se expresa en Ul/6rgano total y en Ul/mg de

proteina.
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3.4.4.2.8. Beta-D-Glucuronidasa(Beta-DGlucurénido glucuronohidrolasa
E.C.3.2.1.3.1.)

El métode utilizado es el de Bergmeyer medificado (BERGMEYER, 1963).
Fundamento:
El enzima Beta-D-Glucuronidasa actla sobre el sustrato 4-nitrofenil-beta-D-
glucurdnido, desdoblandolo en acido glucurdnico y para-niirofenci. Este Gitimo se determina por

colorimetria & pH basico.

El aumento de para-nitrofenol formado por unidad de tiempo indica fa actividad de la

Beta-D-Glucuronidasa.
Técnica:
Se afiade a la muestra 0.8 ml de acetato buffer 0.2M a pH=3,8 y con 0,1 ml de dcido
4-nitrofenil-glucopiranosido 0.1 M disuelto en agua destilada, manteniéndolo a 38°C durante 30
minutos. A continuacion se trata la mezcla con 1 mi de NaQOH 1 N, La absorbancia se lee a 405 nm.

Célculos:

L os resultados se llevan a una curva de calibracion, construida con diferentes

concentraciones de solucidn enzimatica.

La unidad enzimatica se define como la cantidad de enzima que cataliza la

transformacian de 1 micromol de sustrato por minuto.

La actividad especifica del enzima se expresa en Unidades Internacionales o en

mUnidades/minuto en relacion a érgano total y mg de proteina.
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3.4.4.2.8. Glutamato-oxalacetatlo-transaminasa (L-Aspartato: 2-oxo-glutarato
aminotransferasa E.C.2.6.1.1.; GOT)

E! método empleado es el de REITMAN y FRANKEL (1957).
Fundamento:
£l enzima actla sobre un sustrato de L-ceto-glutarato y L-asparato y da lugar por
transaminacion a la formacion de glutamato y oxalacetato. El oxalacetate, en medio alecaling, forma
hidrazonas con la dinitro-fenil-hidrazina, desarroliando una coloracion propercicnal a la actividad
enzimatica.
Técnica:
A 1 ml de solucion que contiene 0.1 mmol de L-aspartato, 2 pmol de L-
cetoglutarato y 0.1 mmol de tampdn fosfato a pH=7.4 se ahade 0.2 mi de sobrenadante (diluido a
1/10) vy se incuba en bafo durante 1 hora a 37°C.
Se mide la absorbancia que se produce después de afiadir 1 umol de 2,4-
dinitrofenil hidrazina, mantener la muestra a temperatura ambiente durante 20 minutos y anadir
NaOH 0.4 N, utilizando una longitud de onda de 546 nm.

Calculos:

Los resultados se tlevan a una curva de calibracion construida con el substrato

correspondiente.

La actividad especifica del enzima se expresa en Ul por érgano total y por mg de

proteina.

3.4.4.2.10. Glutamato-piruvato-transaminasa (L-alaniha:2-oxo-glutarato amino-

transferasa E.C.2.6.1.2.; GPT)

El método utilizado es el de REITMAN y FRANKEL (1957).

97



Fundamento:

E! enzima actla sobre un sustrato de alia-cetogiutarato y D-L-alanina, formando

glutamato y piruvato per transaminacién.

En medio basico, el piruvato forma hidrazonas con la dinitrofenii-hidrazina,

desarrofiando un color proporcional a la actividad enzimatica.

Técnica:

A 0.2 ml de la muestra problema (diluida 1/10) se adade 1 ml de una solucion que
contiene 0.2 mmol de D-L-alanina, 2 pmol de alfa-cetoglutarate y 0.1 mmoi de fosfate ph=7.4. La

mezcla se incuba a 37°C durante 30 minutos.

A continuacién se anade 1 umol de 2,4- dinitrofenilhidrazina, se mantiene a
temperatura ambiente durante 20 minutos y se afiade NaOH 0.4 M. Finalmente, se mide la

absorbancia a 546 nm.

Calculos:

Los resuitados se llevan a una curva de calibracion construida con el sustrato
correspondiente.,
La actividad especifica del enzima se expresa en Ulpor érgano total 0 en Ul por mg

de proteina.

3.4.4.2.11. Aminodcidos libres en musculo gastrocnemio
Se determina por el método de Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon
(H.P.L.C)) segun JONES y col. {(1981).

Fundamento:

Los amincacidos reaccionan con ortoftalaldehido en presencia de 2-
mercaploentancl, dando lugar a un compuestc que es isoindol tiosustituido, el cual es altamente

fluorescenie y detectable por las técnicas analiticas usuales.
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Técnica:

Una alicuota de musculo gastrocnemio se trata en la proporcién de 1 g con 50 ml de
triclorcacético af 10% (pfv). Se homogenizan en un poter con pistdn de tefldn, con al fin de extraer
los aminoacidas libres. Se centrifuga a 3.000 r.p.m. durante 15 minutos y el sobrenadante se
evapora a sequedad al vacio a 40°C; el extracto se conserva en congelador a -20°C para analizar los
aminoacidos libres disolviéndolo en una solucién de borato buffer 0.4 M pH=98.5. Una alicuota se
procesa con fa solucion derivantizate para ser analizada en el cromatoégrafo liquido (H.P.L.C.}, de
igual forma como se ha realizado la determinacion de ios aminoacidos libres en plasma y glébulos

rojos.

Reactivos y estandar de aminodcidos:
ELUYENTES:
Los eluyentes empleados para crear gradiente son fas soluciones A y B.

Solucidn A:  Formada por una mezcla de acetato soédico 0.05 M (pH=5.8), metanol
(H.P.L.C)) y tetrahidrofurano (A.R.) en las proporciones de 800:180:1Q

{viviv), respectivamente.

Solucidn B: Formada por una mezcla de acetato sodico 0.05 M (pH=5.9} y metanol

{H.P.L.C.) en la proporcion de 200:800 (v:v), respectivamente.

Ambas soluciones se filtran a vacio a través de filtros Millipore de celulesa, tipo
HULP, con poro de 0.45 micrometros, Seguidamente se sonican durante 10-15 minutos con el fin
de eliminar las burbujas de aire que impiden el correcto funcionamiento de las bombas para crear el

gradiente adecuado.

PREPARACION DE LA SOLUCION DERIVATIZANTE ORTOPTALALDEHIDO/2-
MERCAPTOETANOL:

Se disuelven 25 mg de ortoptalaldehide (O.P.A)) en 0.63 mi de metanol abscluio
{H.P.L.C.), ahadiendo 25 ul de 2-mercaptoetanol y 5.6 ml de Borate sddico 0.4M (pH=9.5).
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Para la conservacion de esta mezcla se le hace fluir nitrdgenc gaseoso mediante
una pipeta Pasteur durante 10 minutos, para desalojar el oxigeno y conservarla en atmostera inerte,
dejandola reposar 24 horas antes de usarla. Cada dos dias se afiaden 5 ul de 2-mercaptoetancl para

mantener el reactivo en forma reducida.
Para evitar contaminaciones y oxidaciones se prepara de nuevo cada siete dias.
SOLUCION ESTANDAR DE AMINCACIDOS Y ESTANDAR INTERNO:
La solucion estandar se prepara con 22 aminodcidos, a una concentracion de 6.4
pmol/ul cada unc de ellos. Se disuelven en una mezcela metanol:agua (viv). Algunos aminodcidos,

como la tirosina, se disuelven muy mal y es necesario disolverlos previamente por sonicacion.

E! estandar interno elegido es el dcido alfa-aminobutirico. Este se prepara a una

concentracion de 8 pmol/ul.
Estas dos soluciones se conservan a -20°C.
SOLUCIONES COADYUVANTES:
Intensifican la fluorescencia y estabilidad de los aminodcidos derivatizados.
Se prepara una sclucion de dodecil suifate sédico (5.D.S.} al 2% en borato sodico
0.4M pH=9.5, y una solucidon de Brij-35 al 2% en borato sddico 0.4M pH=9.5, que tiene la
propiedad de resaltar la fluorescencia de determinados aminodcidos, cuya reaccion de

derivatizacién es baja.

La respuesta fluorescente de lisina e hidroxilisina y su estabilidad mejora con la

adicidn de S.D.S. al 4% en borato sédico.

Se ariade el surfactante Brij-35 para intensificasr la flucrescencia de !a lisina (JONES
y col., 1981).

PROCESQO DE DERIVATIZACION:

A 8 ml de |a soiucién estandar de aminodcidos (10 pmoliul} se ahade 1.25 mi de

Sodic Dodecit Sulfato al 2% en borato sodico 0.4M a pH=8.5; 1.25 ml de Brij-35 al 2% en borato
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sodico 0.4 M a pH= 9.5; 1 ml de la sclucidn de alfa-aminobutirica, estandar interno {100 pmol/mi).

Se agita la mezcla y se agrega 1 mi de Fosfato sédico 0.1 M pH=4.

Por otra parte se prepara la muestra problema. Para ello se mezclan previamente 5
mi de Dodecil Sulfato Sadico al 2% en Borato Sddico 0.4 M pH=8.5, 5 ml de Brij-35 al 2% en borato
sédico 0.4 M pH=9.5 v 4 ml de la solucion estandar interno A-ABA {100pmol/mi). Se agita y se

afaden 4 ml de fosfato sédico 0.1 M pH=4.

De esta mezcla se toman 0.45 mi, a los que se agregan 0.8 ml de la mezcla estandar
de aminoacidos, previamente preparada. Por ser el analizador de aminoacidos automatico, inyecta
20 ul dei estandar de aminodcidos y 20 pl de la solucion derivatizante mediante una jeringa. Ambos
volumenes son dirigidos a la precolumna donde, al mezclarse, se derivatizan los amincdcidos, que
son transpoprtados a través de la columna cromatogréfica Si-C18, pudiendo ser eluidos segun su

afinidad por ésta.

lLa misma operacién se desarrolla con cada una de las muestras problema,
cbteniendo asi los aminoacidogramas correspondientes, en l0s gue son calculados los diferentes
aminocdcidos por integracion de las areas correspandienrtes a cada pico. Esta integracién se lleva a

cabo mediante el estandar interno, ahfadide a los problemas.

Después de 55 minutos de desarrollo se obtiene un aminoacidograma en el que
cada pico corresponde a un aminodacido. Estos tienen un tiempo de retencidn constante tanto en la

solucién estandar de aminoacidos como en la soiucién problema.

Los aminodcidos del problema se cuantifican mediante la metddica del estandar

interno.

METODO DEL ESTANDAR INTERNO:

Previamente a su apiicacion es necesaria la calibracion de la muestra estandar. Para
ello se inyecta 1a solugion estandar de amingacidos y una vez desarrollado el amincacidograma,
cuyos aminoacidos tienen un tiempo de retencidn caracteristico, implicitamente el integrador
calcula las areas de todos los picos y el factor de respuesta de cada aminoacido dividiendo (a

cantidad de aminoacido por el Area correspendiente.

Se realiza el calculo de los factores de respuesta (FR) de cada uno de los

aminodcidos del estandar mediante la formula:
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Cantidad del aminodacido en el estandar

Factor de respuesta =

Area del aminodcido en el estdndar

Esta solucion de aminoacidos lleva un amincdcido que nc se debe encontrar en el
problema y que se afiade al mismo para gue se puedan corregir las peguenas variaciones de
volumen de |la muestra estandar y problema al ser inyectados, mediante una férmula que se aplica
una vez desarrcllado el aminograma del problema. Nosotros hemos utilizado el dcido alfa-

aminobutirico como estandard interno.

Las concentraciones de los aminodcidos de la muestra, representadas por sus
areas, en forma de pico, se calculan muitiplicando el area obtenida por su factor de respuesta en el
estandar, y dividiéndolo por el area del estandar interno en el problema y por el factor de respuesta

del estandar internc en la solucion estandar.

FR del aa en estandar X drea del aa en problema

C* (pmcl) =

FR del alfa-ABA en estandar X area alfa-ABA en problema
C* = concentracion.
Los resultados se expresan en pmol/l de plasma, mediante la multiplicacion por los
factores apropiados, o por gramo de ¢rgano.
3.4.4.3. DETERMINACIONES EN PLASMA
3.4.4.83.1. Colesterol -
El métedo utilizado es ei de ROSCHLAU y col. (1975) y TRINDER (1969b).
Fundamento:
El coiesterol liberado de sus ésteres por la enzima colesterol-esterasa es oxidado

liberando agua oxigenada, la cual reacciona con la 4-aminofenazona en presencia de fenol, dando

lugar a la aparicion de color {p-benzoquinona-moncimino-fenazona).
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Técnica:
0.01 ml de plasma son tratados con 4 mi de reactivo colesterol, constituido por la
mezcla de tres scluciones que contienen: la primera, fencl y metancl en tampon fosfato a pH=7.7; la
segunda, 4-aminofenazona, metanc! e hidroxi-polietoxidodecano en tampon fosfato y la tercera,

una mezcla de las tres enzimas que catalizan las reacciones anteriormente citadas.

Se incuba a 28°C durante una hora y se realiza |a lectura en espectrofctdometro a

500 nm de longitud de onda.

Calculos:

Los resuitados se llevan a una curva patron realizada con distintas concentraciones

de colesterol.

L.a concentracidn plasmatica de colesterol se expresa en mg/100 ml de plasma.

3.4.4.3.2. Glucosa
Se emplea el método de TRINDER (1969a).

Fundamento:

La giucosa en presencia de O2 y HoO se oxida mediante ia enzima glucosa oxidasa,
formando agua oxigenada, que origina un compuesto coloreado al reaccionar con la 4-
aminofenazona y fenol.

Técnica:

Se trata 0,02 ml de plasma con 2 ml de solucion reactiva, compuesta por:
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Tampodn.tris-fosfato 180 mmol/!

Fenol 11 mmcl/
3-4-Diclorofenoi 2.1 mmol/!
Eter poliglicélico de alcoh. graso 0.24 %
4-Aminofenazona 0.8 mmol/l
Fercxidasa 0.9 U/ml
Glucosaoxidasa 15 U/ml

La lectura se realiza a 510 nm después de incubacidon a 25°C durante 30-30

minutos.
Calculos:

Los resultados se llevan a una curva patron realizada con una solucidn patron de

glucesa, tomando como blance la solucidn reactiva.

Los resuitados se expresan en mmol/t de plasma.,

3.4.4.3.3. Insulina

Se utiliza el método radioinmunoldgico descrito por YALOW y BERGSON (1958;
1960), con marcaje segin HUNTER y GREENWOQD (1962).

Fundamento:

La insulina de la muestra, fria, reacciona competitivamente frente a una cantidad

constante de insulina marcada con 125| para combinarse con un anticuerpo especifico para ambas.
La combinacién de la insulina marcada con el anticuerpo se determina midiendo la

reactividad de la fraccion de insulina libre, no combinada con el anticugrpo. Este parametro esta

influido por la concentracion de insulina fria.
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Calculos:
La formula aplicacida, descrita en el metodo, es la siguiente:

C'1*=CN=8B/F
C* = Concentracion de la hormona marcada ligada al anticuerpo.
I* = Concentracion de [a hormona marcada libre.
C = Concentracién de la hormona no marcada ligada al anticuerpo.

| = Concentracion de la hormona no marcada libre.

Los cocientes B/F (entre la hormona ligada v libre) para la hormona marcada y para la
hormena no marcada han de ser siempre iguales. Ademas, el cociente C*/1* disminuye al aumentar
la concentracidn de insulina fria (lo} porque disminuye C* y aumenta I*, ya que C*+ I* = lo* = cte,

donde lo* es la concentracion total de insulina 125, que es una constante de radioinmunoensayo.

Se utiliza la relacién existente entre la radicactividad (CPM) en la fraccion de
hormona libre {I*) o combinada al anticuerpo (C*) y la cantidad tctal de insulina fria para calcular la
concentracion de ésta Ultima en las muestras.

Calculos:

Se realiza una curva estandar con diluciones conocidas de insulina de rata (Novo
Research institute), que se hardn reaccionar con el anticuerpo en presencia de una cantidad
constante de insulina marcada.

Con esta curva se caicula la relacion entre la insulina marcada ligada al anticuerpo C*
y la insutina fria total de las muestras lo. L.os resultados se expresan en ulUl/ml de plasma.

3.4.4.3.4. Aminodcidos libres en plasma

Se determina por el método de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(H.P.L.C.) segun JONES y col. (1981).
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Fundamento:

Los aminoacides reaccionan con ortoftalaldehido en presencia de 2-
mercaptoetanct, dando lugar a un compuesto que es iscindcl tiosustituido, el cual es ajtamente

fluorescente y detectabie por las técnicas analiticas usuales.
Técnica:

La sangre arterial recogida previamente en tubos de vidrio heparinizados es
centrifugada a 700 G durante 10 minutes. Se separa asi el plasma de los gldbulos rojos,
conservandose ambos en el congelador a -20°C para su posterior analisis,

Las proteinas se precipitan del plasma con metanol del 100% en la propcrcion de
0.1 ml de plasma y 2 ml de metanol. Esta mezcla se centrifuga a 700 G durante 10 minutos y del
sobrenadante se toma una parte alicuota y se trata con borato 0.4 M (PH = 9.5} v sofucion reactiva
hasta completar un volumen de 1.25 ml, de los cuales se toman 20 ul para inyectar en el
cromatdgrafo, los cuales se procesan con la solucién derivatizante y asi podremos determinar los
aminodcidos libres.

Calculos:

Se realizan de igual forma que la expuesta en el caso de la determinacién en

musculo gastrocnemio.

Los resultados se expresan en umol/l de plasma, mediante la multiplicacién por los
factores apropiados.
3.4.4.4. DETERMINACIONES EN GLOBULOS ROQJOS -
3.4.4.4.1. Aminodcidos libres

Se determina por el método de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(H.P.L.C.} segin JONES y coi. (1981).
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Fundamento:
Los amingacidos reaccienan con crtoftaldehido en presencia de 2-mercaptoetanol,

dando lugar a un compuesto que es isoindol tiosustituide, el cual es altamente flucrescente y

detectable por las técnicas analiticas usuales.
Técnica:

La sangre arterial recogida en tubos de vidrio heparinizados,se centrifuga a 700 G
durante 10 minutos. Se separa asi el plasma de los globulos rojos, conservandose ambos en el
congelader a -20°C para su postericr analisis.

Los gldbulos rojos se mezclan en las mismas proporciones que el plasma con
metanol y se someten a sonicacion para romper las membranas de los mismas; se centrigugan a
700 g y se mezclan alicuotas del sobrenadante con borato y solucién reactiva, tomandose de la
mezcla obtenida una alicuota, la cual se procesa con la solucion derivatizante para ser analizadas en
el cromatégrafo liguido (H.P.L.C.)

Calculos:

Se realizan de igual forma que 1o expuesto en el caso de la determinacidon en

plasma.

Los résultados en glébulos rojos se expresan en pmol/l.
3.4.4.5. DETERMINACIONES EN ORINA
3.4.4.5.1. Urea

Se utiliza el método de hidrolisis por la ureasa que constituye la reaccion de
Berthelot (FAWCETT y SCOTT, 1960}.

Principio:

ureasa
UREA + 2Hp0O -mmemommeen > 2NHgt + CO32
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Fundamento:

La ureasa actla sobre la urea formandose carbonato de amonio. Los iones de

amonio reaccionan cen fencl e hipoclorito, formando un complejo coloreado.
Técnica:

0.1 mi de la dilucidn de orina se llevn a 5 ml con agua destilada. Se toman 0.2 mly se
tratan con 0.05 ml de sclucion tampén ureasa (tampodn fosfato 50 mmoel/l y ureasa (> 10 U/ml) v se
incuban en bafio a 37°C durante 10 minutos.

Se afladen entonces 2.5 ml de sclucidn fenol {fenol 0.106 mmelA y nitroprusiato
sédico 0.17 mmol/ly y 2.5 mi de selucién de hipoclorite sodico (11 mM y NaQOH 0.125 N); se

introducen inmediatamente en bafio a 37°C durante 15 minutos.

Se miden las extinciones de las pruebas y de los estandares en fotocolorimetro a

550 nm.
Calculos:

Los resultados se llevan a la curva patron de urea y se expresan en mg/dia.

3.4.4.5.2. Creatinina

Se utiliza el método de JAFFE con desproteinizacion madificadc segun POPPER
(1937) y SEELING y WUEST (1969).

Fundamento: -
La creatinina forma, en solucién alcalina, un complejo coloreado con picrato.
Técnica:

Se tratan 0.5 mi de la solucién de orina con 0.5 ml de acido tricloroacética 1.2 My 1

mi de una solucion formada por acido picrico (35 mmol/ml} y NaOH (0.32 mol/).
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Después de incubar a 25°C durante 20 minutos, se realiza la lectura en el

espectrofotémetro a 520 nm.
Calcuios:

Los resultados se llevan a una curva patron de creatinina, expresandose en mg/dia.

3.4.4.5.3. 3-Metilhistidina

En tas muestras de orina recogidas durante el proceso experimental se cuantifica la
3-metilhistidina, calentando !a orina con un volumen igual de HCL 12 N durante 2 horas a 110°C con
la finalidad de transformar la N-acetil-3-metilhistidina, metabolifo que aparece en la orina, en 3-
metilhistidina, previa evaporacion de una parte alicuota y disolucidon en una mezcla de metanol

puro/agua destilada {v:v). Se valora por H.P.L.C., de igual modo que el resto de los aminoacidos.

3.5. TRATAMIENTO ESTADISTICO

El estudic estadistico de los datos se llevé a cabo, en primer lugar, analizando la

distribucién de las distintas variables de la muestra.
Se observo que, a pesar del reducido tamafio de los grupos de andlisis, cada una
de las variables en el conjunte de la muestra seguia una distribucién préxima a lo normal, por lo cual

optamos por la realizacion de pruebas paramétricas, asumiendo la narmalidad en los grupos.

En el tratamiento estadistico de los resultados obtenidos se emplearon dos analisis

independentes (ANOVA de una via en cada caso) que se han realizado de la manera siguiente;

1. Para cada dia del experimento ANOVA realizada para comparar dietas.

2. Para cada lote del experimenta ANOVA realizada para comparar dias.

Confirmados estos modelos por el Test de pares de Turkey entre los dias 0 entre

las dietas en cada ocasion,
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Se ha realizado de este modo por la imposibilidad de hacer un ANOVA de dos vias
{Dias x Dietas) por encontrarse la tabla de efectos incompleta al morir los animales alimentados con

la dieta Il el dia 14 del experimento.

Empleamos el Test de Turkey-Cramer ajustado por defecto, ya que hay diferente
nimera de animales bajo ei tratamiento dietario correspondiente y no hay una continuidad temporal

(dia 4, dia 10 y dia 14).

£l grade de significacion entre diferentes dietas y diferentes dias se ha estabiecido

en el 5%, es decir, no se considerd significative cuando P>0.05.
L.a codificacién de lo datos se realizd en el Centro de Estadistica del C.8.1.C,,

mediante el programa BMDP Statistical Software, Inc. 1440 Sepuiveda Blvd., Los Angeles, CA.
USA. Digital Equipment Corporation VAX/VMS Version V5.5-2.
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4. RESULTADOS

ill



INGESTA

Control
Lote II
Lote III

TABLA 1

INGESTA (g/dia),
Y BALANCE DE NITROGENO

DIA 4

15.07+0.512
7.1240.26°
3.56+0.13%2

PESO CORPORAL

Control
Lote II
Lote IIT

Lote II
Lote IV

BALANCE

Control

Lote YIT
Lote TIT

DE NITROGENO

159.92+8 393
50 .86+5.83P!
34.52+6.08% 1

PESO CORPORAL (g)
(mg/dia)
DIA 10 DIA 14
13.90+1.22°% 16.22+41.01°
5.3540.58% 7.29+0.77F
2.76%£0.35° oo oL
5.3540,58"° 7.49+0.77F
5.45+0 .48° 7.5020. 6P
133.7344,41%2 158.63+7.8432
81.62+2.04°1 81.95+1,84%°?
73.3743.44P% .
81.62+2,.04"1 81.95+1.84%1
93.94+1.19*1 §5.63+1.99%*
141.74+8.90° 160.03+4.16%
-43.68+5.18%7 18,5343 . 62b2
-11.18+0.9gP22  __________
-43.68+5.18%2 18.5343.62%2
16.10+2, 73032 18.57+1. 6072

Valores medics de seils animales * ESM.

Letras diferentes en

columnas

indican

variaciones

significativas {P<0.,05) en el dia de la experiencia.

Numeros diferentes
significativas (P<0.05)
---- Efecto letal de la

en filas
entre dias.
dieta.
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TABLA 2

UREA (mg/dia), CREATININA {(mg/dia)
Y 3-METIL HISTIDINA EN ORINA {(mg/dia)
DIa 4 DrIa 10 DIA 14

UREA EN ORINA
Control 28.41+ £.29%1 44,00+ 3.01%1 65.30+3 .58
Lote II 114 .14+ 4. 6701 159.65+15.8%°2 166.634+9. 4672
Lote ITI 181.58+11.8%2? 130.10+ 0.69%2 —ommeeo -
Lote II 114.14% 4.87°1 159 .654+15. 852 166.63+9. 4652
Lota IV 57.60% 6,43%1 81 .25+ 4.26%%1Y  132.19+7.38P %2
CREATININA EN ORINA
Control 1.45+0.181 2.85+0. 252 3.2840.41%°
Lote II 1.7140.20 2.3740.152 2.1240.187
Lote ITI 1.614+0.16 1.1540.05° e
Lote II 1.7140.20 2.3740.15% 2.12+0.18°
Lote IV 1.88+0.15 1.88+0.20 1.8640.15°
3~METII, HISTIDINA EN ORINA
Centrol 3.3740.36% 1.03%0.05% 2.68+0.25%1
Lote II 3.56%0.28 2.%2£0.28° 2.88+0.16%
Lote TII 3.4840 401 0.63%20.12%2% —eeeeoo-
Lote II 3.55640.28 2.92+0.28° 2.88+0.16%
Lote IV 2.94+0, 80! 4.7140.690%:2 0.7140.19%-%-1
donde:

. Valores medios de seis animales * ESM.

. Letras diferentes en columnas indican variaciones

significativas (P<0.05%) en el dia de la experiencia.
. Numeros diferentes en filas indican variaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

---- Efecto letal de la dieta.



TABLA 3

COLESTEROL (mg/100ml), INSULINA(MUI/ml),GLUCOSA
(mmol/1l) Y RELACION INSULINA/GLUCOSA EN PLASMA

DIA 4 DIA 10 DIAa 14

COLESTEROQL
Control 168.20411.842 174 .67+15.122 171 .33+ 4.94°%
Lote II 95 .55+ 6.9sb/L 137.90+ §.12%/2 115.75% 6.0281
Lote III 64.18%+ 6,730} 98.18+ 8.61P22 ...
Lote II 95 . 55+5.955/1 137.90+ 8.12% 7 115.75+ 6.028%
Lote IV 92 .30+7.01%1 157 .34+11.92%¢ 127.93+12.438°
INSULINA
Control 15.1942.89* 18.79+3.662 27.05%4.80%
Lote IT 4.5640.58" 4.35+0.64P 4.46+0.67°
Lote III 4.14+0.45° 3.3640.66° 00 c—mmeeeoe-
Lote II 4.56+0.58" 4.3540.64" 4.46+0,67P
Lote IV §.5541 . 325 4.85+1.58P 5.43+1.050
GLUCOSA
Control 7.49+0.78 7.53+0.35?% 8.7140.83%
Lote IT 7.37+1.64 6.14+0.58% 6.3140.18"
Lote TIT €.9240.191 2.2740.39%%
Lote II 7.37+1.64 6.14+0.582 6.3140.18°
Lote IV . 7.6810.23 6.954+0 .54 6.17+0.40P
INSULINA/GLUCOSA
Centrol 2.2840.64% 2.5940.61° 3.334£0.84°
Lote II 0.64%0.10% 0.71+0.10" 0.70£0.10%
Lote IIT 0.61+0.08%! 1.7840.64%%2 o ____
Lote IT 0.6440.10% 0.714£0.10° 0.70+0.10%
Lote IV 0.84%0.15% 0.70+0.21° 0.86%0.15"7
donde

. Valores medics de sels animales + ESM.

. Letras diferentes en columnas 1indican variaciones

significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.

. Numeros diferentes en filas dindican varlaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

. ---- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 4

PARAMETROS PONDERALES Y PROTEINAS SOLUBLES
EN MUSCULC GASTROCNEMIO

DIA 4 DIA 10 DIA 14

PESCO DEL MUSCULC GASTROCNEMIO (g)

Control
Lote II
Lote III
Leote II
Lote IV

0.5740.031 0.80%0.053-2 0.9040.035%2
0.50+0.02 0.50%0.02P 0.48%0.03°
0.51+0.04 0.42+0.04%  eemo__
0.50%0.02 0.5040.02% 0.48+0.03%
0.58+0.02 0.60+0. 02" 0.63+0.0252

PESC RELATIVO DEL MUSCULO GASTROCNEMIO
(pesc del muasculo gagtrocnemio x 100/peso del animal)

Control
Lote II
Lote III

Lote IT

0.5440.01 0.60%0.01 0.57+0.02
0.56x0.01 0.61%0.02 0.59+0.02
0.57+C.01 0.58%0.02  —————-eo-
0.56%0.01 0.6140.02 0.5520.02
0.58+0.01 0.64%0.01 0.66%0.02

Lote IV

PROTEINAS SOLUBLEES (mg/muscule gastrocnemio)

Control
Lote TII
Lote ITI

Lote II

26.52+1. 4531 14.53%1 . 2282 20.44+2 05212
8.354+0.71% 7.933+1.567 9.62+1.08"

10.64+1.48° 8.9620.40% = oo
8.35+0.71% 7.93%1.56" 9.62+1.08"F

12.73+1.82° 10.21+%1.45%F 9.83+0.68F

Lote IV

Valores medios de seis animales + ESM.

Letras diferentes en columnas indican wvariaciones
significativas (P<(.05) en el dia de la experiencia.
Numeros diferentes en filas indican variacicnes
significativas (P<0.05) entre dias.

---- Efecto letal de la dieta.
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TABLA b

DNA, TAMANO CELULAR Y NUMERO DE NUCLEOS
EN MUSCULO GASTROCNEMIO

DIA 4 DIA 10 DIAa 14
DNA {(mg/drgano)
Control 0.63%0.15 0.66+0.06° 0.67%0.05
Lote II 0.47£0.10 0.72+0.11° 0.43+0.11
Lote III 0.31£0.03 0.40%£0.10% oo
Lote II 0.47£0.10 0.72+0.11° G.43+40.11
Lote IV 0.55+0.08 0.314+0.04P 0.474+0.10

NUMERQ DE NUCLEOS (1) (millocnes)

Contrel 100.44424 .4 106.52+ 9.3% 108.26% 8.5
Lote II 75.51%15.7 116.06+17.9% £9.56%+17.56
Lote IIT 50.20% 4.6 75.89%£12.9% o ..
Lote II 75.91415.7 116.06%17.9% £9.56+17.5
Lote IV 88.82+13.1 50.43+ 7.1°F 87.17+10.2

TAMANO CELULAR (2) (ag)

Control 7T.27+1.70 7.58+0.55% 8.37x0.50
Lote II 7.79%1.23 4.86%0.732 8.05+1.26
Lote III 11.2041.311 5.73+1.10%2% o
Lote II 7.79+1.23 4.86+0.73% 8.05+1.26
Lote IV . 7.16+0.98! 12.98+2.02°2 7.83x1.14%2
donde

. Valores medios de seis animales *+ ESM.

. Letras diferentes en c¢olumnas 1indican variaciones

significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.

. Numeros diferentes en filas indican wvariaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

. -—--- Efectoc letal de la dieta.

(1) (DNA x 1000}/6.2
{2) (Peso musculc gastrocnemio/N? nicleos) x 1000
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TABLA 6

ACTIVIDAD DNASA ACIDA (UI) EN MUSCULOC GASTROCNEMIO

DIA 4 Dra 10 DIraA 14
DNAsa/QRGANO
Control 11.16+1.15%1 20.35+2.51*% 28.044+4.37°%1
Lote IT 13.75+1,14%¢ 11.36%1 .32} 21.2744.31%°2
Lote ITI 14.47+2.36° 11.70£2.27 memmm e
Lote II 13.75+1.14%! 11.36+1.32% 21.27+4 3142
lLote IV 19.07+1.34"2 22.16+5.95 21.76£2.756
DNAsa/mg PROTEINA
Control 0.44%0.07%1 1.45%0.19%1 1.56+0.36%°
Lote IT 1.6240.15%° 1.8440.52%1 3.3240.018%°2
Lote III 1.43%0,.158¢ 1.2740,22%Y Lo
Lote IT 1.62+40.15%1 1.8440.52%1 3.3240.01%2
Lote IV 1.61+0,17%1 2.4140.55%¢ 2.1940.21%¢
DNAga/DNA
Control 24.85%4.35 31.3442 552 44.13+8.08
Lote II 34.57+5.57¢ 17.2243 2031 56.98+6.08%?
Lote ITI 52.0349.60 24.68%6.23% cmemmeam o
Lote IT 34.5745,57*% 17.22+3 207 56.98%8.08%7
Lote IV 38.97+7,08 75.51+9,61%P 45.8749 .54
donde

Valores medios de sels animales X ESM.

Letras diferentes en c¢eclumnas indican wvariaciones
significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.
Nimeros diferentes en filas indican <wvariaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

~~--- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 7

RNA, RNA/PROTEINA Y RNA/DNA EN MUSCULO GASTROCNEMIO
DIA 4 DIA 10 DIA 14

RNA {mg/dérgano)
Control 6.631+0.41° 6.37£0.55% 8.0740.432
Lote II 4.27+0.45° 4.07+0.41° 3.92+0.91°
Lote ITI 4.47+0.53" 2.97+40.54° —eoooo__
Lote II 4.27%0.45"F 4.07+0.41° 3.9240.91°
Lote IV 5.76%0.64% P §.75+0. 657 6.43+0. 6657
RNA/PROTEINA
Control 0.25%6.01t 0.45%0.052 0.43+0.04%7
Lote II 0.53+0.08 0.74+0.21 0.55%0.31
Tote IIT 0.45%+0.04 0.3340.05  —mmee oo
Lote II 0.53+0.08 0.7440.21 0.55%0.31
Lote IV 0.5040.11 0.7740.17 0.70+0.08
RNA/DNA
Control 13.73+3.24 9.97+0. 842 12.17+0.542
Lote II 10.52+1.75 6.15%0.847 9.56+1.25%
Lote III 15.2541 .47 6.15%1.54*% oo __
Lote II 10.52%1.75 6.1540.84% 9.56+1.35
Lote IV 10.55%1.97% 23.78+1.85%1 12.3641.102
donde

Valores medios de seis animales = ESM.

Letras diferentes en columnas indican wvariaciones
significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.
Numeros diferentes en filas indican variaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

---- Efecto letal de la dieta.
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TAELA 8

ACTIVIDAD RNAsa ACIDA (UI) EN MUSCULO GASTROCNEMIO

DIA 4 DIA 10 DIA 14
RNAsa/QORGANO
Control 1.384+0.31° 2.071+0.59° 4.70%0.48% 24
Lote II 2.80%0,38 1.93+0.2¢8 1.3640.35°
Lote III 2.43+0.42 1.26%0.26  memme o
Lote II 2.80+0.38 1.93%0.25 1.36%0.35P
Lote IV 1.7340.25°% 3.2540.32° 4.53+0.42%2

RNAsa/mg PROTEINA

Control 0.5240.10% 7 0.16+0.07° 0.24+0.0422
Lote II 0.31+0.04% 0.2940.07 0.17+0.072
Lote III 0.29+0.08%°P 0.1440.03 ceeeem——
Lote II 0.3140.04% G.29+G.Q7 0.17+£0.072
Lote IV 0.15+0.0420:1 0.37+0.08% 0.48+0.062:2:1
RNAsa/RNA
Control 0.20+0.042 0.3640.14 0.58+0.06%
Lote II 0.67+0.08° 0.4940.07 0.37+0.05%
Lote TII 0.57+0.12° 0.4340.09  —eeo———-
Lote IT 0.67+0.08° 0.4940.07 0.3740.052
Lote IV 0.40+0.07%01 0.49+0.03% 0.7340.092-%21
RNAsa/DNA
Contrel 3.2141.18° 3.23+1.07° 7.08+0.72%
Lote II 7.33+1.83% 3.30+0.798° 2.74+0.29°%
Lote ITT 8.91+1.10%%1 2.29+0.38%2 e
Lote II 7.33#1.83% 3.30+£0.746° 2.74:40.29%
Lote IV 3.24+0.42%1 11.56+1.71%° 9.32+41.85%P2
donde

. Valores medios de sels animales = ESM.

. Letras diferentes en columnas indican variacilones

significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.

. Numeros diferentes en filas indican variaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

. -—-- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 9

ACTIVIDADES FOSFATASA ACIDA (UI) Y FOSFATASA ALCALINA (UI)
EN MUSCULC GASTROCNEMIO

DIA 4 DIA 10 DIA 14

FOSFATASA ACIDA/ORGANO

Control 0.283+0.05 0.23340.032 0.249%0.07
Lote II 0.079+0.01 0.097+0.01° 0.080+0.01
Lote III 0.093%0.01 0.091+0.01°>  —o-ooes S
Lote II 0.079+0.01 0.097+0.01% 0.080+0.01
Lote IV 0.119+0.02 0.117+0.02%% 0.117£0.01

FOSFATASA ACIDA/mg PROTEINA

Control 0.011x0.01 0.016x0.01 0.012x0.01
Lote II 0.010+0.01 0.013+x0.01 0.009%£0.01
Lote III 0.011x0.01 0.010+0.01 @ ———-—- ——
Lote I1I 0.010x0.01 0.013+0.01 0.008%0.01
Lote IV 0.01140.01 0.01140.01 0.012x0.01

FOSFATASA ALCALINA/ORGANO

Control 0.062+0.01°7 0.072+0.01% 0.050+0.012
Lote II 0.030+0.01%? 0.056+0.01%7 0.030x0. 0131
Lote ITI 0.036+0.01%*P 0.02940.01°  —mmmmn
Lote IT 0.030+0.01°1 0.056+0.01% 2 0.030+0.012!
Lote IV 0.043+0.01%P 0.045+0.01%2 0.027+0.01%2

FOSFATASA ALCALINA/mg PROTEINA

Contrel 0.002+0.01% 0.005+0.01° 0.002+0.011
Lote II C.004%0.01% 0.008%0.01*% 0.003£0.01%%
Lote ITI 0.004%0.01 0.003+0.01 ——--—m——
Lote II 0.004+0.011 0.008%0.01% 0.003%0.01%2
Lote IV 0.003+0.01% 0.005+0.01% 0.003+0.01%2 N
donde
. Valores medios de seis animales + ESM.
. Letras diferentes ern columnas indican variaciones
significativas (P<0.05} en el dia de la experiencia.
. Numeros diferentes en filas indican variaciones significativas
(P<0.05) entre dias.
. ~-~--- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 10

EN MUSCULO

DIA 14

ACTIVIDAD BETA-D-GLUCURONIDASA (UI)
GASTROCNEMIO
DIA 4 DIA 10
BETA GLUCURONIDASA/ORGANO
Control 0.072+0.01°8 0.088+0.01%
Lote IT 0.065%0.012¢t 0.0454+0 . 01k?
Lote III 0.045%0.01%® 0.05320.01°
Lote IT 0.065+0.01% 1 0.045%0.01%
Lote IV 0.067+0.012 0.072+0.01%7%
BETA GLUCURONIDASA/mg PROTEINA
Control 0.003+0.001%! 0.00640.002°
Lote IT 0.008£0.002° 0.007+0.002
Lote ITI 0.004+0.0017" 0.00640.001
Lote IT 0.008+0.002° 0.007+0.002
Lote IV 0.006%0.003% P 0.007+0.001
donde
. Valores medios de seis animales + ESM.
. Letras diferentes en columnas indican

variaciones

significativas (P<0.05}) en el dia de la experiencia.

. NUimercs diferentes en filas
significativas (P<(.05) entre dias.
. ---- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 11

ACTIVIDADES GOT (UI), GOT/PROTEINA, GPT Y GPT/PROTEINA
EN MUSCULO GASTROCNEMIO

DIA 4 DIa 10 DIA 14

GOT/ORGANO
Control 10.7440.55°% 8.73+0.78° 11.3440.80°
Lote II 5.93+0.97° 3.3740.62P 5.2341.42°
Lote III £.38+0.27" 7.3240.74% e
Lote II 5.93%0.97" 31.3740.62° 5.2341.42°
Lote IV 9.14+0.61% 8.22+0.65% 7.2040.58°
GOT/mg PROTEINA
Control 0.4240.04 0.62+D.08% 0.66+0.08
Lote IT 0.7040.13% 0.46%0.06%! 0.85+0.05%°
Lote IIIL 0.66+0.11 0.79%0.08* = ——-m————-
Lote II 0.7040.13% 0.464+0.06%1 0.85+0.05%2
Lote IV 0.79+0.12 0.9240.17%7% 0.7440.05
GPT/ORGANO
Control 0.80%0.09% 0.8440.18° 0.7040,243
Lote II 0.21+0.03b! 0.3640.02%2 0.29+0.06% 17
Lote IIT 0.50%0.15%® 0.2540.08° —mmmeooo-
Lote II 0.2140.03%? 0.36+0.02b2 0.2940.065/1:2
Lote IV 0.71+0.1232 0.58+0.06° 0.3940.08%
GPT/mg PROTEINA
Control 0.031+0.01 0.05840.01 0.031+0.01
Lote II 0.026+0.01 0.057+0.01 0.025+0.01
Lote III 0.04240.01 0.02740.01  eeeme e
Lote II 0.026%0.01 0.057+0.01 0.029%+0.01
Lote IV 0.065+0.02 0.061+0.01 0.036+0.01
donde

. Valores medios de seils animales + ESM.

. Letras diferentes en c¢olumnas indican variaciones

significativas ({P<0.05) en el dia de la experiencia.
. NUumeros diferentes en filas indican variaciones
significativas (P<0.05) entre dias.
. -—-——- Efecto letal de la dieta.



TABLA 12

AMINOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA LIBRES (umol/1)
PLASMA
DIA 4 DIA 10 DIA 14

ISOLEUCINA
Control 29.66%5.26%1 81.65+ g 73! 154 . 65%32 3372
Lote IT 28.55%2.96% ! 66.77 6.7%1 85.86+26.2% %"
Lote TTI £5.12+8.810°¢ 158.03+13 .42 o __
Lote IT 28.55+2.96% 1 66.77+ 6. 731 85.86+26.2% %>
Lote IV 98.35+8.19%1 140.10+20 . 451 8&.04+ g§.27 17
LEUCINA
Control 212.63+27.3*1 142 .30+12.9%1 234.72+£10.1% 12
Lote II 172.73+14.7° 113 .61+ 6.32 180.41+25.3%
Lote IIT 95.57+13 . gk? 309.59+12.3%2 o __
Lote II 172.73+14.7° 113.51% 6.32 180.41+425 .32
Lote IV 129,37+14 . 9531 224 .62432 . 687 134.09+£11.0F 2%
VALINA
Control 180 .69+18.3% 148.42:+15.6% 186.10421.9
Lote IT 128.25+12 .32 144.47411.1°2 205.21435.8
Lote IXT 154 .84+15 3% 413.03+28.5%% L ________
Lote II 128.25412.3° 144 .47411.12 205.21435.8
Lote IV 238.68420.4%° 311.90+43 .25 209.18+16.5
AAR (1)
Control 422 .98+43 .5t 372.38433.0%1 575.48456.12- %2
Lote II 326.53+26.1 324.86421 .67 471 .50%85.9
Lote IIT 315.53437.8% 880.66+41.7°% e ____
Lote II 329.53+26.1 324.85+21.67 471 .50%85.9
Lote IV 466.44+42 .51 676.61%50.65¢ 427 .30434 . 212
AAR = Ile + Leu + Val
donde:

. Valores medics de sels animales *+ ESM.

. Letras diferentes en coclumnas 1indican variaciones

significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.
. Numeros diferentes en filas indican variaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

--—- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 13a

AMINOACIDOS GLUCONEOGENICOS LIBRES (Umol/l) EN FPLASMA

DIA 4 DIAa 10 DIAa 14
A:E‘-PARTICO
Control 134.238+31.6%1 121.42+414.5 208.96+34.9
Lote II 61.69410.1%1 98.22+ 7.2% 144 .40+16 .22
Lote IIT 73.34% 6,731 110.08% 6.9° o~
Lote II 61.69+10.121 98 .02+ 7.2° 146.40+16 .22
Lote IV 239.30+33.90/1 137.87+32.0°% 111.86+17.6°%"
GLUTAMICO
Control 310.83%35.821 257.81+18.8! 483.70+23.7% ¢
Lote II 170.33413,4°1 185 .67+11.91 249.09+24 3520
Lote III 201.68+13 . 33" 153.46+13.8  —mmmmmme
Lote II 170.33+13.4%1 185.67+11.91 249.09%24 . 3521
Lote IV 258.81+49 . 4% 249.93448 .4 284.92454 . 7°
ASPARRAGINA
Control 82.25+16 .21 93.36+ 8.1¢ 168.58+17.0%2
Lote IT 52.52+ 5.6%1 71.07% 3.6° 132.09+16.9%?
Lote III 51.10+ 6.7% 68.124¢ 6.6 = e
Lote II 52.52%+ 5.6% 71.07+ 3.¢6° 132.09+16.9%7
Lote IV 106.92+ 9. 2001 108.41+18.3" 54.11%+ g.5%7%
SERINA .
Control 358.71423. 931 311.36+16.9%1 49%5.11+30.9%7
Lote II 652.16+59 . 171 1200.48%74.35.2 1427.69+84 . 402
Lote IIT 445 .87+34 .13t 273.43429 .92 __
Lote II 652.16+59.1P 1200.48+74.3b.2 1427 .69+84 , 4b.2
Lote IV 538.81454 . 030 460.67+71.12:0:1 359.76+55 .71
donde

Valores medios de seis animales + ESM.

Letras diferentes en columnas indican variaclones
significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.
Numeros diferentes an filas indican variaciones
significativas {P<0.05) entre dias.

—-—-~~ BEfecto letal de la dieta.



AMINOACIDOS GLUCONECGENICOS LIBRES

GLUTAMINA

Control
Lote II
Lete III

DIA 4

TABLA 13Db

Lote II
Lote IV

GLICINA

Control

Lote IT
Lote IIT

.80%57,

Lote TII
Lote IV

TREONINA

Control
Lote TII
Lote TII

Lote 11
Lote IV

ALANINA

Control

Lote II
Lote III

.b

Lote II
Lote 1V

Valores medios de sels animales + ESM.

Letras

significativas

Nimeros

significativas

diferentes

diferentes

ern

(P<0.05)

{P<0.05)

(umol/1l) EN PLASMA
DIA 10 DIA 14
1510.22496.82/1 1841.91+%0.72 2L
1175.53%£8C . 42 1106.43491 .75
567.71496.45 emm
1175.53480. 4% 1106.43491.7®
1176.23494 .13.2 797.08457.107
290.58451 .53 325.16+27.431
1038 .65186 3% 912.40+92 6P
350.26447.92%2 oo
1038.65486.3°% §12.40492 6P
£61.51495.0° 703.97+58 5"
204.24+2] .9%1 416.29+59 .12 1.2
1086.90+86.4° 1205.96+82.0b:1
378.96437.9% cmmmmemo o
1086 .90%86 . 4" 1205.96+82 . 051
551.30+57.72 449.22+457 .12
717.70469.3%2 215.26+22.8%!
522.41+43.7%1 708.24462 . 021
329.50435.1%% o
522.41+43 . 731 708.24+62. 0021
388.60%79,9%2:2 345.28%50.8%%
columnas 1indican variaciones

en el dia de la experiencia.
variaciones

en

filas

entre dias.
---- Efecto letal de la dieta.

indican



TABLA 14

AMINOACIDOS AROMATICOS LIBRES (1) (umol/1l) EN PLASMA

DIA 4 DIA 10 DIA 14

TIROSINA
Control 525,24487, 3%} 222.27+18.1%° 1188.90+75.8% 2!
Lote II 643.40+51 2% 1 134,14+ §.9%°2 52.35+ 9._QF?
Lote IIT 182 .88%11.8°1 299.83428. 182 -
Lote II £43.40451 . 2% 1 134.144+ 8,932 52.35+ 9.0%°
Lote IV 241.40%19 . 4°! 274 .86+37 3221 121.34+15.08°2
FENILALANINA
Control 23.9842.28% 20.80% 5.22 22.48+ 4.7
Lote II 20.84%1.60% 32.15% §.4° 40.52+10.8°2
Lote III 55.24+7.2181 109.67+ 6.1%2 o _____
Lote IT 20.84+1.60° 32.15%+ 8.4% 40.52+10.8°
Lote IV 59,53+5.475%¢ 125.50+ 6.5%° 61.82% 5. 73!
donde

. Valores medics de sels animales * ESM.

. Letras diferentes en columnas indican wvariaciones

significativas {P<0.05) en el dia de la experiencia.

. Nimeros diferentes en filas 1indican wvariaciones
significativas {P<0.05) entre dias.

. ---- Efecto letal de la dieta.

(1} No se incluye el Triptdfano.



TABLA 15

SUMA DE AMINOACIDOS AROMATICOS (aadA), SUMA DE
AMINOACIDOS NEUTROS (AAN) Y RELACION ENTRE AMINOQACIDOS
DE CADENA RAMIFICADA Y AMINOACIDOS AROMATICOS
(AAR/AAR) {{lmel/1) EN PLASMA

bIA 4 DIA 10 DIA 14

Ann (1)
Control 943 .31+85.6%1 244.02+21 .72 1211.45+77 .72 512
Lote IT £55.32+50 . 422 166 .27+ 9. 732 92.87+12.8"
Lote III 238.14+13.3°1 409.48%27 .06%2 oo
Lote TI 655.32+150 431 166.27f g, 722 92.87+12.8%°2
Lote IV 300.964225. 628 400.31%40. 2R 183.23+14 . 8P 1.2
AAN (2)
Control 1419.12+495 . 431 623.21+44.33,2  1786.93+90,78.1.,2
Lote IT 1013.73%52.70,1 506.87+24.98,2 564.37+91.80.2
Lote TII 511.64+15.8%%1 199014483 ,7%% o~
Lote II 513.73+91 .40 506.87424 .93, 2 564.37+91 .80, 2
Lote IV 783.25456,5P 1154.44%95. 70,2 605.22+45 .20, 1
AAR/AAA
Control 0.45+0.0321 1.57+0.19%% 0.48+0.052*
Lote IT 0.52%0.05%1 1.96+0.09%! 5.25+0.91F2
Lote III 1.3340.14°1 2.19%0.11»%2% o ____
Lote IT 0.52+0.05%¢ 1.96+0.093 1 5.25+0.91%2
Lote IV ’ 1.58+0.15%1 1.684+0.147 1 2.3540.15%7
donde

. Valores medios de sels animales * ESM.

. Letras diferentes en columnas 1ndican wvariaciocnes

significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.
. NUumeros diferentes en filas indican variaciones
significativas {(P<(0.05) entre dias. )

. -———- Efectg letal de la dieta.

(1) AAA = Tirosina + Fenilalanina

(Z2) AAN = AAR + AAA



AMINOACIDOS BASICCS LIBRES

ARGININA

Control
Lote II
Lote III

DIA 4

TABLA 16

DIA 10

.88128.
.42+ 4.,
.91+ 9.,

{Lmol/1)

7

EN PLASMA

DIA 14

Lete I1
Lote IV

HISTIDINA

Control

Lote II
Lote TII

.81+61 .42
.28+23,5P

Lote II
Lote IV

.28+23.3%
L0115 .2 20

. Valores medios de seis animales * ESM.

€11

. Letras diferentes
significativas {P<0.05)
. Nimercs diferentes

significativas
. ---- Efecto letal de la dieta.

(P<0.05)

entre dias.

columnas indican variaciones
en el dia de la experiencia.
filas indican variaciones



TABLA 17

AMINCACIDOS AZUFRADOS LIBRES

METIONINA

Control
Lote II
Lote IIT

DIA 4

(tmol /1)

DIa 10

EN PLASMA

DIA 14

Lote TII
Lote IV

TAURINA

Control

Lote IIX
Lote III

Lote II
Lote IV

Valores medios de seis animales * ESM.

Letras

significativas

Numeros

diferentes

diferentes

en

significativas (P<0.05)
--~~ Efecto letal de la dieta.

eIl

columnas

filas

entre dias.

indican

indican

variaciones

(P<0.05) en el dia de la experiencia.

variaciones



TABLA 18

SUMA DE AMINOACIDOS ESENCIALES (AAE), SUMA DE

AMINOACIDOS NO ESENCIALES (AANE), RELACION ENTRE AMBOS
({AAE/AANE) ¥ SUMA DE AMINOACIDOS TOTALES LIBRES (AAT)
{igmol/1) EN PLASHMA
DIA 4 DIA 10 DIA 14

AAE (1)
Control 1414.23% 85.9!% 1452 .235+151.81 1959.74%151.28.2
Lote IT 1555.27+ 97.2% 2100.42+198.8! 2323.044287.33.21
Lote ITI 1226.14+101.3?2 1986.57% 65.628  eemmee e
Lote II 1555 .27+ 97.21 2100.42:+198.81 2323.044287, 2321
Lote IV 1619.73% 74.7 2070.61+194.5 1392.73%+ 97.0%/°
AANE (2)
Control 3531.484229.4%°1 3432444197231 4759.244314 .5%2
Lote IT 4094.93+271.7°2 4355 . 05+387.12 4602 .59+462 9%
Lote IIT 3565.114258.0% Y 2084.32% 87.43B2 o ___
Lote IX 4094.934271.7? 4355.05+387 .12 4602 .59+462.92
Lote IV 5132.22+4390.1P3 % 3516.24+568 .92 2724.24+190 . 352
AAE/AANE
Control 0.41+0.02 0.42+0.03° 0.41+0.03
Lote II 0.38+0.03% 0.48+0.01%1 0.50+0.04% 1
Lote III 0.35%0.04! 0.96+0.04%2% el
Lote II 0.38+0.03" 0.4840.01%2 0.850%0.04% 1
Lote IV 0.32+0.02 0.62+0.05" 0.5140.02
AAT {3)
Control 4995 . 264276 .2%2 5065.824290 .43 £718.824427 932
Lote IT 5664.42+339.5° £837.18+436.3% 6925.63+720 .83
Lote TIT 4773.934276.1° 4070.854128.9%  —mommmo-o
Lote II 5664,424339 57 £837.18%£436.13" 6925.63+720.82
Lote IV 6641 .17+425.8%% 1 5985 .23+128.1%PY 3959.474224 802
{1} AAE = Arg + His + Ile + Leu + Phe + Thr + Val + Met + Lys .
(2) AANE = Ala + Asp + Glu + Gln + Ser + Tyr + Gly.
(3} AAT = AAE + RANE.
donde:

. Valores medios de seis animales + ESM.

. Letras diferentes en ccelumnas indican wvariaciones
significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.

. Numeros diferentes en filas indigcan wvariaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

. ~-—~ Efecte letal de la dieta.
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TABLA 19

RELACION DE AMINOCACIDOS LIBRES (umol/l} EN PLASMA

DIA 4 DIA 10 DIA 14
ISOLEUCINA/
AAN-ISOLEUCINA
Control 0.02+0.005%1 0.15%0.01°2 0.094+0.02%*
lLote II 0.0320.0023%! 0.15%0.01°2 0.15%0.043
Lote IIT 0.15+0.020° 0.14+0.01 e
Lote II 0.03+0.003%1! 0.15%0.01%° 0.15%0.042
Lote IV 0.14+0.010° 0.1440.01 0.16+0.01
LEUCINA/
AAN-LEUCINA
Control 0.17+0.01! 0.30+0.02° 0.13+0.02%1
Lote II 0.2140.02° 0.29+0.02° 0.48:40.0282
Lote III 0.24+0.04 0.3240.01 eemmeem—-
Lote II 0.2140.02? 0.2940.02* 0.4840.025°7
Lote IV 0.20%0.01! 0.2440.03} 0.28+0.0102-2:2
VALINA/
AAN-VALINA
Control 0.1540.0121 0.3240.03% 7 0.1240.01%1
Lote IX 0.15+0.02% 1 0.40+0.022 2 0.57+0.03021
Lote III 0.45%0.08" 0.4740.02%°%
Lote II 0.15+0.02%1 0.40=0.02%2 0.57+0.03b-21
Lote IV 0.45+0.04° 0.3840.05% 0.53+0,03°

. Valores medios de seis animales X ESM.
. Letras diferentes en c¢olumnas indican <varilaciones
significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.

. Numeros diferentes en filas indican variaciones
significativas (P<0.05) entre dias.
. ~--—- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 20

RELACIONES DE AMINOACIDOS LIBRES (umol/l) EN PLASMA

DIA 4 DIA 10 DIA 14
FENILALANINA/
AAN-FENILALANINA
Control 0.02+0.0032 0.04+0.01 0.1140.01%
Grupo II 0.02+0.0022 0.07+0.02 C.10+0.04%
Grupo ITI 0.1240.017° 0.0920.01  mmmeeee
Grupo II 0.02£0.002° 0.07+0.02 0.10%0.04°
Grupo IV 0.08+£0.013% 0.2940.17 0.1240.02b2
TIROSINA/
AAN-TIROSINA
Control 1.97+0.2130 0.5740.04%2 2.05+0.193*
Lote II 1.7040.1731 0.37+0.04P2 0.1140.01%2
Lote III 0.56+0.0551 0.30%0.02P% oo
Lote II 0.5640.05%1 0.3040.04%2 0.1140.01%2
Lote IV 0.4540.01%-1 0.32+0.045 1 0.25+0 .02k

FENILALANINA/TIROSINA

Control 0.03x0.004%1 0.09%0.02%° 0.02+0.01%*1
Lote II 0.0340.004%1 0.25+0.07%* 0.95+0.42° 21
Lote TIII 0.3140.050° 0.38+0.05%% -
Lote II 0.03+0.004%! 0.25%0.07%1! 0.95%0.42°%1
Lote IV 0.25+0.033F 0.49+0.06" 0.56£0.0%
donde
. Valores medios de seis animales * ESM.
. Letras diferentes en columnas 1indican variaciones
significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.
. Numercos diferentes en filas indican variacicnes
significativas (P<0.05) entre dias.
. ---- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 21

RELACIONES DE AMINOACIDOS LIBRES (umol/l} EN PLASMA

DIA 4 DIA 10 DIA 14
ALANINA/TIROSINA

Control 0 0.03%1! 3.24+0.25%2 0.19+0.03% -
TLote IT 0.66%0.05% ¢ 3.9140.25%1 14.53+1.675°
Lote IIT 2.32%0.36P 1.12+0.13% e
Lote II 0.66+0.05%1 3.9140.25%1 14.53%1 . 672
Lote IV 3.44%0.13° 1.97+0.14° 2.86%0.22°
ALANINA/LEUCINA

Control 1.2440.208t 5.07+0.33%2 0.91+0.07%1
Lote II 2.56+0.41% 1 4.56+0,2122 4.1240.43°2
Lote IIT 4.58+0 .63 1.08+0.14%2 e
Lote II 2.56%0.41%1 4.5640.21% 2 4.1240 4352
Lote IV 6.57+0.59%1 2.4240 1602 2.60%0.38P-2:2
ALANINA/AAR

Control 0.60+0.08%? 1.9140.15%72 0.38+0.03%¢
Lote II 1.3440.20% 1.6240.122 1.6740.24P
Lote III 1.3440.15%? 0.38+0.05%% e
Lote IT 1.34+0.20° 1.6240.12% 1.67£0.24°
Lote IV 1.8040.13%12 0.82+0.09% 2 0.8140.10%2
donde

Valores medios de seis animales = ESM.

Letras diferentes en c¢olumnas indican wvariaciones
significativas {P<0.05) en el dia de la experiencia.
Numeros difarentes en filas indican wvariaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

-—--- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 22

RELACIONES DE AMINOACIDOS LIBRES (umecl/1l)}) EN PLASMA

DIA 4 DIa 10 DIA 14

SER+GLI+ALA/AAR
Control 2.5040.21%1 3.63%£0.26°2 1.8940.26%1
Lote II 7.1840.83% g.52+1.14" 7.16%1.17°
Lote III 7.9941 . 5081 1.1040.16%%2 L __
Lote II 7.1840.83% §.52+1.14° 7.16%1,17P
Lote IV 5.02+0. 44381 2.5440.31%° 3.3240.3022
GLICINA/VALINA
Control 2.4340.23% 2.05+0.482 1.96+0.472
Lote II 10.07+1.5282 7.314+0.748:1 4.93+0. 84021
Lote III 10.13+2.04081 0.9130.20%% ecommoooo
lLote IT 10.07+1.5284 7.31%0.74%1 4.93+0.845 2.1
Lote IV 3.98+0.38%? 2.2630.36%7 3.41+0.233:B:1.2
donde

. Valores medios de seis animales * ESM.

. Letras diferentes en columnas indican varlaciones

gignificativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.

. Numeros diferentes en filas indican wvariaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

. ~—---= REfecto letal de la dieta.



TABLA 23

AMINOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA LIBRES {(umol/1l)
EN GLOBULOS ROJOS

DIA 4 DIA 10 DIA 14
ISOLEUCINA
Control 58.62+15.1 77.31% 6.8 67.05+ 8.9%
Lote IT 37.56+10.2 £4.40+16.8 58.01+12 .42
Lote ITI 40.43+ 6.5 59.25+17.% o
Lote II 37.56+10.2 64.40+16.8 58.01+12 .42
Lote IV 56.71+ 7.5° 43 .78+ §.5°% 20.36% 2.3221
LEUCINA
Control 138.70+10.7°2 124.96+13.72 118.14+ 5.7
Lote II 133.53% §.221 86.50+ 7.8%7 102.38%15.0%°2
Lote TII 67,37+ 8.1P1 243.33+12.6%2% oo -
Lote II 133.53+ 5,231 86.50+ 7.8%2 102.38+15.0%°2
Lote IV 75.19+ 5.3%1 162.24+16 . 0222 94.96% 6.5°
VALINA
Control 68.93+ 7.7 163.54+15 022 £1.30% 4.431
Lote IT 61.29% 5.1%1 122.08422.5%2 57.18+11.4%1
Lote IIT 92.14410.8% b1 329.33+24.4P2
Lote II 61.29+ 5,181 122.08422.5%7 57.18+11. 431
Lote IV 99.14% 4.7°%1 195.684+19.9%7 108.75+ 9.5b1
AAR (1) .
Control 266.25%27.21 365.81+33 332 246 .49+ 9.3°%
Lote II 232.37+15.4 272.97438.52 217.56434.2
Lote IIT 199.94422 .61 £31.92426.5%% -
Lote IT 237.37415.4 272.97+38 .52 217.56434.2
tote IV 231.04+16.11 401.79+34 232 224 .08+17.8¢%

donde
. Valores medios de seis animales  ESM,
. Letras diferentes en columnas indican variacilones
significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.
. Numeros diferentes en filas indican varlaciones
significativas (P<0.05) entre dias.
. ——-- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 24a

AMINOACIDOS GLUCONEOGENICOS LIBRES (pmol/1)
EN GLOBULOCS ROJOS

DIA 4 DIA 10 DIA 14

ASPARTICO
Control 388.19+38 .41 37.43+ 4322 432 33483 .7%°
Lote II 330.62445.8% 1 43 . 56+11.8%°2 405.17471 .23~
Lote III 35.8%9+ 5.30/2 176.36425.5%% o _______
Lote TI 330.62+46.8%1 43 .56+11.8%°2 405.27+71. 2% ¢
Lote IV 51.52+ 5.1%! 164.82+ 9. 9b2 171.18+11.9572
GLUTAMICO
Control 1155.57455.8¢% 985.51+96 .92 1062.11499 .52
Lote II 878.43147.6%1 638.33+40. 121 524.68+37.28:2,
Lote III 553.90+19.0% 1 362.,23%x44 6% @2 L
Lote II 878.43+47 .57 638.33%140 . 121 524 .68+37.2b:2
Lote IV 748.29+46. 321 529.50%37.4a:1 509.27+93.4b:1
ASPARRAGINA
Control 141 .78+17.6% 95.84+ 6.7 96.234+15.3
Lote II 127.71+ 6.0% 82.11+13.9 92.53+12.1
Lote III 64.38+ 5.0F 65.22+ 5.5 e
Lote II 127.71% 6.0° 82.11413.9 92 .53+12.1
Lote IV 59.86%+ 4.7° 72.95+ 4.2 64.95+ 4.7
SERINA
Control 397.99+22 .5%/1 258.73414.2% 7 324.49455. 8% 1
Lote IT 750.00%62 9% £89.31487.9° 815.97489 151
Lote III 383.47433.1° 272.98+443.3% oo
Lote IT 750.00£62.9° £89.31+87 .9 815.97%89.1b.1
Lote IV 332.39421.6° 377.35421 . 4% 349.67429.7%1
donde

. Valores medics de sels animales *= ESM,

. Letras diferentes en coclumnas indican variaciones

significativas (P<0.05%) en el dia de la experiencia.

. Numeros diferentes en filas indican variaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

. ---~ Efecto letal de la dieta.
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AMINOACIDOS
DIA 4

GLUTAMINA
Control 506.98+77.0°% !
Lote II 471.00+31.2¢
Lote III 588.93+28 .81
Lote II 471.00421. 221
Lote IV 895.74+29, 1bF!
GLICINA
Control 569.77+63.32
Lote II 1368.98+66.07
Lote III 380.88+63.9b
Lote IT 1368.98+66.00b
Lote IV 696 .45=44 .22
TREONINA
Control 406.07+21 .93 1
Lote IT 1188.42442.5P
Lote III 370.83+73 .22
Lote IT 1188.424+42.5P
Lote IV 155.20432.1%?
ALANINA
Control 680 .64+45 2
Lote II 474 .16%26,9°
Lote IIT 321.22+25.0b2
Lote II 474 .16%26,9°
Lote IV 430.90%18.4P
donde

Valores medios de sels animales *
diferentes

Letras

significativas

Numeros

significativas

TABLA 24b

GLUCONEOGENICOS
EN GLOBULOS ROJOS

(P<0.05)

diferentes

{P<0.05)

en

et

DIA 10

columnas

filas

entre dias.
~--— Efecto letal de la dieta.
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indican

indican

{Uumol /1)

DIA 14

[

[N}

(8}
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TABLA 25

AMINOACIDOS AROMATICOS LIBRES (1) {{lmol/1)
EN GLOBULOS ROJOS

DIA 4 DIA 10 DIA 14
TIROSINA
Control 278 .64+40 .12 260.70+28.72 161.93+30.4
Lote II 163.45%£28.3° 63.42+32.0° 81.32431.9
ote III 76.356+11.9%1 169.46420.79% o _______
Lote II 163.45+28.3° 63.42%32 . 0° 81.32431.5
Lote IV 80.03%f g.g0 ¢ 144 .86%17.452.2 65.51+ 9. 7°
FENILALANINA
Control 28.14%4.11" 47.26% 5,492 20.1145.202!
Lote IT 34.77+7.80 30.95+ 4.32 23,1942 .63%2
Lote III 33.70+5.90% 91.29+10.3%2% oo
Lote II 34.77+7.80 30.95+ 4.32 23.19+42.63°
Lote IV 23.3543.43% 68.39+ 5 2702 38.13:k4 . 3552
donde

Valores medios de seils animales £ ESM.

Letras diferentes en columnas 1indican variaclones
significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.
Numerog diferentes en filas indican variaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

--—- Efecto letal de la dieta.

(1) No se incluye el Triptdfano.
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TABLA 26

SUMA DE AMINOACIDOS AROMATICOS, SUMA DE AMINOACIDOS
NEUTROS Y RELACION ENTRE AMINOACIDOS DE CADENA
RAMIFICADA Y AMINOACIDOS AROMATICOS {lUmol/1) EN
GLOBULOS ROJOS

DIA 4 DIA 10 DIA 14

AAR (1)
Control 306 ,77+41 .72 307.96433 .12 182.04+31 .7
Lote II 198.22+35. (0% 94.37+35.0F 104.51+33.8
Lote TIT 110.06+11.5%21 260.76+17.8%% e _
Lote IT 198.22+35.02 94 .37435.0" 104.51433 .8
Lote IV 103.38+%10, 2021 213.25421.1%2 103.64+ ¢ 27
AAN {2)
Control 543.53%£53 .92 658.86+61 .11 421.53x40 .52
Lote II 459.15+32.52 393.05+59.9 322.08+27.56
Lote TIT 291,97+18 . 6P 692 .68+65.8 = —e—omemo—o—
Lote II 459 .15+32.5? 393.05+59.9 322.08+27.5
Lote IV 344 .96+21 7020 644.98+42.5° 334,83425. 47
AAR/AAA
Control 0.9240.113! 1.23+0.1131 1.5040.22%1!
Lote II 1.3640.232 4.374+1.38% 3.74+1 .50
Lote III _ 1.94=0.31B? 2.,4540.13%>
Lote II 1.3640.23% 4.37+1.38° 3.74+1 .60
Lote IV 2.30+0.19° 1.9240.13%% 2.18+%0.10
donde :

. Valores medics de sels animales * ESM.

. Letras diferentes en c¢olumnas indilcan variaciones -

significativas {P<0.05) en el dia de la experiencia.
. Numeros diferentes en filas indlcan varlaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

. -——- Efecto letal de la dieta.

(1) AAA = Tirosina + Fenilalanina

(2} AARN = AAR + AAR



TABLA 27

AMINOACIDOS BASICOS LIBRES (1) (umol/l)
EN GLOBULOS ROJOS
DIA 4 DIA 10 DIa 14

ARGININA
Control 48 .66+ 4.27 48.53+ 2.9 37.20% 6.6
Grupo IT 89.05+ 4.3 52.57%t 3.8° 31.58+12.6°
Grupo ITI 51.52+ 1.7° 43.93+ 2.3 oo
Grupo 11 89,05+ 4.3 52.57+ 3.8% 31.58%12.6°
Grupo IV 37,80+ 1.7¢ 54.59+ 6.7 49.13+ 4.2
HISTIDINA
Control 389.97459 .2 303.74432 .13 520.27455.42
Grupo IT 357.89+29 0% 158.35415.5%/2 264.45%22.1°
Grupo III 453 .02+22 .12 149.22+£13 .62 o~
Grupo IT 357.89£29.0% 158.35415. 502 264 . 4522, 1P
Grupo IV £89 05422 .4 191.44+20.8%7 182.83+18.2°
donde

. Valores medios de seis

animales += ESM,

. Letras diferentes en columnas indican variaciones
significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.

. Numeros diferentes en filas indican variaciones
gignificativas (P<0.05%) entre dias.

. ---~- Efecto letal de la dieta.

{1) No se incluye la Lisina.
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TABLA 28

AMINOACIDOS AZUFRADOS LIBRES (Hmol/l)
EN GLOBULOS ROJOS

DIA 14
3 22,414 1.4%
.42 5.59+ 1,121
252
42 5.59+ 1,121
12 22.64+ 3.4% 1.2
6 276.30+24 .7
.0 229.46242 .0
00—
0 229.46+42.0
3 245.44+22 .4

DIA 4 DIA 10
METIONINA
Control 23.09% 2.6° 33.41% G
Lote II 10.61% 0.8% 22 .60% 1
Lote IIT 18.15+ 1.0%°1 47.50% 5
Lote II 10.61% 0.8>1 22.60%
Lote IV 17.79+ 1.z2%%1 31.82% 3
TAURINA
Control 325.29+62 .3 227 .55+33
Lote II 215.66420.9 259.30%46
Lote III 333.01+425.4 294 . 43427
Lote II 215.66+20.9 259.30%46
Lote IV 252.23421.1 220.65%19
donde

Valores medios de seis animales + ESM.

Letras diferentes en columnas

indican wvariaciones

significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.

Numercs diferentes en filas
significativas (P<0.05) entre dias.
-—--- Efecto letal de la dieta.
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SUMA DE AMINOACIDOS ESENCIALES,
ESENCIALES,

DIA 4 DIA 10 DIA 14

AAE (1)
Control 1754 .34+144 .62 1451.71% 75.7 1595.99+ 81,82
Lote II 2335.81% 60.1F 2120.79£182.1 1685.68+182 .42
Lote TII 1469.45+ 83,92 1507.31+ 82.8 -
Lote II 2335.91+ 60.1% 2120.79%192.1 1685 ,68+182 .42
Lote IV 1442.58+ 84.9a:1 1373.23% 59.0¢ 1045.62+ 8.7
AANE (2)
Control 3967.76%167.63:1 3083.27+138.442 3711.28%166.9% %
Lote IT 4426.54+206 .81 3153.63%249.12.2 3478.93+x140 .13
Lote TIT 3350.60+153 _42:b.1 1853 704118 .2p,2  —————m—mmem——n
Lote 1II 4426 .54+206.88/1 3153.63+249.12.2 3478.93+140. 12
Lote IV 3235.32+ 66,901 2442.18+165,70:2 2624.40%121 6%
AAE/AANE
Control 0.44+ 0.02 1.24% Q.77 0.43+ 0.01
Lote IT 0.53+ 0.02 0.66% 0.12 0.4%+ 0.06
Lote ITI 0.45% 0.04! 0.82+ 0.03%2 -
Lote II 0.53% 0.02 0.66% 0,12 0.49+ 0.06
Lote IV 0.44% 0.02% 0.57 0.031 0.40+ 0.031!
AAT (1)
Control 5477.05%197.521 4495 ,55+189 . 4a.2 5307 .27%2406 .2+
Lote IT £782.94:t244 . 701 5432 .26+344 521 5164 .,61+229, 62
Lote III 4960.48+239 8231 3361.01+197.582.0.2 . ___
Lote II 6£782.94+244 . 751 5432.26%+344 ,52.1 5164.61+229 .63 2%
Lote IV 4560 .78+ 52.6%a 1 3955 47+150.92.2.2 3521 14+148. 1%
donde :

. Valores medios de seis animales = ESM.

. Letras diferentes en columnas 1indican variaciones

significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.
. Niumercs diferentes en filas indican variaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

. ---- Efecto letal de la dieta.
(1) AAE = Arg + His + Ile + Leu + Phe + Thr + Val.
(2} AANE = Ala + Asp + Glu + Gln + Ser + Tyr.
(3) AAT = ALME + AANE.

TABLA 29

TOTALES LIBRES (HUmol/l) EN GLOBULOS ROJOS

SUMA DE AMINOACIDOS NO
RELACION ENTRE AMEBOS Y SUMA DE AMINOACIDOS

(¥

(S



TABLA 30

RELACION DE AMINOACIDOS LIBRES (Umol/1)
EN GLOCBULOS ROJOS

DIAa 4 DIA 10 DIA 14
ISOLEUCINA/
AAN-ISOLEUCINA
Control 0.1240.032 0.15+0.02 0.1940.03
Lote II 0.0920.032 0.2240.07 0.25+0.08°
Lote IIT 0.1640.032 0.0840.03 oo
Lote II 0.0940.032 0.2240.07 0.25+0.08
Lote IV 0.20%0.02%b: 1 0.074£0.01°2 0.06+0.015 82
LEUCINA/
AAN-LEUCINA
Control 0.3540.02°% 0.20+0.0332 0.3940.03¢!
Lote TII 0.4340.05 0.30%0.03% 0.4840.08
Lote ITII 0.3140.05 0.38+0.01%2 L ______
Lote II 0.43%0.05 0.30+G.03% 0.4840.08
Lote IV 0.2840.02 0.3440.03%2 0.4040.02
VALINA/
AAN~-VALINA
Control 0.14+0.0131 0.2940.032:2 0.1840.933-1:2
Lote II . 0.16%6.02%1 0.45+0.03%2 0.2240.04%2:2
Lote III 0.4940.09% 0.59+0.04°  ———oo-
Lote II 0.16+0.02%¢ 0.4540.03pP2 0.22%0.04%1
Lote IV 0.41+0.03F 0.44%0.04° 0.48+0.02P
donde

. Valores medios de seis animales + ESM.
. Letras diferentes en cclumnas 1indican varliaciones

significativas {(P<0.0S5) en el dia de la experiencia.

. Numercs diferentes en filas indican wvarilaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

. ---- Efecto letal de la dieta.



TABLA 31

RELACIONES DE AMINOACIDOS LIBRES
EN GLOBULOS ROJOS

(Umol/1)

DIA

14

DIA 4 DIA 10
FENILALANINA/
AAN-FENILALANINA
Control 0.05+0.021°% 0.1440.06
Lote II 0.08+0.02°2 0.05+0.01
Lote IIT 0.1240.03%° 0.12+40.01
Lote IT 0.08+0.02% 0.09+0.01
Lote IV 0.07+0.01° 0.1240.01
TIROSINA/
AAN-TIROSINA
Control 1.37+0.532 0.84+0.16%
Lote II 0.58+0.112 0.2040.08°
Lote III 0.3740.062 0.2420.032°
Lote II 0.58+0.112 0.20+0.08°
Lote IV 0.30+0.035° 0.2940.03%

FENILALANINA/TIROSINA

Control 0.11+0.012 0.19+0.02
Lote II 0.21+0.032 0.35x0.02
Lote IIT ) 0.5540.18"2 0.5940.13
Lote II 0.21+0.03% 0.39£0.02
Lote IV 0.30+0.047 0.49+0.04?
donde
. Valores medios de sels animales = ESM.
* Letras diferentes en columnas indican

. Numeros diferentes en filas indican
significativas (P<0.05) entre dias.
. ---- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 32

RELACIONES DE AMINOACIDOS LIBRES (Umol/1l)
EN GLOBULOS ROJOS

DIA 4 DIA 10 DIA 14

ALANINA/TIROSINA
Control 2.64+0.35%* 2,7040. 1781 4.30%+0.72°
Lote II 3.47x0.70° £.01%1.22b.2 5.18%£1.35
Lote ITT 4.62%0.57%1 1.9020.29*%% o __
Lote II 3.47+0.70°% 6.0141.2250:2 5.18+1.35
Lote IV 5.67+0 . 56031 2.73%0.11% 2 4.72+0.86212
ALANINA/LEUCINA
Ceontrol 4,98+0.29% 5.81+40.56° 5.41£0.52°%
Lote II 3.60+0.262 4.324+0.48°2 4.31%0.43%
Lote III 5.05+0.56%1 1.35+0.14>%
Lote II 3.60+0.26% 4.32+0.48°% 4.31%0.43"
Lote IV 5.86+0. 473 b2 2.46+0.21°2 3.08+0.3507:2
ALANINA/AAR
Control 2.68+0.25% 2.41+0.48% 2.58%0.22¢%
Lote IT 2.0940.187 l.3810.11ﬁ 2.06%0.20%
Lote III 1.704+0.19b:2:2 0.4840, 042 _________
Lote II 2.09+0.18°% 1.38+0.11°% 2.06%0.20%
Lote TV 1.90%0.133% 1.01+0.115%2 1.30%£0.13%7
donde

. Valores medios de seis animales + ESM.

. Letras diferentes en c¢columnas 1indican varlaclones

significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.
. Numeros diferentes en filas indican variaciliocnes
significativas (P<0.05) entre dias.
. —--- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 33

RELACIONES DE AMINOACIDOS LIBRES
EN GLOBULOS ROJOS

(Ulmol /1)

DIA 14

DIA 4 DIA 10

SER+GLI+ALA/AAR
Comntrol 6.44+0.532:1 3.57+0.30% 2
Lote IF 11.38+0.83° 8.29+0.80"
Lote ITI 11.35+1.89%1 1.50+0, 73032
Lote II 11.38+0.88° B.2940 80"
Lote IV 6.52+0.55%1 3.4340.30%2
GLICINA/VALINA
Control B.78+1.40%1 2.584+0.21%2
Lote II 23.1742.370:1 9.71+1 . 8652
Lote IIT 16.9243.70%% 1.1940.207
Lote IT 231742 3701 g.71+1.8627
Lote IV 7.19%0.80% 3 3.06%0.32%°
donde

. Valoreaes medios de seis animales + ESM.

. Letras diferentes en columnas indican

. Nimercs diferentes en filas 1indican
significativas (P<0.035) entre dias.
. ~-—--- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 34

AMINCACIDOS DE CADENA RAMIFICADA LIBRES
(Hmol/g tejido) EN MUSCULO GASTROCNEMIO

DIA 4 DIA 10 DIA 14
ISOLEUCINA
Control 0.36%0.06% 1 1.10+0.0622 0.15%0.02%1
Lote II 0.8820.06" 0.54+0.09% 0.914£0.17°
Lote IIZ 0.44%0. 0837 0.93+5.11%2%  _________
Lote IT 0.88%0.06% 0.54+0.09% 0.9140.17°
Lote IV 0.56%0, 0731 1.69+0.23%2 0.83%0.08%?
LEUCINA
Control 0.86%0,14% 1 1.9740.10%:7 0.3140.05% 1
Lote II 1.82:+p.14P:¢ 1.154p.3175:2 1.60+0.09%7
Lote IIT 0.72+0.113! 1.5440.16%>°% o ___ ..
Lote II 1.82+0, 1451 1.1540.17%2 1.6040.09%°
Lote IV 0.98+0.123! 3.1040.24P32 1.5440.12%
VALINA
Control 1.05+0.2321 3.1320.11%/2 0.4940.05%¢
Lote II 2.13%0.1401 1.1640.1577 2.5340.0701
Lote ITI 0.79+0. 2021 2.38£0.28%22 .-
Lote II 2.1340.14%1 1.16+0.15P2 2.53+0. 0781
Lote IV 0.95%0.13%! 3.13+0.40%° 1.88+0.12%8.2
AAR (1)
Control 2.76%0,4321 6.20x0.2532 2.954+0.10% 27
Lote IT 4.83+0 3251 2.85+0.4152 5.03+0.300°0
Lote III 1.95+0.373! 4.84+0.54%%2 . ______
Lote TI 4.83+0. 3201 2.85+0.418:2 5.0340.305!
Lote IV 2.49%0,10%1 7.9240.86% 72 4.26+0.29%22
donde

. Valores medics de seis animales + ESM.
. Letras diferentes en columnas indican wvariaciones

significativas (P<0.05%) en el dia de la experiencia.

. Numeros diferentes en filas indican variaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

. ---- Efecto letal de la dieta.

(1} ARR = Ile + Leu + Val.
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TABLA 35a

AMINOACIDOS GLUCONEOGENICOS LIBRES ({(umol/g tejido)
EN MUSCULO GASTROCNEMIOC

DIA 4 DIA 19 DIa 14

ASPARTICO
Control 2.4449.291 1.6140.06%7 1.3940.143:2
Lote II 1.88+0.18!? 1.87+0.40% 3 1.1140.143-%8
Lote IIT 1.54+0.16° 2.98%0 4632  ——moooals
Lote II 1.88+0.18¢ 1.874+0.4p3 ! 1.1140.143-%:1
Lote IV 2.54+0.24% 5.03+£0.63%1 2.16+0.1251-2
GLUTAMICO
Controel 4,3140.66% 1 5.73+0.823° 6.90+1.49%2
Lote II 5.1040.41%1 2.59+0.67%°2 4.2240 . 38% 12
Lote TII 2.07+0.23° 3,75%0.65% —mmeo———-
Lote II 5.10+0.4121 2.59%0.67%2 4.2240. 38012
Lote IV 3.4040.41%1 12.06%1.07%2 2.4440.42%1
ASPARRAGINA
Control 0.75+0.131 1.28+0.072%2 0.3240.02% 21
Lote II 0.82+0.06 0.77+0.15% 0.84+G.07°
Lote TII 0.6140.05 0.67+0.08%% -
Lote IT 0.82+0.06 0.77+0.152 0.8440.07°
Lote IV . 0.88+0.04! 0.69%0.182-2:2 1.0140.08"%/%?2
SERINA
Control 2.6240.32%1 2.8140.09%? 1.88+0 .09 2
Lote II 3.6240.34° 3.4140.822 5.4840.54P
lLote III 2.3740.11%P 2.0440. 1782 oo~
Lote II 3.62+0.34°% 3.4140.82% 5.48%0.54"
Lote IV 2.75+0.26°% 2.90+0.26° 2.66%0.17°
donde

. Valores medics de seis animales + ESM.

. Letras diferentes en columnas indican wvariaciones

significativas {(P<0.05) en el dia de la experiencia.
. Numeros diferentes ern filas indican variaciliones
significativas (P<0.05) entre dias.
. —~~- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 35b

AMINOACIDOS GLUCONEOGENICOS LIBRES (Umel/g tejido)
EN MUSCULO GASTROCNEMIO

DIA 4 DIA 10 DIA 14

GLUTAMINA
Control 6.40%1 . 7181 5.45%0.26%1 6.67+0.05% 2
Lote II Z.734+0.40%1 5.21%0.7731 2.074+0.14% 102
Lote IIT 0.58+0.18% "1 1.74+0.30%¢ . ____
Lote II 2.73+0 . 4081 5.2140.77%1 2.0740.14% 12
Lote IV 0.34+0.052°1 2.0740.325%7 7.0920.68E2.1
GLICINA
Control 5.84+0.56%! 11.1C040.86%7 14.38+1.55%2
Lote II 53.56%5.46%1 8.30+£0.9522 27.97%0.92°-%1
Lote ITI 8.32+1.61%% 3.4340.19%2 o
Lote II 53.56%5.46%1 8.30+0.95%7 27.9740.92R%/1
Lote IV 6.45%0 . 6721 4.6140. 4652t 11.0340.81%2
TREONINA
Control 0.39%0.093} 0.20+0.01%31 2.114+1.07% ¢
Lote II 2.01%0.607 1 0.1140.0201 0.54+0.043 12
Lote III 1.2440.13b:3.1 0.96+0.14522 _________
Lote II 2.0140.60% 1 0.1140.02%1 0.5440.043 %2
Lote IV 0.56%0.16%1 g8.67+1.13k-22 0.37+0.04%-8:2
ALANINA
Control 5.3140.87 6.524+0.50° 5.00%0.21
Lote II 3.9440.25 2.36+0.56" 3.8740.35
Lote IIT 3.184+0.61 3.0840.22° -
Lote II 3.9440.25 2.36+0.56" 3.87+40.35
Lote IV 4.58%0.45 5.8640.43% 4.2840.29
donde

. Valores medios de seis animales + ESM.

. Letras diferentes en columnas indican wvariaciocones

significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.

. Numercs diferentes en filas indican variaciones
significativas (P<0.05}) entre dias.

. ---—- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 36

AMINOACIDOS AROMATICOS LIBRES (1) (tmol/g tejido)
EN MUSCULO GASTROCNEMIO

DIa 4 DIA 10 DIA 14

TIROSINA
Control 0.47+0.06%1 1.77+0.09%2 0.19%0.012 !
Lote II 0.96%0.03%*% 0.4430, 0952 1.224p.11°1
Lote III 4.02+0.63% 2L 0.86+0.1172% oo _
Lote II 0.96+0.0381? 0.4440.09%2 1.22+40. 110
Lote IV 5.09%+0,37%31 1.20+0, 12b22 2.12+0.18%8 2.2
FENILALANINA
Control 0.4310.08% 1 1.16+0.05%2 0.11+C. 02221
Lote II 1.01+0.07° 0.77+0.18% £.98+0.06"
Lote IIX 0.50+0.08% 0.7240.10% cemmeeo-
Lote II 1.06136.07F 0.77+0.18° 0.98%0.06"
Lote IV 0.19+0.08% ¢! 2.0240.243-5:2 0.93%0.09° ¢
donde

. Valores medios de seis animales * ESM.

. Letras diferentes en columnas indican variaciones

significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.

. Niumeros diferentes en filas indican wvariaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

. ----"Efecto letal de la dieta.

(1) No se incluye el Triptéfano.
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TABLA 37

SUMA DE AMINOACIDOS AROMATICOS, SUMA DE AMINOACIDOS

NEUTROS Y RELACION ENTRE AMINOACIDOS DE CADENA
RAMIFICADA Y AMINCACIDOS ARCOMATICOS (umol/g tejido)
MUSCULO GASTROCNEMIO

DIA 4 DIA 10 DIA 14
aan (1)
Control 0.90+0.1231 2.8740.14%3 0.30+0.03% 2"
Lote II 1.97+0.10°*% 1.2140.258% 2.10+0. 09k 12
Lote ITII 4.52+0.68%1 1.58+0.20%°% oLl
fote IT 1.97+0.10P 1.2140.25%1 2.10+0.09% %2
Lote IV 4.79+0.97%21 3.04%0.367-30 2.21%0.20%7
AAN (2)
Control 3.174C.54%1 9.094+0.38%7 1.25%0.128%¢
Lote II 6,800,423 4.06+0.61P-2 7.1340.35%1
lLote IIT 6,47+1.00% 6.4210.74%0 L.
Lote II 6.80+0.42%¢ 4.06%0.610°2 7.1340.35bP1
lLote IV 7.28+1.26%31 10.96+1.21%1 26,3742 1652
AAR/AAA
Control 2.46+0.16%1 2.15+0.95%1 3.20%0.20% %2
Lote II 2.4540.06° 2.55%0.26% 2.4140.15°
Lote III ‘ 0.44+0.04" 1 3.11#0.08°*2%
Lote II 2.45+0.06% 2.55+0.26% 2.4140.15°
Lote IV 1.22+0.74° 2.63%0.08°% 1.9440.17P2
donde

. Valores medics de seis animales * ESM.
. Letras diferentes en e¢olumnas indican vwvariaciocones

significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.

. Numeros diferentes en filas indican variaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

. -~-- Efecto letal de la dieta.

(1) AAA = Tirosina + Fenilalanina
= AAR + AARA

:
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TABLA 38

AMINOACIDOS BASICOS LIBRES (1) {Hmol/g tejido)
EN MUSCULO GASTROCNEMIO

DIA 4 DIa 1¢ DIA 14

ARGININA
Control 1.30+0.2181 0.86%0.13%1 2.3240.34%2
Lote II 1.20+0.273*% 1.08%0.13%¢ 0.53%0 .04k %1
Lote III 0.48+0. 07384 1.95x0.23%2% L _______
Lote II 1.20+0.17%° 1.064+0.13% 1 0.53+0.048/21
Lote IV 0.55%0.03% ¢! 3.4640.25%2 1.914+0.14% %7
BEISTIDINA
Control 6.88+0.85% " 16.9710.68%:2 1.8940.23% 22
Lote II 3.3640.27%1 4.77+0.780L 11.02+0. 3402
Lote TIIT 5.42+0.58% 21 2.12+0.06%2%
Lote IT 3.3640 2701 4.7740.78%1 11.0240. 3402
Lote IV 7.1040.83% 5.8840.31° 6.15+0.370@
donde

. Valeores medios de seis animales * ESM.

. Letras diferentes en columnas indican wvarliacilocnes

significativas {P<0.05) en el dia de la experiencia.

. Numeros diferentes en filas indicarn wvariacliones
significativas {P<0.05) entre dias.

. ---- Efecto letal de la dieta.

{1} No se incluye la Lisina.
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TABLA 385

AMINOACIDOS AZUFRADOS LIBRES (umol/g tejido)
EN MUSCULO GASTROCNEMIO

DIA 4 DIA 10 DIA 14
METIONINA
Control 0.94+0.23 1.0440.09° 0.7140.10°
Lote II 1.36%0.25 1.04+0.21° 0.47+0. 047
lLote IIT 0.61+0.09 0.96+0.16% = —mmmmmmo
Lote II 1.36%0.25 .0a+0.21° C.47+0.04°
Lote IV 0.75%0.11°% L2740, 3322 1.2140.1051
TAURINA
Control 7.45+1.25%1 6.11+0.4431 11.08+0.99% 17
Lote II 9.84+0.92%1 21.1941.16%/2 7.77+0.44% ¢
Lote IIT 7.5741.13% 7.9440 622 —mmmmm -
Lote II 9.84+0.92%! 21.19+1. 1622 7.77+0. 4430
Lote IV 5.2240.62% 51 9.7120.51P:8:2 23.55+3 5782
donde

. Valores medios de seis animales * ESM.

. Letras diferentes en columnas indican variaciones
significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.

. Nimeros diferentes en filas indican variaciones
significativas (P<0.0%) entre dias.

. -~-- Efecto letal de la dieta.
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TABLA 40

SUMA DE AMINCACIDOS ESENCIALES, SUMA DE AMINOACIDOS
NO ESENCIALES, RELACION ENTRE AMBOS Y SUMA DE
AMINOACIDOS TOTALES LIERES (umol/g tejido)

EN MUSCULO GASTROCNEMIO

DIA 4 DIa 10 DIA 14

AAE (1)
Control 12.22+1.361 26.3812.04%2 8.10+1.40% !
Iote IT 13.77+0.30¢% 10.61+1.475¢ 18.57+0.5082
Lote ITT 10.20+1.07 11.5540.80%  eee o _
Lote IT 13.7740.2300 10.6141. 4781 18.57+0.50%2
Lote IV 12.45+1.231 31.2142. 3282 14.9240 . 59822
AANE (2)
Control 27.39+2.822 ! 34.98+42.05%1 45,6842 .43%2
Lote II 71.7946.77°1 23.66+3 8332 45,85+1 .39 2.1
Lote III 21.9842.45%! 17.88+1 .77
Lote II 71.79%6.7751 23.66+3.83%2 45 85+1, 139321
Lote IV 24,3242 523+ 33,5442, 7731 51.17+3.38%%
AAE /AANE
Control 0.45+0.02%¢ 0.75+0.0432 0.19+0.03227
Lote II 0.19+0.02° " 0.4520.0452 0.41+0.01%2
Lote III 0.46+0.03%1 0.65%0.02%% oo
Lote II 0.15+40.02%1 0.45+0.0452 0.4140.015°
Lote IV 0.51£0.04%1 0.93%£0.05% 2 0.2940.01%2 2.2
AAT (3)
Control 39.61+4.10% 1 61.36%3.8032 54.78+2 6212
Lote II 85.5646. 761 34.2745.16%2 64.42+1.79!
Lote III 32.18+3.32°8 29.4342.56° .
Lote II 85.56+6.76°1 34.27+5.16%2 64.42+1.79%
Lote IV 36.81+3.4731 64,7514 . 6532 £6.0943.89°
donde

. Valores mediocs de seis animales + ESM.

. Letrags diferentes en columnas i1ndican variaciones

significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.

. Numercs diferentes en filas indican wvariaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

. ---- Efecto letal de la dieta.

(1) AAE = Arg + His + Ile + Leu + Phe + Thr + Vval.

(2) AANE = Ala + Asp + Glu + Gln + Ser + Tyr.
(3} AAT = AAE + AANE.
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RELACION DE AMINOACIDOS LIBRES

ISOLEUCINA/

AAN-ISOLEUCINA

Control
Lote II
Lote III

TAELA 41

EN MUSCULO GASTROCNEMIO

DIA 4

DIA 10

(pmol/g tejido)

DIA 14

Lote II
Lote IV

LEUCINA/

AAN-LEUCINA

Control
Lete II
Lote III

Lote II
Lote IV

VALINA/
AAN-VALINA

Control
Lote II
Lote III

Lote II
Lote IV

. Valores medios de seis animales + ESM.

. Letras

diferentes

en columnas
en el dia de la experiencia.

significativas {(P<0.05)
. Numeros diferentes en filas
significativas {P<0.05) entre dias.
. —~~~ Efecto letal de la dieta.
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TABLA 42

RELACIONES DE AMINOACIDOS LIBRES (umol/g tejido)

EN MUSCULO GASTROCNEMIO

DIAa

14

DIa 4 DIA 10
FENILALANINA/
AAN-FENILALANINA
Control 0.16k0.013 1 0.1440.0131
Lote II 0.17+0.01° 0.23+0.04°
Lote TII 0.09%0.01°1 0.13%£0.01%72
Lote II 0.17+0.01% 0.234+0.04%
Lote IV 0.10+0.0257 0.234£0.0710-2/2
TIROSINA/
AAN-TIROSINA
Control 0.1840.01%1 0.244+0.0122
Lote II 0.17+0.01% ! 0.13+0.02%1
Lote IIT 1.7240. 2481 0.15+0.01%2
Lote II 0.17+0.01%1 0.13+0.0381
Lote IV 1.54+0.05%1 0.104+0.01b2

FENILALANINA/TIROSINA

Control 0.93+0.04%! 0.63%0.0122
Lote II 1.0440.062 2.07+0.63°
Lote III . 0.13+0.0281 0.84%0. 0722
Lote II 1.0440 ., 0831 2.07£0.632
Lote IV 0.1240.01F* 1.99+0.085-2.2
donde

. Valores medios de seis animales + ESM.
. Letras diferentes en c¢olumnas indican

. Numeros diferentes en filas indican

significativas (P<0.05) entre dias.
. --—-- Efecto letal de la dieta.

1566

e

[ SIS

.-

variacliones
significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia.

variaciones



TABLA 43

RELACIONES DE AMINOACIDOS LIBRES (lUmol/g tejido)

EN MUSCULO GASTROCNEMIO

DIA 4 bia 10 DIA 14

ALANINA/TIROSINA

Contrel 12.3843.01% 1 3.6740.18%1 27.25+2.05%¢2
Lote II 4.10%0.2281 5.2240.27°1 1.6040.63% 2
Lote III 9.07+2.08%! 3.7340.32%7% e
Lote II 4.10%0. 2281 5.2240.27°1 3.50£0.635 52
Lote IV 9.85+0.50%1 5.9740.47%7 2.05+0.10%21
ALANINA/LEUCINA

Centrol 7.3141. 3884 3.9240.14%1 16.65+1,44% 12
Lote II 2.1740.072 2.10%0.38P 2.4240.14°
Lote ITI 4.9741.372 2.04%0.29° o——____
Lote II 2.1740.072 2.1040.38° 2.42+0 . 14"
Lote IV 4.8540.39% 51 1.5040. 05572 2.80+0,112%8
ALANINA/AAR

Control 2.8540.5421 1.05+0.0621t 5.4340 473 1.2
Lote II 0.8240.042 0.8440.14° 0.77+0.03°
Lote III 1.8940.532 0.65+0.05%2*  —oo—o_-__
Lote II 0.82+0.042 0.84+0.142 0.77+0.03°
Lote IV 1.90%0.152 B2 0.76%0.05%° 1.01+0.04R2-2.1
donde

Valores medios de sels animales + ESM.

Letras diferentes en c¢olumnas indican variaciones
significativas (P<0.03) en el dia de la experiencia.
Numeros diferentes en filas indican variaciones
significativas (P<0.05) entre dias.

--—— Efecto letal de la dista.
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TABLA 44

RELACIONES DE AMINOACIDOS LIBRES {umeol/g tejido)
EN MUSCULO GASTROCNEMIO

DIa 4 DIA 10 DIA 14

SER + GLI + ALA/AAR

Control 7.03+1.79%1 3.2940.12%° 23.42+3.58%°
Lote IT 12 . 6610 .832¢ 5.0440.44%° 7.45+0. 2552
Lote TIIT 7.93+1.393.8/1 1.83+0,178%2
Lote IT 172 .66+0.83%1 5.0430. 4452 7.45%+0.2552
Lote IV 5.75+0.45%1 1.73+0.10%32 4.25%0.218-21
GLICINA/VALINA
Control §.58%1.513t 3.54+0,22% 1 30.94%5. 47242
lLote TI 25.33+42.15>1 7.29+0,41%2 11.07+0.2722:1
Lote IIT 12.36+3.05%! 1.5564+0.24%22 o ____
Lote II 25.33+2.15>1 7.25+0.41"° 11.07+0.283-2/1
Lote IV 7.2840.93%1 1.5540, 15522 5.92+0. 41°1
donde

. Valores medics de seis animales = ESM.

. Letras diferentes en columnas 1indican variaciones

significativas (P<0.05) en el dia de la experiencia,.

. Numeros diferentes en filas indican variacicnes
significativas (P<0.05) entre dias.

. ---—-"Efecto letal de la dieta.
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GRAFICA I:
INGESTA Y PESO CORPORAL DEL ANIMAL
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GRAFICA 1l

BALANCE DE NITROGENO Y UREA EN ORINA
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GRAFICA Il
NIVEL PLASMATICO DE GLUCOSA,
INSULINA'Y COLESTEROL
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GRAFICA 1V:
PESO Y PROTEINAS SOLUBLES
EN MUSCULO GASTROCNEMIO
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GRAFICA V:
CONTENIDO DE DNA, ACTIVIDAD DNAsa
Y NUMERO DE NUCLEOS
EN MUSCULO GASTROCNEMIO
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GRAFICA Vi:
CONTENIDO DE RNA'Y ACTIVIDAD RNAsa
EN MUSCULO GASTROCNEMIO
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GRAFICA VII:
RELACIONES RNA/DNA (CONTENIDO DE RNA POR CELUL
Y RNA/PROTEINA (CAPACIDAD DE SINTESIS PROTEICA)
EN MUSCULO GASTROCNEMIO
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GRAFICA VIII:
ACTIVIDADES HIDROLASICA EN MUSCULO
GASTROCNEMIO: FOSFATASAS ACIDA

Y ALCALINA
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GRAFICA IX:
ACTIVIDAD TRANSAMINASICA (GOT Y GPT)
EN MUSCULO GASTROCNEMIO

7z

GPT
B o

| x

}_n i

| |
6 ’_
04 — ;

| |

02 - |

m Control —lotelli wmlotelll mlotelV

Control {10% proteina) = Lote IV {Ingesta = Lote ll)
Lote Il: carente de Phe+Tyr+Trp
Lote lll: carente de Phe+Tyr+Trp y 1/2 de energia

167



umol/

PLASMA

umol/g

GRAFICA X:
SUMA DE AMINOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA
(AAR) EN PLASMA, GLOBULOS ROJOS
Y MUSCULO GASTROCNEMIO
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GRAFICA XI:
CONCENTRACIONES DE ACIDO ASPARTICO
LIBRE EN PLASMA, GLOBULOS ROJOS
Y MUSCULO GASTROCNEMIO

PLASMA GLOBULOS ROJOS
300 el , _ 500 S
250 239 400 . 48
200 " : =
: _ 300 -
150 - 134 i 2
"z S 200 L 176 g
100 - :
73 : |
e ! i 100 |- ‘
o | 336 52 a7 j4
o il N BN oMl il o R
4 14 4 10
Dias Dias

MUSCULO GASTROCNEMIO

umolig

w Control ri1lotell mlotelll mlote IV

Control (10% proteina) = Lote IV (Ingesta = Lote 1l)
Lote ll: carente de Phe+Tyr+Trp
Lote lI: carente de Phe+Tyr+Trp y 1/2 de energia

169



umaol/l

PLASMA

GRAFICA XIlI:
CONCENTRACIONES DE ACIDO GLUTAMICO
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GRAFICA Xiik:
CONCENTRACIONES DE ASPARRAGINA LIBRE
EN PLASMA, GLOBULOS ROJOS
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GRAFICA XIV:
CONCENTRACIONES DE SERINA LIBRE
EN PLASMA, GLOBULOS ROJOS
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GRAFICA XV:
CONCENTRACIONES DE GLUTAMINA LIBRE
EN PLASMA, GLOBULOS ROJOS
Y MUSCULO GASTROCNEMIO
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GRAFICA XVI:
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GRAFICA XVIlI:
CONCENTRACIONES DE ALANINA LIBRE
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GRAFICA XiX:
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GRAFICA XX:
SUMA DE AMINOACIDOS ESENCIALES (AAE)
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GRAFICA XXlI:
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GRAFICA XXIII:
RELACION DE AMINOACIDOS LIBRES ALA/TYR
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GRAFICA XXV:
RELACION DE AMINOACIDOS LIBRES ALA/AAR
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5. DISCUSION DE LOS
RESULTADOS
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5.1. EFECTO DE LA DEFICIENCIA DE PHE+TYR+TRP Y
ENERGIA SOBRE LA INGESTA Y PESO CORPORAL.

5.1.1. INGESTA

El contenido proteico y la composicion de aminoacidos de la dieta pueden modificar
la ingesta y la seleccién de alimentos. Existen mecanismos que permiten al animal detectar el
contenido proteico de la dieta, y éste disminuye la ingesta de dietas deficientes en un amincacido
por su diferente olar y sabor (BOOTH y SIMSCN, 1971, 1974). Igualmente, PENG y col. (1974)
demostraron que animales alimentados con una dieta con un contenido proteico alto o bajo
disminuyen la ingesta de alimentos, al igual que cuando la dieta es deficiente en un aminoéacido
esencial (ROGERS y LEUNG, 1873). Posteriormente, SEMON v col. (1987} mostraron que las ratas

disminuyen su ingesta con dietas que contienen una inadecuada o excesiva cantidad de proteina.

Si bien se desconoce porqué los animales rechazan una dieta deficiente o con
desequilibrio de aminoacidos, se considera que se debe a influencias extrahipotaldmicas. Los
animales pretenden mantener un patrén equilibrado de aminodcidos plasmaticos y, por tanto, una
ingesta normal (TACKMAN y col., 1990).

La disminucion de la ingesta en animales alimentados con una dieta baja en
proteina puede considerarse como un mecanismo protector, puesio que una ingesta energélica
elevada en relacién a la proteica, aumenta la severidad de los efectos adversos que conlleva una
ingesta proteica inadecuada (HARPER, 1976).

Cuando la ingesta proteica es menor gque los requerimientos, los aminoacidos se
utilizan primeramente para la sintesis de proteinas tisulares y si la ingesta de proteina supera los
requerimientos, los sistemas de sintesis proteica se saturan y los aminoacidos sufren degradacién

-

oxidativa.

E! contenido proteico de la dieta influye en la ingesta energética, ganancia de peso
corporal, eficiencia de la proteina y utilizacion energética (OKITOLONDA vy col., 1988). EDOZIEN y
col. (1978) indican que ratas alimentadas con una dieta de bajo contenido proteico reducen
voluntariamente su ingesta. La ingesta reducida influye sobre el crecimiento originando una

carencia tanto de proteina coma de energia.

186



TEWS vy col. (1992) sometieron a ratas a ingestas de un 15% de caseina con
diferentes sabores, demostrando que el sabor tiene un papel importante en el total de comida

ingerida.

CBACE y col. (1991) alimentaron a ratas con una dieta normal (18% de proteina),
con una dieta con restriccion proteica (5% de proteina) y con una dieta adecuada en proteina, pero
con restriccidon energetica. El aumento del peso corporal fue inhibido tanto por la deficiencia de
proteina como por la restriccion energética, pero el crecimiento se reanudd cuando a las ratas se les

suministré una dieta normal, durante 6 semanas.

En nuestro caso, la administracion de una dieta que carece de Phe+Tyr+Trp y esta
dieta con restriccion energética del 50% a ratas en crecimiento produce una disminucién de la
ingesta (Tabla 1 y Grafica 11) en ambos lotes carentes con respecto al lote control a lo largo del
proceso experimental, siendo de un 53%, 62% y 54% los dias 4, 10 y 14 para el lote Il y, por disefio
experimental, 76% vy 80% los dias 4 y 10 para el lote lll, respectivamente, debido principaimente a la
carencia de aminodcidos aromaticos en |a dieta. El deterioro fisico al que conduce esta situacion

limita su viabilidad hasta el dia 12 del experimento en el lote L,

El mismo efecto se ha observado al administrar parenteraimente a ratas, mezclas de
aminoacidos exentas de histidina o treonina (LEUNG y ROGERS, 1969), y al someter a ratas a dietas

carentes de proteina (FENG y col., 1974).

Los aminoacidos juegan un papel importante en la regulacion de la ingesta
mediante la sintesis de neurotransmisores. Una proteina de baja calidad provoca una disminucion
en la sintesis proteica cerebral, siendo el cerebro mas vulnerable en la fase de desarrollo en nifios
que el del adulto (LAJTHA vy col., 1987; CHEREL y LEMAHO, 1991). Se ha relacionado ia menor
ingesta proteica con una disminucién en la concentracidon de aminodcidos en cerebro (PETERS v
HARPER, 1887), lo cual conduce a una alteracion en la ingesta por mecanismos asociados al menor
contenido en aminoacidos cerebrales (HARPER y col., 1970}. HARPER y PETERS (1989) indican
que, posiblemente, exista en el cerebro un mecanismo que responda a las variaciones en la
proporcion de aminoacidos esenciales de la misma, ya que ésta se refleja en un descenso en la
concentracion en cerebro del amincacido limitante de la dieta para el crecimiento, y se manifiesta
con un descenso de la ingesta. Asimismo, concluyen que existe un control de la ingesta para
mantener la concentracién de aminoacidos esenciales en el cerebro entre 1.5 y 2.3 nmol/g
(PETERS y HARPER, 1985).

BEBERLY y cof. (1991} indican que existe un cddigo especifico del genoma que

transcribe un mRNA capaz de traducir determinadas proteinas que impiden la aversion a una dieta.
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E! desequilibrio de una dieta en aminoacidos esenciales afecta al genoma, impidiendo la formacion
de las proteinas codificadas por el citado mRNA vy, por consiguiente, provocando un rechazo a la

dieta.

5.1.2. PESO CORPORAL

Cuando un animal adulto es expuesto a un nivel bajo de energia, disminuye su
peso corporal (WATERLOW, 19980), siendo las variaciones del mismo una de las manifestaciones
mas importantes de la adaptacién a cambios en la dieta y un indicador del estado nutricional {(JOLES
y col., 1888B).

El crecimiento se debe a que prevalecen los procesos anabdlicos sobre los
catabdlicos (MILLWARD vy col., 1975). La privacién de aminocécidos esenciales en la dieta provoca
una pérdida de peso como consecuencia de la disminucién de la sintesis proteica (CARMONA DA
MOTA vy col.,, 1890). Algunos estudios que incluyen el uso de isotopos han sugerido que el
muscuio ¥ el higado responden de modo diferente a varias condiciones nutricionales (WATERLOW
y col., 1978b).

El peso corporal (Tabla 1 y Grafica l)en los animales alimentados con Ia dieta control
aumentan a lo largo del proceso experimental por tratarse de animales en periodo de crecimiento.
Como consecuencia de la disminucién de la ingesta hubo una disminucién paralela en el peso
corporal en ambos lotes carentes al compararlos con el control, que fué del 15%, 39% y 48% en el
lote 11, estando de acuerdo con los datos obtenidos por CARMONA DA MOTA y cal. (1990), SINGH
y col. {1990} y RANA y METHA (1891). La falta de energia en la dieta del lote 111 hace que haya una

disminucion del 14% y 45% los dias 4 y 10, respectivamente.

De ia comparacion de los lotes il y IV podemos deducir Que la disminucién del peso
corporal en los animales se debe mds a la falta de aminodcidos aromaticos en la dieta que a Ia

disminucion de la ingesta que dichos amincacidos provocan.

Como se puede observar, la disminucién de la energia no influye demasiado en la
disminucién del peso. McDONALD (1990) indica que no hay una relacion lineal entre la falta de
energfa de |a dieta y ia pérdida de peso. Esta apreciacion coincide con la de SOARES y SHETTY
{1991}, quienes indican gque los animales sometidos a carencias energéticas disminuyen su

metabolismo basal para asi ahorrar energia, mediante un proceso de adaptacion.
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Todos nuestros datos coinciden con los de TAYLOR y col. (1986), quienes
alimentarcn a ratas con diferentes cantidades de proteina, observando que la perdida de peso
corporal fué significativamente mencr en ratas alimentadas con dietas bajas en proteina, al igual que
YAMAGUCH! y col. {1993), quienes mas recientermente demuestran que el descenso en el peso

corporal se debe a la restriceién en 1a ingesta.

Existen estudios previos que muestran una correlacian entre el pesc corporal y el
peso muscular (TAMAKI, 1985; SMITH y col., 1989). Estos resultados sugieren que el aumento en
el peso muscular con la edad es debido al aumento en el peso corporal. YAMAGUCH)! v col. (1993)
también demuestran que el peso muscular aumenta con la edad, mientras que una restriccion

severa hace que el peso muscular disminuya.

En cuanto a la diferencia entre sexos, estudios de GRAYSTONE (1968) vy
MILLWARD vy col. (1975) muestran que el musculo de ratas macho aumenta linealmente desde la
semana 3 hasta la 14 hasta llegar a 144 g. Las hembras comienzan con la misma cantidad de masa
rmuscular al nacer, pero la tasa de crecimiento es menos ripida, especialmente después de Jas 8
semanas de edad. A las 14 semanas de edad, las ratas hembras Hegan a un peso de 90 g. Sin
embargo, el desarrollo de la masa celular aumenta de igual forma en machos que en hembras hasta
la tercera semana. Después, hasta las 9 semanas, aumenta mas rapidamente en hembras para

igualarse a partir de la semana 13.

5.2. BALANCE DE NITROGENO, UREA, CREATININA Y 3-
METILHISTIDINA EN ORINA

5.2.1. BALANCE DE NITROGENO

El balance de nitrogeno tiene como finalidad mantener un equitibrio entre la ingesté
proteica y energética y el contenido proteico del animal. La respuesta adaptativa a dietas bajas en
proteinas hace que la pérdida de nitrégeno sea menor, con el objeto de mantener la masa prateica
corporal (WATERLOW, 1986). Sin embargo, se ha visto una mayer influencia de la ingesta
energética en este parametro (CHEREL y LEMAHQG, 13991). Si ia deficiencia caldrica no es muy
grande y hay una reserva proleica adecuada, la pérdida inicial de nitrégeno corporal no es muy

rapida y el animal se va adaptando a una ingesta caldrica reducida, disminuyendo su actividad
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catabdlica y tendiendo hacia un equilibric del balance de nitrogeno (MORRISON y NARAYANA
RAQO, 1967) y a una sintesis proteica adecuada (GARLICK y col., 1980).

Si la dieta carece de proteinas y el contenido energético es bajo (GARLICK v col.,
1980), se produce un aumento del catabolismo de la grasa y proteinas labiles de reserva, dando

lugar a un balance de nitrégeno negative y el animal muere.

El balance de nitrégenc disminuye con dietas deficitarias en aminoacidos
esenciales. Asi, al someter a ratas a una dieta conirol y a otra con baja calidad de proteina, se

observa que en esta Uitima & balance de nitrégeno disminuye.

ROSE {1957) reaiizd estudios de balance de nitrégeno en hombres voluntarios
adultos y sanos que fuercn alimentados con dietas deficientes en uno o0 mas aminoacidos. Estos
estudios definieron un grupo de ocho aminoacides, de tal farma que cuandc uno de gsos
aminoacidos fueron suprimidos de la dieta, los voluntarios rédpidamente tenian un balance de
nitrégeno negativo. Estos aminoacidos esenciales para mantener la salud en el adultc son:

isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptdfano y valina.

Posteriormente, JACKSON {1983) realizé una clasificacion de los aminoacidos
siendo histidina, isoleucina, leucina, metionina, valina, fenllalanina y triptofanc de esqueleto
carbonado esencial, puesto que el esqueleto carbonado de estos aminoacides no pueden ser
sintetizados por los humanos, pero pueden ser sintetizados por transaminacion a partir de sus
ketoacidos o hidroxiacidos analogos. La deficiencia de estos aminoacidos se manifiesta por un

rapido balance de nitrégeno negativo.

Las pérdidas mds aitas de nitrogeno corporal se han encontrago en ratas
alimentadas con dietas carentes de aminoacidos azufrados seguidas, en orden decreciente, por
dietas carentes en valinag, treonina, iscleucina, triptéfano, aminoacidos aromaticos, leucina y lisina
(HEGER y FRYDRYCH, 1985).

Andlisis en tejidos de animales, tales como el higado y el misculo, confirman que
casi todo el nitrégenc presente en estos organos gstd en forma de proteina, con sélo una pequefa
cantidad {1-2%) en forma de aminoacidos libres o péptidos. Una cantidad igualmente pequena esta
en forma de acidos nucleicos y nitrégeno de fosfolipidos v, en el caso del musculo, como creatinina

y los dipéptidos carnosina y anserina.

£n este experimento, el balance de nitrdgeno (Tabla | y Grafica Hl) en los lotes control
a lo largo del proceso experimental no varia. Sin embargo, el suministro de dietas carenies de
Phe+Tyr+Trp v esta dieta con la mitad de energia producen una disminucion significativa del
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balance de nitrégeno a lo largo del periodo experimental, llegando a ser negativa el dia 10 con
respecto a los grupos control en ambos lotes carentes. El dia 4 disminuye en ambos lotes carentes
en un 88% y 78%, respectivamente. El dia 10, el descenso encontrado fué del 131% para el lote i y
del 108% para el lote lll. Los resultados obtenidos se deben mds a la falta de aminoacidos
aromaticos y a la deficiencia energética en la dieta que a la disminucidn de la ingesta, como

podemos deducir al comparar los lotes Iy V.

Se pueden resumir los resultados expresados en la tabla 1 que la falta de
aminodcidos aromaticos y el deficit energético del 50% con respecto a la dieta control disminuye la

ingesta, el peso corporal y el balance de nitrogeno.

5.2.2. UREA Y CREATININA EN ORINA

l.a urea es el principal compuesto nitrogenado procedente del catabolismo de los
aminoécidos y los defectos en su produccién reflejan las alteraciones en la ingesta proteica dietaria y
en el patrén de utilizacién de aminodcidos, siempre que no esté comprometida la funcién renal. La
concentracidn plasmatica de urea se relaciona cen la sintesis de la misma. En este sentido, se ha
sefialado en ratas (BOOTH y SIMSON, 1971, 1974} y rumiantes (LEUNG y ROGERS, 1969) una

relacion directa con la ingesta proteica e inversa con la calidad de la proteina.

Cuando existe una adaptacion larga al ayuno, disminuye tanto el turnover de
glucesa como la gluconeogénesis hepatica a partir de aminodcidos disminuyendo, por tanto, la

excrecién de urea por otina.

Durante los 2 ¢ 3 primeros dias de adaptacién en humanos, aumenta la liberacion de
aminoacidos del musculo, aumentando la proteolisis muscular para suministrar sustrato para la
gluconeogeénesis hepatica. Asi, hay un aumento de la gluconeogénesis (reflejado por un aumento
en la produccién de urea} y de la proteolisis muscular (medida como un aumento de la excrecion de

3-metilhistidina), segin GIESECKE y col. {1989).

En este experimento, se observa (Tabla 2 y Grafica il) que la produccidn de urea en
orina aumenta en el lote control a lo largo del pericdo experimental, siendo este aumento del 130%
al comparar los dias 4 y 14 de la experiencia. Al someter las ratas a una dieta deficiente de
aminoacidos aromaticos (Phe+Tyr+Trp) y esta dieta con una restriccion energética del 50%, se
observa un aumento en el lote |l los dias 4, 10 y 14 del 302%, 263% y 155% con respecto al control,

asi cormno en el lote |l los dias 4 y 10 de un 539% y 196%, respectivamente.
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De estos resultades podemos concluir que el aumento en la produccion de urea en
fos animales tratados con ambas dietas carentes se debid mds a la falta de aminoédcidos aromaticos
gue a la disminucion de la ingesta, si bien al final del experimento la disminucidn de la ingesta afectd
ya significativamente a la produccién de urea. Estos resultados reflejan, o una inhibicion de la
sintesis proteica, o un aumento de la proteolisis muscular ya que ambas proporcionan sustratos

aminoacidicos para la gluconeogénesis hepatica, como se indicd anteriormente.

La creatinina en crina es la forma en que se elimina la creatina. Después de ser
sintetizada en el higado, se deposita en el misculo en forma de tosfato de creatina, molécula que

almacena energia y la libera en forma de ATP, en caso necesario,

La excrecion de creatinina ha sido utilizada para medir la masa muscular total.
GRAYSTONE (1968} demostro la elevada correlacion existente entre la masa muscular libre de

grasa y los niveles de excrecion de creatinina por orina.

Dicha excrecién varia dependiendo de la masa muscular. Si esta masa disminuye en
estados de malnutricion, infeccion o trauma (SANTIDRIAN, 1981), es menor la excrecidn renal de

creatinina.

Asi, pues, puede decirse que la excrecidn de creatinina en orina es un indice de la
masa muscular 0 masa corporal magra, y es un indicador sensible de la depleccion proteica. Por
tanto, si la masa corporal magra disminuye como consecuencia de la deficiencia de protefna dietaria,

la eliminacion de creatinina por orina disminuye (RETTMER, 1993).

En este experimento, se observa en la orina (Tabia 2) en el lote control un aumento
significativo los dias 10 y 14 con respecto al dia 4 de un 97% y 126%, respectivamente. Al comparar
ambos lotes carentes con el control, se observa una disminucion del contenido de creatinina en
orina al final de la experiencia, el dia 14 para el lote Il (35%) y el dia 10 para el Iote Il {(60%). Este
efecto observado puede ser debido a una menor masa muscular, consecuencia de la disminucion

de la ingesta y del peso muscular en ambos lotes carentes (Tabla 4),

5.2.3. 3-METILHISTIDINA EN ORINA

La 3-metilhistidina esta integrada en la actina y miosina de las fibras musculares
(JOHNSON y PERRY, 1970). Se forma por modificaciones translacionales de ciertos residuos de
histidina de la cadena polipeptidica (YOUNG y col., 1972). Después de [a liberacion durante la
degradacion proteica, la 3-metilhistidina no puede ser reutilizada para la sintesis proteica en el
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musculo, puesto gue el tRNA especifico para este aminoacido es deficiente (YOUNG y col., 1972).

Se considera que no se metaboliza y que es rapidamente excretada por orina (LONG y col., 1975).

La metilacién de |a histidina en la actina y miosina ocurre sdlo después de que la
actina y la miosina hayan sido sintetizadas en el misculo. Cuando la proteina miofibrilar es
catabolizada, la 3-metilhistidina es excretada por orina y proporciona un indice de medida de la
degradacion de la proteina muscular. El musculo es el reservorio de la 3-metilhistidina en el

organismo, y es excretada por orina en un periodo corto de tiempo (MUNRO y CRIM, 1988).

Puesto gue mas del 90% del "pooi” de 3-metilhistidina estd localizada en el misculo
esquelético, la excrecion urinaria de 3-metilhistidina es consecuencia del catabolismo de la proteina
miofibrilar y se ha asociado en multiples estudios con pérdida de nitrogeno (BALLARD y TOMAS,
1983).

Los aminodcidos que se liberan durante el catabolismo intracelular de las proteinas
pueden ser reutilizados para ia sintesis proteica de la célula, lamado reciciaje aminoacidico
intracelular, o pueden ser transportados a otros drganos donde entran en las rutas de anabolismo
proteico, llamado reciclaje intercelular (SCHOCH y col., 1990). El reciclaje de aminoacidos es un
proceso hormal e importante en la econormia de los amineacidos del crganismo y varia con el estado

nutricional.

Para el estudio del catabolismo proteico se necesita un aminoécido que no esté
sujetc a ofra via metabdlica diferente a ia del catabolismo proteico en los diversos estados
fisiologicos y patolégicos y que sea aplicable a estudios en humanos. Asi, se ha estudiado la utilidad
potencial de la 3-metilhistidina como indicador del catabolismo proteico muscular “in vive® en

animales de experimentacion y en humanos (YOUNG y MUNRQ, 1978).

Sin embargo, se ha demostrado que la dieta puede afectar a la tasa de eliminacion
de la 3-metilhistidina. Asi, GARLICK y col. {(1975) y MILLWARD v col. (1976), utilizando infusiones
continuas de aminoacidos marcados isotépicamente, han demastrado grandes alteraciones en las
tasas de sintesis y de catabolismo proteico en el masculo como respuesta a los cambios en el

aponte de proteina y energia de la dieta, asi como con alteraciones del balance hormonal.

Una dieta restringida en proteina produce un descenso rapido de la pérdida de 3-
metilhistidina, aumentando después de una realimentacion (HAVERBERG y col., 1975b). Sin
embargo, GARLICK y col. (1875) observan que una ingasta restringida lfeva a una disminucién del
catabolismo proteico muscutar rapida y progresivamente. No se conoce la razén de estas diferentes
observaciones. Mas tarde, YOUNG y MUNRO (1378) observaron que una dieta con restriccion tanto

proteica como energética preduce una disminucion en la gliminacion de 3-metilhistidina, y es mayor
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durante la primera fase de una repleccion nutricional. Sin embargo, al continuar la rehabilitacién,

aumentaba la eliminacidn del aminodcido.

La excrecidn de 3-metilhistidina en nifios con malnutricién (kwashiorkor y marasmo)
es menor gue en nifios bien nutridos de la misma edad (NARASHINGA RAO, 1985). YOUNG y
MUNROQO (1978) estudiaron la recuperacion en nifios con malnutricién proteico-energética,
observando que la eliminacion de 3-metithistidina es baja al principio de la recuperacién, pero si
continla hay un aumentc progresivo, lo cual implica un aumento en el "turnover" proteico muscular.
Ellos concluyen que la sintesis de proteina estd disminuida en animales alimentados con dietas
carentes en proteina y, posiblemente, en los nifics malnutridos la menor tasa de catabolismo
proteico muscular puede tormarse como una adaptacion, favoreciendo el mantenimiento del balance

entre la sintesis y el catabolismo en este tejido.

Estudios en rata han demostrado que la 3-metiihistidina de la regién esplacnica
constituye el 20-40% de la excrecion urinaria total de la 3-metilhistidina en situacién normal
(MILLWARD vy col., 1983a), pero mas recientemente, SJOLIN y col. (1989), han observado que
menaos del 10% de la excrecion urinaria de 3-metilhistidina se origina a partir de la regidn esplacnica y

gue el musculo esquelétice es la fuente pringipal.

Se ha demostrado en la rata que hay un metabolismo extenso y dependiente de la
edad de 3-metilhistidina a su derivado N-acetilado y que es necesaria una hidrolisis acida de la orina

antes del andlisis de la 3-metilhistidina (YOUNG y cal., 1972).

En este experimento, al someter las ratas a dietas deficientes de Phe+Tyr+Trp y
esta dieta con un 50% menos de energia (Tabla 2) no se observaron variaciones importantes
durante la experiencia. Unicamente el dia 10 hay un aumento de la 3-metilhistidina urinaria en el lote
Il (184%) con respecto al control y una disminucion en el lote 1l el dia 10 con respecto al dia 4 (82%).
Si se comparan los lotes Il y IV se observa un aumento el dia 10 y una disminucion el dia 14 en el
contenido de 3-metilhistidinag; este aumento el dia 10 es debido a la disminucién de la ingesta y no a
la falta de aminodcidos aromaéticos en la dieta. Estas observaciones concuerdan con las de
HAVERBERG y col. (1975b), ya que la restriccion de energia produce un mantenimiento o incluso
un ligero aumenio de Ia eliminacién de 3-metiihistidina ei dia 4 y disminucién el dia 10, tai vez
porgue el turnover proteico esta aumentado el dia 4 y el dia 10 la pérdida de proteina es tan grande

que la eliminacion de 3-metilhistidina se reduce.
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5.3. COLESTEROL, GLUCOSA, INSULINA Y RELACION
INSULINA/GLUCOSA PLASMATICOS

5.3.1. COLESTEROL

La homeostasis det colesterol depende de la interaccidn enire la edad, el "turnover”
de colesterol y la calidad y cantidad de la proteina dietaria (GIBNEY, 1982; SUGANO, 1983).

Al aumentar la edad del individuo, el turnover del colestercl se reduce, dando lugar
a una elevacion del nivel de colesterol sérico (KRITCHEVSKY, 1980). Ei efecto de la calidad y
cantidad de la proteina dietaria sobre el metabolismo del colesterol parece depender del colesterol
dietario (EKLUND y SJOBLOM, 1986). A esto se afiade el hecho de que la proteina de la dieta
modifica la produccion de &cidos grasos (fosfolipidos y eicesanoico) en los tejidos (SUGANO v col,,
1988).

En este trabajo se pretende detectar el efecto que produce sobre el metabolismo
del coiesterol la administracion de dietas carentes de aminoacidos aromaticos. Estas dietas que
estan libres de colesterol y estan constituidas por una mezcla de aminodcidos cristalinos carentes

de Phe+Tyr+Trp, producen un efecto hipocolesterclémico corno puede apreciarse en la Gréafica 1.

El colesterol plasmatico (Tabla 3) no varia en los lotes control a lo largo del periodo
experimental. Ai observar el efecto producido por ambas dietas carentes, se aprecia que hay una
disminucion de los niveles de colesterol plasmatico al final de la experiencia en ambos grupos
carentes, &l dia 14 para el lote Il y el dia 10 para el lote 1! (32% y 44%, respectivamente), respecto al
grupo control. Esta disminucién observada en ambos lotes se debe tanto a la falta de aminoacidos
aromaticos en la dieta como a la disminucion de la ingesta, como puede apreciarse al comparar los
lotes Il y IV el dia 14. £n el lote lll, Ia disminucidn del colesterol se debe principalmente a la reduccién
energética de la dieta. La disminucion observada en ambos lotes carentes se debe mas a la
restriccion energética impuesta que a (a falta de aminodcidos aromaticos y disminucion de la ingesta:

que padecen fog animales.

Finalmente, hay que destacar la correlacién cbservada por SUGANO vy col. (1983)
entre la concentracidon de insulina plasmatica y ei nivel de colesterol sérico. El descenso encontrado

en ambos parametros en nuestro trabajo apoyan esas observaciones.
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5.3.2. GLUCOSA, INSULINA Y RELACION [INSULINA/GLUCOSA

La malnutricion severa produce intolerancia a la glucosa, debido a un descenso en
la secrecion de insulina 0 a la resistencia a esta hormona (SMITH y col., 1975). También PUGLIESE

{1990) sefiala que tanto la glucosa como la insulina disminuyen en sangre por malnutricion o ayuno.

A pesar de que la mainutricién cronica se ha asociado con hipaglucemia (SLONE y
col., 1961) el disefc experimental al que se someten estos animales (menor duracién e intensidad
del tratamiento), permiten el mantenimiento de niveles plasmaticos de glucosa similares a los

presentados en el mismo dia por el lote control (Gréfica lI).

La baja respuesta de insulina para la carga de glucosa esta igualada en ratas
restringidas en alimentos par una tolerancia normal & la glucosa (ESCRIVA y col., 1992). Estos datos
concuerdan con QKITCLONDA y cal, (1987) y se podria explicar por un aumente en la sensibilidad
a lainsulina por estas ratas con restriccion dietaria ( OKITOLONDA y col., 1988; ESCRIVA vy col,,
1990).

Las rutas metabdlicas que contribuyen a la produccién de glucosa son
probablemente diferentes en los controles (glucogenolisis principalmente)} y en ratas con restriccién
de alimento (principalmente gluconeogénesis) y se ha propuesto gue la gluconeogénesis es

menos sensible a la inhibicién de la insulina que la glucogenolisis (CHIASSON y col., 1976).

En la tabla 3 y en la Gréfica |ll se observa que los niveles de glucosa en plasma no
sufren variacion a lo largo del proceso experimental en el lote control. En &l lote Il hay un descenso
del 28% el dia 14. Este descenso no es muy drastico debido a la glucogenolisis de las reservas del
glucégeno hepatico y muscular, que por transaminacion de los aminodcidos de cadena ramificada
producen glutamina y alanina, siendo transportados al higado y siendo fuente la alanina como
sustrato para la gluconeogeénesis y la giutamina como producto detoxificante del amoniaco (FELIG v

col., 1970), ademas de un mayor contenido de hidratos de carbono y grasas en la dieta de este lote:

La disminucion de la glucosa que se produce en ambos lotes carentes, pero sobre
todo en el lote 1li el Gltimo dia del proceso experimental, es debido al agotamiento del glucdégeno
hepatico vy de las reservas proteicas musculares que no pueden suministrar los aminoacidos
gluconeogénicos suficientes para mantener la glucemia en los niveles normales; por elio la

mortalidad de los animales es muy grande, sobre todo a partir del dia 12.
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ESCRIVA y col. (1992) demastraron gue en ratas con restriccion en la ingesta de
alimentos, la respuesta a la secrecion de insulina disminuye. Puede ser debido a cambios en la
ultraestructura en las células beta del pancreas (WEINKOWE vy col,, 1877) 0 a un aumento en la
concentracion de somatostatina que YOUNQOSZAL y DIXIT (1980) encontraron en ratas con

deficiencia proteica.

La malnutricién proteico-caldrica puede inducir un dafio persistente en las celulas

beta del pancreas, con un progresivo deterioro de su funcion (ESCRIVA y ¢col., 1992).

La insulina favorece la entrada de aminodcidos en las células, la sintesis proteica y la
tasa de RNA y DNA en musculo, adn en ausencia de giucosa; disminuye la gluconeogénesis
hepatica, aminora los requerimientos hepaticos de aminodcidos v la liberacion de aminodcidos por el
muisculo. Con falta de insulina decrece la formacién de polisomas, y los ribosomas traducen peor los
mRNA con deterioro de la sintesis proteica (FLAKOLL y col., 1989).

En nuestro experimento, los niveles de insulina plasmatica (Tabla 3 y Grafica HI) no
varian en el lote control a lo largo del periodo experimental. Sin embargo, en ambos lotes carentes
se produce una marcada disminucion para el lote Il del 70%, 77% y 84% los dias 4, 10y 14
respectivamente; para el lote lll, la disminucion observada fue del 73% y 82% los dias 4 y 10
respectivamente. Estos resultados estdn en concordancia con los observados por otros autores
(MUNOZ-MARTINEZ y col., 1992) y se deben por igual a la disminucion de la ingesta y a la falta de
Phe+Tyr+Trp y energia en la dieta; la disminucién es mas efectiva por la falta de Phe+Tyr+Trp v

menor energia de la dieta.

Debido a las acciones opuestas de la insulina y del glucagdn en el higado, ya que la
glucosa suprime la secrecion de glucagon, mientras que estimula la secrecion de insulina, UNGER
(1985) sugirio gue la relacién molar insulina/glucosa, mejor que la concentracion de cada hormona
por separado, gobierna la homeostasis, en su conjunto, de la glucosa. Mientras que la
administracién de glucosa normalmente suprime la secrecién de glucagon, la hipoglucagonemia no
es necesaria para una normal dispesicion de glucosa, con tal que la secrecion de insulina sea normal
(SHERWIN y col., 1976).

La disminucion de la glucosa que se observa en ambos lotes carentes, sobre todo
en el lote Ill y la disminucion de la insulina que se produce mas drasticamente, hace que la relacion
insutina/glucosa (Tabia 3), indice que determina fa sensibilidad de las células beta a la glucosa, sea
poco imporiante al final de la experiencia en el lote 1l y no varia en el lote |li, debido a una falta de
sensibilidad por la baja concentracion de glucosa y al deterioro de las células beta para secretar

insulina. La disminucién de esta relacion también es remarcada por HEARD y col. (1877} en ratas
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jovenes alimentadas con dietas bajas en proteinas, considerando la disfuncidon de las células beta
del pancreas como posible responsable de este resultado. WANG vy col. {1988) observaron una
asociacion entre la edad y una situacion de restriccion energética como un descenso importante de
la tolerancia a la glucosa debido, prebablemente, a una menor sensibilidad de las células beta del
pancreas y a una mayor sensibilidad de los tejidos periiéricos, de ahi la disminucidn de los niveles

de glucosa en sangre el dia 10 en el lote 11

5.4. EFECTO DE LA CARENCIA DE PHE+TYR+TRP Y
PHE+TYR+TRP Y ENERGIA SOBRE EL CRECIMIENTO
MUSCULAR

5.4.1. MODIFICACIONES EN EL PESO DEL MUSCULO
GASTROCNEMIO Y PROTEINA SOLUBLE DEL MISMO

La deficiencia dietaria de proteina y energia influye sobre el peso del animal,
dependiendo de la edad, calidad de ia proteina y el tiempo de administracion de la dieta (CHEREL y
LE MAHO, 1981), de forma que cuanto menor sea la edad del animal, mayor sera el efecto de la

alteracion nutricional en su organismo.

Los estudios de MERTZ (1972) indican que, en caso de malnutricion, el organismo
reserva l0s tejidos con mayor tasa metabdlica (tejidos viscerales excepto el higado, en el que
disminuye el contenido proteico aun teniendo un alto metabolismo), degrandando con mayor
rapidez los tejidos con una tasa metabdlica lenta, como son el misculo y la piel, que al mismo tiempo
son los mas abundantes (MURILLO y col., 1891).

El crecimiento se produce en una primera fase por aumento de la sintesis de DNA y
de proteinas, representando una mayor division celular y aumento del nimero de células. El tamafio
de estas ceélulas se mantiene constante, denominédndose a este proceso hiperplasia. En la
siguiente fase las células se dividen mas lentamente, reflejando una disminucidn en la sintesis de
DNA. Las proteinas se siguen formando en una proporcidn mas elevada, aumentando el volumen
de la célula; a esta fase se denomina hipertréfica y en ella, la relacién proteina /DNA aumenta. En la

rata esta hipenrirofia aparece a partir del dia 90 (MUNRO, 1964).
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Si durante la hiperplasia se administra una dieta carente, el ndimero de células se
reduce ya que la division celular es mas lenta. En consecuencia, se produce una disminucion en el
contenido de DNA, RNA, enzimas, sintesis proteica, tamafio celular y peso del drgano (SINGH vy
col., 1990). Estas alteraciones son irreversibles, incluso con el suministro posterior de una dieta
adecuada. Si la dieta carente se administra en la fase hipertrdfica, es decir, tras los primeros 90 dias

de vida de la rata, se recupera el crecimiento con una dieta adecuada.

Al igual que sucedio con ei peso corporal, ocurre con el peso del musculo
gastrocnemia que aumentd en el lote contral (Tabla 4 y Gréfica V) desde el dia 4 al 14, siendo del
40% vy del 58% los dfas 10 y 14 con respecto al dia 4. En cambio, en ambos grupos carentes hubo
una reduccion del pesc muscular, siendo al final de la experiencia del 46% para el lote |l el dia 14 y
dei 48% en el lote 11 el dia 10.

£l aumento del peso muscular del lote control a o largo de la experiencia se debe a
gue sen ratas en periode de crecimiento. Ademas, el crecimienio muscular esta relacionado con
medificaciones en la sintesis y degradacion proteica, predominando ia primera en relacién con la
segunda, y coincidiendo con las variaciones paralelas en las concentraciones libres de insulina y de
triyodotironina (T3) (JEPSON vy cal., 1988).

Como se puede observar, la ingesta energética no tiene una clara influencia en el
crecimiento muscular, que es estimulado por el contenido proteico de la dieta con incremento del
contenido de RNA, de acuerdo con los datos de JEPSON y col. (1988). Tanto la insulina coma la To
tienen un efecto positivo en el turnover proteico muscular; la insulina estimula la actividad del RNA,

bajos niveles de T3 estimulan el contenido de RNA vy altos niveles incrementan |a proteolisis.

Estos datos coinciden con los de MARTINEZ y col. {1987), quienes encueniran una
disminucion en el peso del masculo gastrocnemio en ratas alimentadas con proteina de baja
calidad, debido a una disminucién de la sintesis proteica. Esta disminucidn se debe a la reduccién
de |a actividad del RNA muscular (protelna/RNA), segin FONG y col. (1989).

El peso relativo del mitsculo gastrocnemio (Tabla 4) no varia durante el proceso
experimental en fos diferentes grupos ni al comparar los grupos carentes con el control los distintos
dias del experimento. La respuesta general del misculo a la carencia de Phe+Tyr+Trp y esta dieta
con un 50% de restriccion energética, es una reduccion de la sintesis proteica que va acompanada
de una disminucion de la proteclisis, que es mencr en ratas con restriccion energética (MILLWARD
y col., 1978). Por ser el peso del misculo gastrocnemio un buen representante de las variaciones
de la masa muscular, en general, afecta al peso del animal de forma paralela, por lo que el peso

refativo no se modifica.
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Un prerrequisito esencial para la utilizacién de proteina extracelular es su
degradacion. Las proteinas exiracelulares pueden entrar en la célula por endocitosis y ser
degradadas por las proteasas lisosomales (MORTIMORE y POSO, 1984). Otra posibilidad de
degradacién de las proteinas plasmaticas se debe a las proteinasas asociadas a las membranas
celulares, degradando péptidos en su superficie (BEYNON y BOND, 1986).

El contenido proteico soluble muscular (Tabla 4 y Gréfica IV) no varia en & lote
control y disminuye en los lotes carentes, siendo esta disminucion de un 68% y 60% en los lotes i y
[if el dia 4; de un 45% y 38% en los lotes Il y il el dia 10 y de un 53% el Iote i el dia 14 con respecto al
lote control esos dias. Estos datos coinciden de nuevo con los de MARTINEZ y col. (1987) y
JEPSON y col. {1888), en donde observan una menor sintesis proteica en ratas alimentadas con
dietas de baja calidad. Al comparar los lotes li y IV que diferencian el efecto de la dieta carente de
amincacidos aromdticos con el efecto de la disminucion de |a ingesta, ambaos lotes provocan por
igual la disminucion del contenido proteico soluble, e igualmente sucede por la reduccién del

contenido energético.

5.4.2. MODIFICACIONES PRODUCIDAS EN EL CONTENIDO DE
DNA, NUMERO DE NUCLEOS, TAMANO CELULAR,
ACTIVIDAD ENZIMATICA DNAsa ACIDA POR ORGANO Y POR
mg DE PROTEINA Y RELACION DNAsa/DNA

Enel ‘musculo de animales en periodo de crecimiento se observa un aumente en el
contenido de DNA. La malnutricion disminuye la cantidad de &cidos nucleicos (SINGH y col., 19980).
Tanto el déficit proteico como el proteico-energético modifica la sintesis del DNA, RNA y la
capacidad de sintesis proteica (RNA/proteina) en miusculo, interviniendo como moduladores
algunas enzimas lisosomales, la tasa de insulina, corticoides, somatotropa, tiroxina y la

concentraciéon de aminoacidos libres en plasma.

Cuando las concentraciones de aminodacidos son bajas en ratas que son
alimentadas con dietas bajas en proteina, la amincacil-tRNA sintetasa funciona en el mtisculo con
una baja actividad. En el musculo, la sintesis proteica estd deprimida como consecuencia de la baja
ingesta proteica y los factores de iniciacion en union a la subunidad 405 ribosomal son muy bajas
(FLAIM v col., 1982). Esto sugiere gue la baja capacidad de iniciacion de la sintesis proteica es un
mecanismo adaptativo a la carencia de aminoacidos, producigndose también una disminucion de la

proteolisis con una reduccicn de los procesos lisosomales y no lisosomales ATP-dependientes.
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Aungue los amincécidos fenilalanina, tirosina y triptofano no son metabolizados en el musculo, sf

son utiiizados en la sintesis proteica del mismo.

La tasa de DNA en musculo gastrocnemio no se modifica en el grupo conircl a pesar
de ser ratas en periodo de crecimiento (Tabla 5 y Grafica V}. Lo mismo sucede en los lotes 1l y 11 los
distintos dias, aunque se aprecia una ligera disminucién frente al control el dia 4 en ambos lotes
carentes. La ligera disminucion ese dia en los lotes i v Hll se debe a un aumento de la degradacién
por mayor actividad DNAsa por mg de protelna e inhibicion de la sintesis. Este efecto es mayor por

la deficiencia energética impuesta que por Ja falta de aminodcidos aromaticos en el dieta.

En estudios en donde se restringe la proteina y la energia en la dieta, se inhibe la
sintesis de DNA en el musculo, y la sintesis de DNA es mas sensible a la deficiencia proteico-
energetica que a la proteica. No obstante, no se cbserva pérdida de DNA en estas condiciones

experimentales, resultados que concuerdan con los de TRENKLE {1874).

Numeroseos estudios han descrito el efecto de la malnutricién sobre el crecimiento
dei musculo esquelético en la rata. La malnutricion durante el pericdo de crecimiento, provoca una
disminucion de la tasa de sintesis de DNA en el misculo esquelético (HOWARTH, 1972). En &l
musculo de ratas jdvenes alimentadas con una dieta baja en calorias y proteinas, HILL y col. (1970)
encontraron una marcada reduccién tanto en el contenido de DNA como en la fraccion
proteina/DNA (tamafio celular). Por €l contrario, cuando a los animales se les restringe ias calorias
pero la dieta tiene un contenido proteico adecuado, hay una menor reduccion en el crecimiento
muscular o en el ndmero de nlcleos. En estos animales, la fraccidn proteina/DNA es normal, e
incluso la reduccidn dJe la ingesta caldrica puede afectar a la replicacidn del DNA, pero la reduccion

de calorias y proteinas tiene efectos méas serios en la sintesis intracelular de proteinas.

HOWART (1972) muestra que la acumulacién total de DNA en el muasculo
gastrocnemio esta directamente relacionado con el contenido proteico de la dieta, y no se observa
aumento en el DNA muscular durante los 14 dias en los que las ratas fueron sometidas a una dieta
libre de proteina, aunque el tamano celular esta disminuido. Estos resultados han sido

posteriormente confirmados por NNANYELUGO (19786).

Las fases del crecimiento muscular comienzan por una fase de hiperplasia simple,
con un incremento proporcional del peso, contenido proteice y de DNA. El ndmero de célutas
aurnenta, mientras el tamafo de las células individuales no cambian. Esta fase finaliza cuando la tasa
de sintesis neta de DNA comienza a erlentecerse, mientras que el peso y el contenido proteico
continian aumentando en la misma proporcion, resuitando una fase transicional de hiperplasia e

hipertrafia concomitantes, la cual dura hasta la parada de la sintesis neta de DNA. Despues, el
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crecimiento €5 mas bien por hipertrofia. Finalmente, cuando el peso se estabiliza y se detiene la
sintesis neta de DNA, el crecimiento termina (WINICK y NOBLE, 1865),

En cuanto al nimero de nicleos (Tabla 5 y Grafica V), no se chserva ninguna
variacion significativa a lo largo de todo el proceso experimental en los 3 lotes, ni al comparar los
lotes carentes frente al Iote control los distintos dias {normoplasia), siguiendo la misma tendencia

que el DNA.

Respecto al tamano celular o unidad de masa por célula (Tabla 5}, en €l lote conirol
ho se modifica significativamente. Al comparar el efectc de ambas dietas carentes con el de la dieta
control, ef tamano celular no varia en el lote Il. En el lote 1l hay un descenso significative el dia 10
respecto al dia 4 {100%). Este efecto se debe a la disminucién del peso del misculo a lo largo del

proceso experimental como consecuencia de la deficiencia de aminoacidos aromaticos en la dieta.

La actividad DNAsa (Tabla 6 y Grafica V) aumenta en el lote control a lo largo de la
experiencia por érgano, pero no por mg de proteina, mientras que en el grupo Il aumenta tanto por
organo como por mg de proteina el Ultimo dia de ia experiencia. En el lote con déficit energético

disminuye, aunque no de forma significativa.

Si se comparan con el control los efectos de las dietas carentes de aminoacidos
aromaticos sobre la actividad DNAsa acida, solamente aumenta por mg de proteina (Tabla 6) el dia 4
en un 268% y 225% ese mismo dia por déficit energético, afectando por igual la faita de
aminoacidos aromaticos en la dieta, la disminucién de la ingesta y la falta de calorias en la dieta.

Estos valores se igualan al control el dia 10.

-

La actividad DNAsa por célula muscular (DNAsa/DNA) aumenta al final de la
experiencia en el lote 11 y disminuye en el lote 1il (Tabla 6). Si se comparan ambos lotes carentes en
los distintos dias frente al control, tiende a aumentar dicha actividad en el lote |l y disminuye por
déficit energético en el lote I, debido a la falta de aminodcidos aromdticos en la dieta en el primer
caso, v a la falta de aminodcidos aromaticos y energia en el sequndo, aungue los valores estudiados

no son significativos en estas condiciones experimentales.

No obstante, ARRUDA VEIGA vy col. (1992) observan que la malnutricién proteico-
caldrica en el periodo de crecimiento causa una reduccion drastica del peso corporal, contenido de

DNA, BNA vy proteinas, reduciéndose el tamarfio y el nimero de células.
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5.4.3. VARIACIONES EN EL RNA TOTAL, RNA/DNA, RNA/PROTEINA
Y ACTIVIDAD RNAsa ACIDA

El contenido de RNA es proporcional al volumen de la célula (NAKAHARA vy col.,
1990; SINGH y col., 1990), depende del DNA disponible para su sintesis (SINGH y col., 1930) v es
un parametro muy sensible al contenido proteico de la dieta, constituyendo un factor esencial en las

modificaciones en a sintesis proteica a corto plazo (CORTAMIRA y col., 1991).

La tasa de sintesis de RNA aumenta durante el periodo prenatal y alcanza su
maximo algun tiempo después del nacimiento. La cantidad de RNA celular puede variar no sélo
como resttado de cambios en la sintesis, sino también como resultado de cambios en la tasa de
degradacién (ROZOVSKI y col., 1978) y por alteracicnes en el transporte desde el nicleo al

citoplasma.

La sintesis proteica esta relacionada con el contenido de RNA de cada célula
asociada al ndcleo. El contenido de RNA de un tejido, o la relacion RNA/proteina es un buen
indicador de la sintesis proteica en él (CASPERSSON, 1950). Ademas, se puede anadir que la
mayor parte del RNA contenido en un tejido es ribosomal y su concentracién refleja la tasa de

sintesis proteica "in vivo".

La tasa de elongacion (aminodcido incorporado al ribosoma por segundo), aungue
es similar en varios tejidos, depende del ndmero de ribosomas activos (polisomas). Asi, las
elongaciones mas rapidas estarian acompafiadas por pocos ribosomas actives (misculo) y las mas

lentas por muchos mds ribosomas activos {cerebro).

Durante el crecimiento, hay reducciéon de la actividad del RNA en musculo
{MILLWARD vy col., 1975), siendo la incorporacion de amincacidos mas baja en los ribosomas del

musculo de la rata cuando incrementa su edad.

La actividad de la BNA polimerasa dependiente del DNA esta incrementada en la
rata después del nacimiento, aumentando el contenido de ribosomas por célula, pero después del
crecimiento postnatal y del desarrollo no se producen cambios hasta los 550 g de peso corporal. En
la rata hay pocos cambios en higado y musculo, pero si hay una caida en el cerebro de ratas viejas
(WINICK y NOBLE, 1968), LEWIS y WINICK (1978} observan que una alimentacién a corto término
con una dieta baja en protefna, conduce a una estimulacion del nicleo para sintetizar y procesar

mas rapidamente el RNA nuclear y nucleoplasmico.
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La discrepancia existente entre un descenso en el contenido de BNA y un aumento
an la sintesis de RNA durante la malnutricion pueden ser explicadas por una tasa incrementada de la
degradacién del RNA, reflejada por una actividad aumentada de la ribonucleasa (ROSSC y WINICK,
1975}

En nuestro experimento, el contenido de RNA por érgano (Tabla 7 y Grafica V1) no
se modifica en el lote control a lo largo de la experiencia, observandose un ligero aumento el dia 14
debido a que son ratas en periodo de crecimiento. La disminucién de los niveles de nucleétido en
el 6rgano total con respecto al control, se cifra en un 36% y 33% para los lotes Il y Il el dia 4, 38% y
53% para los lotes |l y lll el dia 10, y del 51% el dia 14 para el lote 1. La disminucion del contenido de
RNA en el lote Il se debe a la falta de aminoacidos aromaticos en el dieta, como se observa al
comparar los lotes Il y IV los distintos dias de la experiencia. El contenido de BNA en el musculo en
el lote 1il los dias 4 y10 se reduce mas por falta de energia en la dieta. Estos resultados estén de
acuerdo con GOENA vy col. (1988), quienes sefalan el descenso en el contenido de RNA en el
musculo de ratas alimentadas con dietas deficientes en aminodcidos respecto a los controles
alimentados con caseina, pudiendo anadir que tanto la falta de amincacidos aromaticos como el
déficit energético afiadido provocan una reduccién mayor de la sintesis del RNA que de su
catabolismo ya que la actividad RNAasa tiende a disminuir tanto por drgano comao por mg de

proteina, segun se discutira mas adelante.

MILLWARD vy col. (1974a) sugieren que los cambios en la concentracion de RNA en
el musculo de ratas en ayuno podrian seguir un esquema similar a lo gque ocurre en el higado,
siendo controlados principalmente por cambios en la tasa degradativa, aunque en el musculo
desciende el catabolismo proteico cuando existe pérdida de RNA en estados deficitarios. Esto
significaria que la regulacién se obtendria mediante un descenso en la sintesis (MILLWARD y
WATERLOW, 1978). JEPSON vy col. (1988) encuentran una correlacion positiva entre la proteina
de la dieta y la concentracion de RNA en el misculo, aungue la evidencia de que los aminoacidos
estimulan los niveles de ribosomas musculares es todavia escasa (McLENNAN y col., 1987,
JEPSON vy col., 1988). '

La relacion RNAJ/proteina (Tabla 7 y Gréfica VII} aumenta significativamente en el lote
control como consecuencia del aumento del RNA a lo largo del periodo experimental. Al comparar el
efecto de la dieta |l respecto al control, aunque no hay variacion significativa, se observa un aumento
de un 112%, 64% y 28%, respectivamente, debido al descenso de proteina esos dias. El dia 14, la
relacion es menor por el aumento del contenido proteico. En &1 lote [ll se observa un aumento con
respecto al lote control que, aunque no es estadisticamente significativo, es del orden de un 80%

el dia 4 debido a la disminucidén del RNA y una disminucion del 27% el dia 10. Estos resuitados
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estan de acuerdo con los obtenidos por MILLWARD vy col. (1974a), al observar una disminucién de

esta relacion en ratas alimentadas con dietas carentes de proteina.

L.a reduccién que se produce en la potencialidad funcional de la célula se relaciona
con el bajo contenidc de RNA del drgano en las ratas deficientes. En este sentido, JEPSON vy col.
{1988} sefalan descensos en la relacion RNA/proteina en muisculo de ratas alimentadas con una

dieta carente de proteina, como consecuencia de una reduccidn de la sintesis de RNA.

Ademas de la disminucién de los niveles de RNA por 6rgano, se produce un
descenso en el contenido del nucledtido por célula, el cual se relaciona directamente con el nivel
de sintesis proteica muscular, a la vista de la evolucion de la relacidn RNA/DNA o tasa de
acumulaciéon de RNA por celula (Tabla 7 y Grafica V1I), Esta relacién se mantiene en el lote control,
pero hay una ligera pérdida en el lote il de un 23%, 38% y 21% los dias 8, 10 y 14, respectivamente,
siendo de un 38% para el lote |l el dia 10, debido a la falta de aminoacidos aromaticos en la dieta
{lote ll-lote lil) de acuerdo con SANTIDRIAN y col. (1988), quienes encuentran descensos en la

relacién RNA/DNA en musculo de ratas alimentadas con dietas carentes en aminoacidos esenciales.

Estos datos confirman los encontrados por MILLWARD vy col. (1974a), quienes
sefalan una reduccién de la relacion BNA/DNA durante la restriccion proteica y ayuno. Estos
autores también observan coémo los cambios en el RNA muscular, expresados por la relacion
RNA/DNA, son paralelos a las modificaciones que se producen en la insulina plasmdtica, lo cual

también coincide con nuestros datos, reflejando la funcion de la hormona en la sintesis de RNA.

Experimentos en ratas muestran que hay una disminucion tanto en la sintesis como
en |la degradacién con bajas ingestas proteicas. La disminucién de la sintesis se produce cuando
hay una disminucién en la concentracion celular del RNA ribosomico (ratic RNA/DNAY), segin
GARLICK y col. {1975). El descenso de la capacidad de sintesis proteica se relaciona directamente
con la disminucidn de la actividad de RNA (gramos de proteina sintetizada por gramos de RNA y por

dia), caracterizada en dietas sin proteina (JEPSON y col., 1988).

Esta reduccién del contenido de RNA puede, de igua! forma, relacionarse con los
bajos niveles de insulina encontrados en los animales de experimentacion, debido a la ya conocida
accion estimuladora de la hormona sobre [a sintesis proteica muscular en la fase de traduccion
(JEFFERSON, 1980; JEPSON y col., 1988).

Por otra parte, la observacion de los resultados obtenidos en relacion a la actividad
RNAsa (Grafica 8), con reduccién del 7% y 71% en el lote li los dias 10 y 14, respectivamente, y del
39% en el lote 1ll el dia 10, induce a pensar que los bajos niveles de RNA ya mencicnados son el

resultado de una disminucion de su sintesis y no a un aumento del catabolismo.
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La reduccion de [a actividad catabdlica enzimatica RNAsa por mg de proteina {Tabla
8), los dias 4 y 14 en el lote Il y en los dias 4 y 10 en el lote Il!, puede interpretarse como un intento
de mantener la tasa de RNA, predominando mas la reduccion de la sintesis que el aumento del

catabolismo enzimatico.

La relacion RNAsa/RNA (Tabla 8), o actividad enzimatica por mg de RNA, no se
modifica a lo largo de la experiencia en 1os tres lotes. Unicamente se observa un aumento el dia 4 en
ambos lotes carentes respecto al lote control, que fue de 235% para el lote 11 y de 185% para el lote
IIl ese dia, debido a una mayor actividad inducida por falta de aminoacidos aromaticos en la dieta,

igualdndose a los controles a partir de dicho dia 10.

La razon RNAsa/DNA (Tabla 8) indica la actividad RNAsa por célula muscular; tiende
a aumentar en el lote control a lo largo del proceso experimental y a reducirse en los lotes carentes.
Existe un aumento de dicha actividad el dia 4 en ambos lotes carentes por falta de aminoécidos
aromaticos en la dieta y falta de energla, slendo del 128% en el lote Il v 178% en el lote llL. Al final de
la experiencia disminuye dicha actividad por céluia en el lote |l ¢l dia 4 y en el lote lll el dia 10, debido

también a [a falta de aminoacidos aromaticos en |a dieta y al deficit energético.

5.4.4. EFECTO SOBRE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS
LISOSOMALES HIDROLASAS: FOSFATASA ACIDA,
FOSFATASA ALCALINA Y BETA-D-GLUCURONIDASA POR
ORGANO Y POR mg DE PROTEINA

-

ROBINSON y KARNOVSKY (1983), han demostrado que las estructuras de la
fosfatasa acida, que se presume estan en los lispsomas, son mas numerosas en el muasculo de lo

que se crefa anteriormente.

La respuesta de la mainutricién impuesta por la carencia de aminoécidos en la dieta
se traduce también en cambios en la actividad enzimdtica hidroldsica. En este sentido, algunos
autores han observado modificaciones en la actividad de enzimas de tejidos y érganos animales,
como consecuencia de la deficiencia o del exceso de aminoacidos esenciales en la dieta (TEMLER
y col., 1983).

En estudios para determinar si la fosfatasa alcalina del suero humano esta influida
por la dieta, WEIL y RUSSELL (1940), observaron en ratas en ayuno durante 8 horas un marcado
descenso de la fosfatasa alcalina en suero, confirmado por BODANSKY (1934) en perros. En

personas no hay cambios significativos en la fosfatasa alcalina en suero tras 18 horas de ayuno, tras
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una comida con elevada concentracion de proteinas, o tras 40 horas de ingesta de una dieta alta en

grasa.

Tanto la fosfatasa dcida como la alcalina catalizan la hidrdlisis de una amplia variedad
de fosfomonoésteres. Especificamente, la fosfatasa alcalina libera fosfato inorgdnico de un éster
fosfato organico con ta consiguiente produccidn de un alconol; la fosfatasa 4cida necesita un medio
acido (pH = 4.5-7.0) y cataliza la hidrdlisis de varios monésteres ortofosféricos para dar lugar al

correspondiente alcohot y un fosfato inorganico.

En malnutricién, la fosfatasa alcalina esta disminuida en plasma (McLEAN, 1966).
También existen descensos en la actividad fostatasa alcalina en distintas condiciones patolagicas

como en hipetiroidismo, hipofosfatemia, kwashiorkor, cretinismo y anemia severa,

Las actividades fosfatasa acida y alcalina por érgano (Tabla 9 y Gréfica VII), no se
modifican a lo largo del periodo experimental tanto en el lote control como en ambos lotes carentes
il y lll. Si se comparan dichas actividades de ambos (otes carentes frente al control, se observa una
disminucion del 72%, 58% y 8% los dias 4, 10 y 14 respectivamente para el [ote |I, y del 67% los
dias 4 y 10 y 61% en el lote lll para la fosfatasa acida. Para la fosfatasa alcalina, se observa una
disminucién de un 52%, 22% y 40% en el lote M, los dias 4, 10y 14 y, para el lote lll, de un 42% y
60% los dias 4 y 10. Se debe tanto en el lote Il como en €l lll a la falta de aminoacidos aromaticos en
la dieta. Estos dados estan de acuerdo con los obtenidos por McLEAN (1966) y TEMLER vy col.
(1983).

Si se estudia la actividad fosfatasa acida por mg de proteina (Tabla 9}, en los lotes Il y
11! se observa una reduccion de la misma, mientras gue en la fosfatasa alcalina no se observan
medificaciones significativas aunque sf una tendencia a aumentar dicha actividad por efecto de la
carencia de aminoacidos aromaticos en la dieta en el lote II, y a disminuir en el lote con déficit

energético,

La beta-D-Glucuronidasa por érgano (Tabla 10) aumenta ligeramente en el lote
control a lo largo del proceso experimental sin ser significativa, existiendo una reduccién en el lote Ii
del 10%, 49% y 48%, los dias 4, 10 y 14, respectivamente y en el lote lll del 38% el dia 4 y del 40%

el dia 10, mientras que por mg de proteina a partir del dia 10 no se modifica.

Todas estas enzimas tienden a disminuir por efecto de la carencia de aminodcidos
aromaticos en Ja dieta y la reduccion energética en ef musculo gastrocnemio, o cual puede indicar

una ligera reduccion del tamafio de la fibra muscular.
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5.5.5. EFECTO DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE
TRANSAMINASAS, GOT Y GPT

La sintesis proteica en ios mamiferos es una respuesta al suministro de
aminoacidos; si éste es inadecuado se produce una respuesta adaptativa con mayor o menor

habilidad para llevarla a cabo.

A lo largo del periodo experimental, la actividad GOT/musculo gastrocnemio (Tabla
11 y Grafica IX} no se medifica en el lote contral ni en ambos lotes carentes. La administracion de
dietas carentes de Phe+Tyr+Trp ¥ con 50% de energia a ratas durante el periodo experimental
produce un descenso en la actividad de la GOT, llegandc a ser del 45%, 61% y 54% los dias 4, 10y
14, respectivamente. Si se comparan (0s lotes Il y IV se detecta un descenso del 35%, 59% vy 27%
en el lote Il los dias 4, 10 y 14 con respecto al lote 1V, debido principalmente a la falta de amincAcidos

aromaticos en la dieta.

|.a administracién de la dieta carente de aminoacidos aromaticos y con restriccién
energética en un 50% produce una disminucién de la actividad GOT del 41% y16% los dias 4 y 10,

respectivamente.

La actividad GPT/musculo gastrocnemio disminuye en ambos iotes carentes frente
al control, siendo significativa el dia 4 en el lote | y del orden del 74%, y del 57% y 59% los dias 10y
14, respectivamente. La reduccion energética produce un descenso de la actividad del orden del
38% y del 70% en el lote il los dias 4 y 10, respectivamente, a pesar de la reduccién del contenido
proteico soluble. Tal vez la proteolisis muscular y la hepatica contripuyen al suministro de la
fenitalanina, tirosina y triptéfano necesarios para incrementar la sintesis de la GPT, que las dietas

experimentales no aportan.

Como referencia de la influencia de la dieta baja en proteina sobre la actividad
transaminasa en el musculo hay controversia segﬂn los autores. Para unos no hay ningun efecto
(SKETCHER vy col., 1974}, para otros hay aumento (SKETCHER y JAMES, 1974), y para otros
descenso de la actividad (McFARLANE y VON HOLT, 1969).

La actividad GOT por mg de proteina aumenta en ambos lotes carentes, aungue no
de forma significativa debido por igual, tanto a la falta de amincacidos aromaticosen ja dieta, como a
la disminucidn de la ingesta, a pesar de la mencr concentracién de proteina soluble. Tal vez la
proteolisis del masculo gastrocnemio y de otros érganos proporcienen los aminodcidos aromaticos
necesarios para que aumente la sintesis de GOT/mg de proteina, que las dietas experimentales no

aportan.
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La actividad GTP por mg de proteina no se madifica a I largo de la experiencia en
los distintos lotes. Al comparar los grupos carentes con respecto al control se aprecia un ligero

descenso el dia 10 del 53% en el lote |1, aunque no llegd a ser significativo.

5.5. EFECTO DE LA CARENCIA EN LA DIETA DE
PHE+TYR+TRP Y PHE+TYR+TRP Y ENERGIA SOBRE
LAS CONCENTRACIONES DE AMINOACIDOS LIBRES
EN PLASMA, GLOBULOS ROJOS Y MUSCULO
GASTROCNEMIO

L.os factores que pueden afectar a la concentracién de aminodcidos libres en los
distintos compartimentos son el aporte procedente de la dieta, el turnover proteico (WATERLOW vy
col., 1978a}, la biosintesis, transaminacidn y transporte a través de las membranas celulares y la

oxidacion.

El contenido proteico de la dieta y la composicion relativa de la misma en
aminodcidos esenciales y no esenciales provoca respuestas fisioldgicas diferentes, de forma que fa
variacién selectiva de los aminoacidos repercute en la concentracién de aminoacidos libres en

diferentes tejides y en el comportamiento frente a la ingesta alimentaria.

La respuesta de los aminodcidos no esenciales a la falta de proteina en la dieta es
una disminucién de !as concentraciones de alanina, serina, glicina y glutamina en un 10-50%,
treonina y glutamato no cambian, y las concentraciones de aspartico y asparragina aumentan un
40% (MILLWARD y col., 1974b}. El descenso en la concentracion de varios de los aminoécidos no
esenciales es debido probablemente a su oxidacidn para fines energéticos. Asi, los descensos en
las concentraciones de alanina y glutamina en sangre durante un periodo de ayune, se debe a estar
implicadas en el transporte de nitrégeno desde el misculo hasta el higado y el rifidn, y son
utilizadas mediante el ciclo glucosa-alanina para la sintesis de glucosa por gluconeogénesis (FELIG
y col., 1970).

El metabolismo de los aminoacidos de los tejidos periféricos esta condicionado por
el metabolismo hepatico e intestinal, requlando cuidadosamente la concentracion sanguinea de los

mismos para cuidar |a sintesis proteica de drganos vitales como el cerebro.
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Los animales que consumen dietas altas en proteina ajustan su ingesta de alimento
segun su capacidad para degradar los aminoacidos ingeridos en exceso y para regular la sintesis de
las proteinas tisulares (PETERS y HARPER, 1985).

Las concentraciones plasmaticas de la mayoria de los aminoacidos disminuyen en la
fase de post-prandial. Los cambios en los niveles de aminodcidos no parecen influir en los cambios

del aminoacil-tRNA.

TESSARI y col. (1887) midieron |a sintesis y degradacion proteica mediante una
infusidn intravenosa de una mezcla de aminodcidos utilizando leucina marcada; cbservaron un
incrementc en la sintesis, pero sin cambios en la degradacién. Cuando se administran
conjuntamente insulina y aminoécidos existe un incremento de la sintesis y una disminucién en la
degradacion proteica. Por ello, TESSARI y col. (1987} sugieren que la insulina y los aminoacidos
gjercen un efecto complementario. Esto mismo fué observado en perros por NISSEN y HAYMOND
(1988). Cuando se incuban musculos y se afaden amincacidos al medio, se observa un aumento
en la sintesis y una disminucién en la degradacién (FULKS y col., 1975; PACY vy col., 1887). Un
efecto similar se ha observado en incubaciones de fibras musculares humanas; cuando se
incrementa la concentracién de aminoacidos en el medio de 1 a 10 por encima de la concentracidn
plasmatica normal, se provoca un incremento en la sintesis proteica {LUNDHOLM y SCHERSTEN,
1977).

Asi, pues, McNURLAN y GARLICK (1989} concluyen que la administracion de
insulina sola aumenta la sintesis proteica o no varia y la degradacon proteica disminuye 6 no varia.
La administracién de aminoacidos aumenta la sintesis proteica o no varia, mientras que la
degradacién disminuye o no varia y la administracion conjunta de insulina y aminodcidos aumenta la

sintesis proteica y disminuye la degradacién.

Segun MILLWARD (1985), si la ingesta de alimentos es baja, hay menor sintesis
proteica, y menor aporte de aminodacidos. Tras la absorcion, se reduce la entrada de aminoacidos en

el "pocl” y, por tante, hay menores pérdidas por oxidacion.

La actividad de muchas enzimas del metabelismo de aminoacidos se modifican por
el nivel de la ingesta proteica, como sucede con la tirosina aminotransferasa, triptéfano pirrolasa,

glutdmico deshidrogenasa y aminotransferasas en el higado (HARPER, 1965).

En cuanto a la influencia de los aminoacidos sobre la degradacién proteica, el
nimero de aminodcidos que inhiben directamente la proteolisis hepdtica es pequeno siendo
mayor, sin embargo, que en musculo esquelético y cardiaco, en donde sdlo la leucina es activa

(CHUA y col., 1979). En el higado inhiben la degradacién proteica: leucina, tirosina, fenilalanina,
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glutamina, prolina, histidina, triptéfano y metionina (POSO y col., 1982). Como la {enilalanina es
degradada a tirosina en el higado, las actividades de estos dos aminoacidos aromatices no pueden
diferenciarse. Tanto la fenifalanina como tirosina pueden ser suprimidos, por si solos, sin afectar a la

degradacion (SHIMAN y GRAY, 1980; SHIMAN y col., 1982).

FELIG y col. (1969) estudiaron la concentracidn plasmatica de 20 aminoacidos en

sujelos obesos durante 5-6 semanas de ayuno, observando:

. un aumento en la concentracién plasmatica de los aminoacidos de cadena

ramificada iscleucina, leucina y valina durante los primercs 5 dias de ayuno,

. una disminucion de glicina, treonina y serina hasta el dia 5 y un aumento después
del dia 5,

. tirosina y fenitalanina no varian hasta el dia 40,

. triptéfanc desciende muy ligeramente,

. 8 de lo aminoacidos descendieron en el ayuno {prolina, alanina, cisteina, histidina,

arginina, orniting, triptéfano y citrulina), pero la disminucidn menor durante la primera
samana de ayuno fué la alanina. Concluyeron que el marcado descenso de la

alanina plasmatica (70%) es debide al aumento en la utilizacién de este aminoacido,

. los niveles de la mayoria de los aminodcidos fuéron mencres en sangre venosa

hepatica que en sangre arterial,

. la excrecion urinaria de glicina fué mucho mayor que las de otros aminoacidos.

La administracién de insulina, glucagdn y cortisol provocan cambios en la
concentracion de aminoacidos plasmaticos; asi, al inyectar insulina a concentraciones fisiologicas a
ratas fetales, disminuye la glutamina, alanina, aspartico, glutdmico, aminodcidos de cadena
ramificada (isoleucina, leucina y valina), ornitina, arginina y citrulina. Por el contrario, al inyectar
glucagén, los aminoacidos glutamico e isoleucina disminuyen y taurina aumenta. De estos
resultados se deduce que el tratamiento con glucagdn provoca una disminucidn relativamente

especifica de treonina, serina, fenilalanina, tirosina, glicina, histidina, lisina y cisteina.

La administracidn de insulina a ratas recién nacidas frente a ratas control, provoca un
decenso en los aminodcidos asparraging, glutdmico, citrulina, alanina, lisina y arginina {GIRARD y

col., 1978).
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La inyeccion de glucagdén a ratas recién nacidas frente a ratas control, aumenta los
niveles de taurina, mientras que disminuye los de tirosina y arginina. También aumenta la capacidad
de convertir el lactato en glucosa. El glucagdn disminuye la alanina en plasma mas que la insulina,

mientras la insulina disminuye la glutamina ligeramenie mas que el glucagdn (GIRARD y col., 1976).

La administracion de cortisol a ratas recién nacidas frente a ratas control, provoca
hiperaminoacidemia (GIRARD y col., 1976). También aumenta la capacidad de convertir el lactato, la

alanina y la serina en glucosa.

En el plasma, la concentracién de aminoacidos estd afectada por factores
hormanales, actividad de los transportadores transmembrana, concentracién de aminoédcidos en el
*pool" intracelular y por el aclaramiento plasmatico que se Heva a cabo fundamentalmente en &l
higado para casi tedos los aminoacidos, excepto para los aminoacidos de cadena ramificada

(isoleucina, leucina y valina) que tienen lugar principalmente en el mdsculo.

Los eritrocitos contienen la mayoria de los aminodcidos en concentracién igual o
mas alta que en el plasma (HAGENFELDT y ARVIDSSON., 1980). Estudios "in vitro" demuestran
que la captura de aminoacidos por los eritrocitos es muy lenta (WINTER y CHRISTENSEN, 1964).
Estos estudios sugieren que los eritrocitos y el plasma representan compartimentos

completamente separados.

Algunos estudios han proporcionado evidencias sobre una participacién activa de
los eritrocitos en el intercambio de amino&cidos entre la sangre y los tejidos, lo que significa que la
captura de aminodcidos o la cesidn por los eritrocitos era mayor "in vivo" que lo esperado de los
datos obtenidos "in vitro" (HEITMAN y BERGMAN., 1980; HEITMAN y BERGMAN., 1981).

USSING (1943} fué el primerc gue demostrd que los eritrocitos eran permeables a
los aminoacidos "in vitro". ELWIYN y col. (1972) observaron que a través de varios érganos {tales
como el musculo}, los cambios en los niveles sanguineos totales de varios aminoacidos pedian no
estar relacionados Unicamente con los cambios que tienen lugar en plasma indicando que el
contenido intracelular del eritrocito cambiaba més rapidamente "in vivo" que lo que se esperaba de

los datos "in vitro",

PAYNE-ROBINSON y BROWN (1992) comparan fa union de la insulina a los
receptores de los eritrocitos en ratas control y en ratas con mainutricién. Demostraron que la union a
los receptores es menor en las ratas malnutridas en un 44% que en el control. Anormalidades en [a
estructura de la membrana celular caracterizan los cambios fisioldgicos producidos durante la
malnutricion. Asi, se han encontrade anormalidades en la compasicion lipidica de la membrana de

los eritrocitos en nifios malnutridos (VAJRESWARI y col., 1990). También se ha observado una
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fragilidad anormal de la membrana, asi como una tuncionalidad incorrecta de la bomba de sodio en
glébulos rojos de nifios con malnutricidn, estando también afectadas las actividades enzimaticas de

fa membrana en nifios con kwashiorkor (RAMADADHAN y KAPLAY, 1982).

Otro aspecto de la funcionalidad de la membrana eritrocitaria es su alteracién como
consecuencia de la malnutricion con baja capacidad de unién a los receptores de insulina
(NEUFELD y col.,, 1986). A este respecto, se ha estudiade en nifios con malnutricién los receptores
de insulina de los eritrocitos, encontrandose una baja afinidad por la unién (PAYNE-ROBINSON vy

col., 1988).

Asi, pues, se concluye que los eritrocitos estan implicados en el transporte de
aminodcidos, aungue existen controversias acerca de la contribucion de los mismaos al metabolismo
tisular de los aminoacidos (ELWIN y col., 1972). Se acepta que el plasma y los eritrocitos tienen
papeles independientes y a menudo opuesios respecto al transporte de aminoacidos entre
organos, existiendo un intercambioc muy lento entre los aminodcidos del plasma y eritrocitos, y

rapido entre cada uno de ellos con los tejidos.

5.5.1. AMINOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA

Los aminodcidos de cadena ramificada (AAR) constituyen un 20% del total de los
aminodcidos en la mayoria de las proteinas. Su concentracién en el "pool® de aminodcidos es
relativamente baja y sensible a cambios de sus niveles por suministro de aminoacidos. El primer
paso en su catabolismo es la transaminacién, principalmente en el musculo, seguido por una
irreversible descarboxilacion de los keto-acidos. Asi, si disminuye la ingesta de proteinas,
disminuye la oxidacidn de los AAR (SKETCHER y JAMES, 1974).

La leucina es el aminodcido que més inhibicidn provoca sobre la degradacion
proteica en el higado. Los otros aminoacidos de cadena ramificada valina e iscleucina no tienen
capacidad inhibitoria (SEGLEN v col., 1980). -

TISCHLER y col. (1982) demostraron que la inhibicién de la degradacién proteica es
debida al keto-acido de la leucina, mientras que la estimulacion de la sintesis proteica es debida a la
propia leucina. Por el contrario, McNURLAN y col. (1982) midieron la sintesis proteica muscular "in
vivo" después de la inyeccién de leucina y no observaron ninguna estimulacién de la sintesis

proteica en ratas alimentadas y en ayunc.
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También BUSE v col. (1979) mostraron que la inyeccién de leucina de 1 a 2 horas
antes de maorir provocaba un incremento en la agregacion de ribosomas a polisomas en ratas en

ayuno, pero no si éstas habian comido.

Tanto en ratas en ayuno como recien alimentadas, si se les inyecta insulina y
glucosa incrementan la sintesis proteica. Asi, la interaccion entre la insulina y los aminoacidos es
debido a los AAR, y sobre todo a la leucina, demostrando que se necesita insulina y AAR para la
sintesis proteica (BUSE y col., 1979).

Ei esqueleto carbonado de la leucina se dirige hacia el ciclo del acido citrico (CHANG
y GOLDBERG, 1978a; 1978b). Sin embargo, el esqueieto carbonado de la isoleucina no se utiliza
en el ciclo del &cido ¢itrico (WAGENMAKERS y col., 1985).

No se conoce si el efecto de la leucina en el turnover proteico es debido a la leucina
o a algun producto de la degradacién de la leucina-tRNA. Parece ser que es el leucil-tRNA el
metabolito de la leucina que regula el turnover proteico. La capacidad de la ieucina para promover la
sintesis proteica e inhibir la degradacion en el musculo tiene un papel fisioldgico importante en la
regulacién de la masa del mdsculo (GOLDBERG y CHANG, 1978b). También el L-triptdfang
estabiliza |a ornitina aminctransferasa, enzima no comprometida en el mecanismo de degradacion
del triptéfano (CHEE y SWICK, 1976).

De entre los aminodcidos dei plasma, la leucina, en particular, promueve la sintesis
proteica e inhibe la degradacion. El mecanismo es desconocido, pero el efecto estimulante de los
aminodcidos de cadena ramificada en la sintesis proteica esta asociado con la formacidn y acimulo
de polisomas y disminucién de monosomas (ATWELL y col., 1977), el efecto de estimulacién no
esta inhibido por la actinornicin-D (GOLDBERG y CHANG, 1978b), la accidn de los AAR se realiza a

nivel de la translocacién y esta asociada con una mejora del polipéptido de iniciacion,
JENSEN y col. (1988) demuestran en sujetos en ayuno que la leucina aumenta.

Una hiperinsulinemia, ademas de una infusion de aminodcidos, provoca una
disminucion de la tasa de leucina dentro del compartimento plasmatico en un 80%. Esto supone un
indice cualitativo de |a tasa de proteolisis (FREXES-STEED y col., 1992). La leucina scla es més
potente que cualquier otro aminoacido en la supresién de la proteolisis (TISCHLER y col., 1982). De
forma similar, en el higado, la leucina es la responsable del 50% de los efectos supresores de a
proteolisis hepdtica de entre un lote de aminodcidos reguladores, incluyéndose tirosina, leucing,
glutamina, prolina, metionina, histidina y triptéfano (MORTIMORE vy col., 1987; MORTIMORE y col.,
1988).
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Cuando hay hipoaminoacidemia (falta de aminodcidos}, una dosis farmacoldgica de
insulina provoca una supresion de fa degradacion proteica, de [a oxidacién de (a leucina y de la
sintesis proteica. La restauracién de la leucina plasmatica a valores normales, bien por la infusion de
una solucion de L-leucina sola 0 en combinacidén con otros aminodcidos, provoca una supresion de
la degradacidn proteica, 1o cual pone de manifiesto |la importancia de la leucina en la modulacién del
efecto de la insulina sobre la proteolisis (FREXES-STEED y col., 1892).

Cuando las niveles plasmaticos de leucina estan elevadas, la presencia de insulina
impide su oxidacion (FREXES-STEED y col., 1992).

De esta farma, se puede resumir de los trabajos en musculo esquelético, que la
mayor parte del efecto de una mezcla de aminoacidos se debe a la leucina y a sus concentraciones

fisiologicas; tanto para la sintesis como para la degradacion se necesita la presencia de insulina.

El higado es el principal lugar del organismo en la degradacién de los aminodcidos
indispensables o esenciales con la excepcion de los aminodcidos de cadena ramificada, y de la
sintesis de aminoacidos. En contraste, el mlsculo actia como reservorio inerte de aminodacidos, los
cuales pueden ser movilizados en situaciones de ayuno ¢ de estrés. Por lo tanto, los aminoacidos
del musculo actuan como precursares para la sintesis proteica muscular ¢ hepatica, o son liberados
por el higado y el misculo en la proteoclisis y/o reciclados para una nueva proteosintesis en ambos

6rganos.

[.os musculos esquelético y cardiaco son muy activos en el catabolismo de varios
aminoécidos, particularmente lsucina, iscleucina y valing, y en la sintesis de otros, especlficamente
alanina y glutamina (FELIG, 1975).

El musculo no degrada de forma significativa los esqueletos carbonados de ciertos
amincacidos encontrados en plasma, tales como lising, serina, prolina, treonina, metionina, cisteina,
fenilalania, histiding, tirosina y triptéfano (GOLDBERG y ODESSEY, 1972). En cambio, el musculo
es el lugar principal para el catabolismo de los AAR, oxida leucina a CC» y convierte los esqueletos
carbonados de aspartato, asparragina, glutamato, isoleucina y valina en intermediarios del ciclo de

los acidos tricarboxilicos.

Al estudiar los valores obtenidos para los AAR en los tres compartimentos
estudiades (Tabla 12 y Grafica X), se observa que en plasma la suma de lle+Leu+Val aumenta en &l
lote Il el dia 10 en 137% con respecto a! lote control, mientras que el lote |l no varia. Esto es debido
a un incremento de la proteolisis por déficit energético o a una inhibicion de la protecsintesis en
relacion con la insulinemia. La invariabilidad de la dieta I} concuerda con los resultados de YOUNG vy

HILL {1981). El aumento por el déficit enargético se debe a isoleucina, leucina y valina. También
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WIDHALM vy col. (1983) ocbservan aumentos en la valina, leucina e isoleucina de obesos sometidos a
una dieta muy baja en calorias, indicando un estado catabdlico elevado, con aumento de! flujo
aminoacidico desde el misculo al plasma. Es significativo el descenso de leucina en plasma el dia 4
(55%) por efecto de la restriccidn energética, pero esta disminucion se restablece el dia 10,
llegando a aumentar el nivel de leucina (118%) por encima del valor control en plasma, como

también sucede con isoleucina y valina en un 94% y 178%, respectivamente ese dia.

El aumento en las concentraciones de AAR en plasma en el lote Il el dia 10, va

acompafado de una disminucion plasmatica de insulina (Tabla 3).

Las concentraciones de [os AAR en gléhulos rojos (tabla 23), en el lote control
aumenta fa suma el dia 10 para recuperarse el dia 14 a los valores iniciales. Al comparar ambos lotes
carentes con el control no se producen modificaciones en el lote Il y en el lote Il aumenta el dia 10
con respecto al control en un 73% debido al aumento de leucina y valina ese mismo dia. Este efecto

se debe a la falta de energia en la dieta.

Como se puede deducir de estos resultados, hay modificaciones paralelas en la
suma de AAR tanto en plasma como en glébulos rojos, produciéndose un aumente de dicha suma
al final de la experiencia en el lote sometido a carencia de aminoacidos aromaticos y a restriccion
energética, debiéndose principalmente a la elevada concentracién de valina y leucina encontrada
en ambos compartimentos. El importante aumento de leucina concuerda con los datos presentados
anteriormente, ya que va a servir como fuénte energética para el musculo, retardando la oxidacién
de la glucosa en el mismo. La liberacién de leucina aumenta y su captura disminuye. La leucina
aumenta en sangre, agi como la capacidad de degradacidn por el miscufo de este aminoéacido; por
tanto, parece probable que inhiba la oxidacidn de piruvato y éste estimule la formacion de alanina
por transaminacién con otros aminoacidos. Asi, se incrementan la sintesis de los aminoacidos

precursores de la gluconeogenesis.

En mUsculo gastrocnemio, al comparar los efectos de las dietas carentes frente al
control, se observa en el lote li un aumento los dias 4 y 10 de un 75% y 71% respectivamente,
mientras que en el lote il no se producen diferencias significativas los dias 4 y 10 con respecto al

lote control. El aumento obsevado se debe a isoleucina, leucina y valina, destacando este Ultimo.

5.5.2. AMINOACIDOS GLUCONEOGENICOS

FELIG y col. {(1970) observan que los aminoacidos liberados del mdsculo en el

estado postabsortive o durante &l ayuno no representan el hidrolizado de la proteina muscular, ya
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que alanina y glutamina se& liberan en cantidades mucho mayores de las que se esperarian a partir
del catabolismo de las proteinas musculares. Estos dos aminodcidos se sintetizan "de novo” en el
musculo a partir de los lotes amino generados por la degradacion de los aminoacidos. En estas
situaciones, el masculo libera leucina, iscleucina, valina y acido aspartico en menores cantidades de
Jas que se esperarian de su presencia en la proteina tisular, lo cual refleja una rapida degradacion de
estos aminoacidos en el musculo (GOLDBERG y CHANG, 1978b). Estos procesos tienen

importancia en el mantenimiento de [a homeostasis de los aminoacidos y de la glucemia.

Mecanismos adaptativos a cambios cuali o cuantitativos en el consumo de proteina
dietaria en comparacion con una dieta control bien equilibrada en proteina, ayudan al organismo a
disponer de aminoacidos de forma que se alcanza la mejor situacién equilibrada posible
contribuyendo de esta forma a la homeostasis de los aminoacides (COLOMBO vy col,, 1992). La
disminucién de la ingesta provecada en los animales del lote [l carente de Phe+Tyr+Trp y con 1/2
de energia da lugar a que los animales entren en un estado de estrés que da lugar a la liberacién de
glucecorticoides que van a favorecer |la gluconeogénesis para paliar de esta forma la falta de glucosa

que padecen los animales.

A continuacion se revisan las modificaciones que provoca la dieta carente en
Phe+Tyr+Trp y ésta con 1/2 de energia en la concentracién de aminoacidos gluconeogénicos
acido aspartico, dcido giutdmico, asparragina, serina, glutamina, glicina, treonina y alanina en plasma,

gldbuios rojos y musculo gastrocnemio.

5.5.2.1. ACIDO ASPARTICO Y ASPARRAGINA

En plasma, el acido aspartico (Tabla 13a y Gréfica XI) no se modifica a lo largo del
proceso experimental en el lote control, y aumenta en ambos lotes carentes. Si se comparan ambos
lotes carentes los dias 4, 10 y 14 con el contral, no se observan variaciones significativas. Lo mismo

sucede con la asparragina (Tabla 13a y Grafica X1il).

En glébulos rojos, en el lote Il el acido aspartico (Tabla 24a y Grafica Xl) disminuye el
dia 4 un 91% y aumenta el dia 10 en un 371%. La asparragina disminuye en el lote lil el dia 4 en un
55% vy el dia 10 en un 32%. Aunque la disminucion no es significativa, se mantiene en el lote |l los

ultimos dias del experimento comparandolos con 10s del control.

En musculo gastrocnemio, el acido aspartico (Tabla 35a y Grafica XI} no se modifica

por el suministro de ambas dietas carentes frente al control, mientras que la asparragina (Tabla 35a y

217



Grafica XIl) aumenta en el lote carente de AAA y disminuye en el deficitario de energia los dias 10y

14 en un 48% y 163%, respectivamente,

El acido aspartico en el musculo se convierte en glutamina por et ciclo tricarboxilico
{GOLDBERG y CHANG, 1878b; CHANG y GOLDBERG, 1978a; 1978b). KADOWAKI y col. {1984)
sefialan al acido aspértico entre los aminoacidos que son siempre captados por el musculo y por el
higado, con independencia de sus niveles plasmaticos, sugiriendc que este aminoacido, debido a

su neurotoxicidad potencial, es rapidamente aclarado del torrente sanguineo por los dos 0rganos,
siendo oxidado a CO2 de modo preferente.

La asparragina es otro de los amincécidos que posteriorrante a la proteoclisis entran
en el ciclo tricarboxilico en el musculo (GOLDBERG y CHANG, 1978b; CHANG Y GOLDBERG,
1978a; 1978b).

5.5.2.2. ACIDC GLUTAMICO Y GLUTAMINA

Los aminoacidos generados por el catabolismo proteico en ayuno pueden tener

diferentes destinos en ef musculo (GOLDBERG y CHANG, 1978a; 1978b).

El acido glutamico puede ser metabolizadc en el misculo para aportar esqueletos
carbonados para la sintesis de glutamina y alanina. La glutamina es sintetizada "de novo" en
grandes cantidades en el musculo, y su liberacién por el masculo es una forma de desintoxicar al
organismo del amoniaco; el esqueleto de la glutamina es consumido en la gluconeogénesis renal y
como fuénte de energia (CHANG y GOLDBERG, 1978b).

Aungue el glutamato no es absorbido, estd presente en [a dieta en mayores
cantidades gue cualquier otro aminoacido. El glutamato es metabolizado por el epitelio intestinal
durante la absorcidn y parte de él puede ser convertido en alanina (NEAME y WISEMAN, 1958).
Estudios en intestino perfundido de rata (WINDMUELLER y SPAETH, 1975), mostraron que 1/3 del
nitrégeno de la glutamina es transaminado con el piruvate para la formacion de alanina y su liberacion
a la sangre y 1/2 del carbono es usado para la produccion de CO». Glutamina y glutamato son
utilizados como fuéntes energéticas y produccién de alanina en el intestino; también paricipan en

el transporte de nitrogeno para la amoniogénesis en el rifidn y para la ureogénesis en el higado.

La carencia de Phe+Tyr+Trp provoca un descenso en los niveles musculares de
acido glutamico en el lote Il (Tabla 35a y Gréfica X1t) que llega a ser del 39% el dia 14, de acuerdo con
SOEMITRO y col. (1989), guienes sefialan una disminucidén en el contenido de glutamico en el

218



muscuio de ratas alimentadas con dietas sin caseina. En el lote con déficit energético, el contenido
de &cide glutamico disminuye en un 52% el dia 4 y aumenta ligeramente el dia 10, aunque la

concentracion por grame de tejido sigue siendo menor con respecto al control ese dia en un 35%.

También ADIBI y col. (1973) observan una reduccidn de la concentracién de este
aminodcido durante los dos primeros dias de privacion proteica, con un ligero aumente en el cuarto
dia, pese al cual los valores permanecen a nivel reducido, descripcidn similar a la evolucion

observada en nuestros resultados.

Por otra parte, en el grupo control, el acido glutamico en plasma (Tabla 13a y Grafica
Xy aumenta la concentracién el dia 14 en un 56% con respecto al dia 4. Durante el proceso
experimental, en el lote carente de Phe+Tyr+Trp aumenta el dia 14 en un 46%. Al comparar ambos
lotes carentes frente al control los distintos dias del proceso experimental, el lote Il en plasma
disminuye su concentracidn los dias 4, 10 y 14 en un 45%, 28% y 49%, respectivamente, y en el
lote 11l en un 35% Yy 40%, debido a la falta de aminoéacidos aromdticos en la dieta y a la falta de

energia.

En glébulos rojos, fa concentracién de glutdmico se reduce lo mismo que en plasma
en ambos lotes carentes, siendo la disminucion mas importante el efecto de la dieta con 50% de
energia. Para el lote Il disminuye la concentracidn en un 26%, 35% y 51% los dias 4, 10 y 14, y para

el lote Il en un 54% y 63% los dias 4 y 10, respectivamente.

El acido giutdmico puede ser metabolizado en muasculo para aportar esqueletos
carbonados para la sintesis de glutamina y alanina (CHANG y GOLDBERG, 1978a; 1978b). La
evolucion de los niveles de este aminodcido se podria relacionar con la modificacién de la
concentracidn de insulina plasmatica, ya que, segin AOKI y col. {1872), la insulina ejerce un efecto
positivo sobre la entrada de glutamico en el misculo, de forma que al disminuir los niveles de

insulina en plasma (Tabla 3), favorece el flujo del aminoécido hacia el plasma y los glébulos rojos.

En el mismo sentido, AOKI y col. (1972) proponen gue la insulina sensibiliza de
algtn modo la membrana de! eritrocito, de forma que cuando éstos atraviesan zonas musculares
con una sintesis proteica activa en tas que hay gran requerimiento de aminoacidos, son incapaces
de mantener el gradiente, liberando aminoécidos al plasma y al misculo. Es evidente el papel de los
glébulos rojos en el transporte de aminoacidos desde las regiones del organismo con mayor

concentracion hacia otras en que éstas es menor o existe mayor demanda.

La glutamina es el transportader de nitrégeno mas importante entre drganos;

transporta 1/3 del nitrdgeno circulante de los aminodcidos (SOUBA, 1987).
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ELIA y col. (1988) cbservan gque la liberacion de nitrogeno en el misculo
esquelétice en humanos se preduce en forma de glutamina en mayor proporcion que otros
aminoacidos. La glutamina es el aminoacido mas abundante del organismo. Se encuentra en mayor
concentracion en el plasma, y justifica alrededor del 50% del contenido de aminoacidos intracelular
(ELIA y ccl., 1988}. Es sintetizada a partir de glutamato y amoniaco; una gran variedad de tejidos
contienen glutamina sintetasa. Es hidrolizada por las glutaminasas para dar glutamato y amoniaco
(KOVACEVIC y McGIVAN 1883).

La glutamina tiene un papel central en la fisioclogia celular y en &l metabolismo. Es el
mayor constituyente dietario de proteinas endégenas y péptidos. Tiene un papel importante en el
equilibric acido-base; actéia como "combustible" en la mucosa intestinal, fibroblastos y reticulocitos.
También es el precursor de los amino-azlcares y de varios nucledtidos como ATP, purinas y

pririmidinas. En el hombre, actlla como agente detoxificante (CERSOSIMO v col., 1986).

El "pool" de glutamina muscular disminuye cuando fa sintesis proteica esta
disminuida y la degradacion proteica es elevada (RENNIE, 1985). ARDAW! y MAJZOUB (1991} han
demostrado que existe una inhibicién en la sintesis proteica y una aceleracion en la degradacion de
la proteina muscular, la cual esta asociada con una reduccion de la concentracién de glutamina libre.
Situacicnes catahbolicas estan asociadas con un marcado incremento en fa fiberacidn de glutamina
del musculo (SOUBA, 1991). Aproximadamente un 50% del "pocl" de glutamina intramuscular esta
preservado. Asi, mecanismos compensatorios como el aumento de la degradacion de la proteina

muscular deberia contribuir a aumentar la liberacién de glutamina.

La glytamina se encuentra en relativamente altas concentraciones en muchas
células de mamiferos donde sirve como un reservorio de amonio y come un donador de nitrégeno
para la biosintesis de un nimero de compuestos importantes tales como nucledtidos,
aminoazlcares y amincdcidos (SMITH, 1990). Ademds, es el amincacido mas abundante en la
sangre y es un vehiculo de transporte de nitrogeno para la ameoniogénesis en el rifén y para la
ureagénesis en el higado {SOUBA, 1987). E! higado juega un papel importante en el metabolismo
de la glutamina, debido a su capacidad para funcionar como un consumidor neto de glutamina y
como un productor neto de glutamina (BODE, 1990; HAUSSINGER, 1990).

La glutamina es el vehiculo mas importante para la transferencia de nitrégeno entre
los 6rganos y transporta un tercio del nitrégeno circulante de los amincdcidos (SOUBA, 1987). Sus
concentraciones en la sangre total y en los tejidos descienden significativamente durante
enfermedades criticas, dando lugar a un estado de marcada depleccidn de glutamina (VINNARS y
col., 1975; ASKAZANI y col., 1980; SOUBA v col., 1990).
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Se ha comprobado en numerosas especies de animales que, en condiciones
normales y de acidasis, el intestino delgado (BERGMAN y col., 1982) y les rifiones (SOUBA, 1991)
son los lugares esenciales para la utilizacion de glutamina, mientras que su preduccion, tanto en
condiciones normales como patoldgicas, se realiza principalmente en el musculo esquelético (ELIA
y col., 1988; SOUBA, 1991) a partir de Acido glutamico y amonio y con la intervencion de la

glutamina sintetasa.

La concentracion de glutamina en musculo gastrocnemio (Tabla 35b y Gréfica XV) es
considerablemente superior en el lote control que en ambos lotes carentes, de acuerdo con los
resultados de RENNIE y col. {1982}, teniendo una disminucion que, aungue no es significativa, es
del 57% y 69% los dias 4 y 14, respectivamente en el lote I,y del 91% y 68% los dias 4 y 10,

respectivamente en el lote I, siendo estos valores significativos.

En el musculo esquelético de ratas, la glutamina estimula la sintesis proteica e
inhibe la proteolisis (McLENNAN y col., 1987). El transportador de glutamina muscular es conocido

por crear un elevado gradiente de concentracidn que modula el volumen celutar.

En musculos incubados aislados y en tratamiento con corticosteroides a baja
concentracién, FURST y col. (1892) han observado una estimulacion de la sintesis proteica
muscular con glutamina. Una estimulacion modesta de la sintesis proteica muscular puede ser
observada después de una infusién de glutamina en el misculo de individuos sanos y una marcada
estimulacién puede ser observada tras 3 dias en pacientes post-operatorios con nutricidn
parenteral de alanina y glutamina (BARUA y col., 1992). ARDAWI, (1991) ha demostrado que en
nutricion parenteral con glutamina en ratas, disminuye el balance de nitrogeno negativo y se
preserva la sintesis proteica muscular aproximadamente a los valores normales, mientras se inhibe la

degradacion proteica.

En este experimento, en el lote control la concentracién de glutamina en plasma y
en glébulos rojos (Tabla 13 b y Gréafica XV) aumenta progresivamente a lo largo del periodo
experimental, mientras que en ambos lotes carentes se observa una disminucion a lo largo del
proceso ¥ con respecto a los controles, siendo del 40% en el lote Il el dia 14 y del 62% en el lote 11l el
dia 10 en plasma y en en giébulos rojos del 49% en el lote !l el dia 14 y del 51% el dia 10 en el lote

con déficit energético.

El descenso de glutamina en plasma y globulos rojos pudiera estar relacionado con
un aumento de la demanda de este aminodcido por tejidos como intestino y rindn, que tiene lugar
en estados catabdlicos. CERSOSIMO y col. (1986) relacionan con un aumento de la amoniogénesis

en estos tejidos, aumentando asi mismo la captacién de amoniaco por el misculo esquelético y
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favoreciende la sintesis de glutamina frente a la de alanina, 1o cual constituye un conjunto de

cambios adaptativos.

La glutamina, siendo el aminoacido esencial mas importante encontrado en plasma y
en tejide muscular, contribuye de una manera importante al balance de nitrégeno negativo. Como
demostraron ASKANAZ! y col. (1980), ia disminucién de la glutamina provoca la disminucidn en el

musculo de los niveles de aminoacidos esenciales.

5.5.2.3. SERINA, GLICINA, TREONINA Y ALANINA

5.5.2.3.1. Serina

L a concentracion de serina en plasma (Tabla 13a y Grafica XIV) aumenta al final de la
experiencia en el lote contral y en &l lote 11. Si comparamos el lote 1 frente al control, aumenta en un
82%, 286% y 188% los dias 4, 10 y 14, respectivamente, mientras que en el lote 11l disminuye,

aungue esta disminucién no es significativa.

Estos datos concuerdan con los realizados por FELIG y col. {1963), quienes
estudiaron la concentracion plasmatica de aminoacidos en sujetos obesos durante 5-6 semanas
con dietas bajas en calorias, observando una disminucion de la serina hasta el dia 5 y un aumento
después del dia 5. lgualmente, ADIBI y col. (1973) también sefialan aumentos significatiVos enla

serina plasmatica en ratas somefidas a una dieta sin proteina.

En gidbulos rojos, la serina (Tabla 24a y Gafica XIV) también experimenta un
aumento significativo frente al control en el lote 1l de un 88%, 166% y 151% los dias 4, 8 y 14,
respectivamente, confirmando su activa paricipacion en las modificaciones de los niveles de
aminoacidos libres en ios distintos tejidos. En ei lote 1, igual que en plasma, presenta un ligero

descenso el dia 4.

En el lote ll, en el misculo gastrocnemio (Tabla 35a y Gréfica XIV), la serina muestra
una evidente tendencia a aumentar, siendo significativo este aumento el dia 14 en un 191%. Del
mismo modo, ADIBI y col. (1973) observan este aumento en la serina en muscule de ratas
sometidas a una dieta sin proteina que también sefialan en plasma, en clara coincidencia con
nuestras observaciones. Méas tarde, SOEMITRO y col. (1988), asimismo, indican niveles mayores de
serina en el misculo de ratas al descender el contenido proteico de la dieta. En el lote 111, la serina

disminuye los dias 4 y 10 sin resultar significativa.
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5.5.2.3.2. @Glicina

L a concentracién de glicina en plasma (Tabla 13 by Gréfica XVi) no varia a lo largo del
proceso experimental en los lotes control y [y disminuye en el lote !l el dia 10; sus valores son
superiores en el lote Il a los del control en un 186%, 257% vy 180% los dias 4, 10 y 14,
respectivamente; aumenta en el lote 1l el dia 4 en un 246% para igualarse a los controles el dia 10,

de acuerdo con los resultados obtenidos por ADIBI y col. (1973) y SOEMITRO y col. (1989).

En glgbulos rojos (Tabla 24b y Grafica XVI), la glicina también experimenta un
aumento en el lote Il con respecto al control de un 140%, 146% Y 113% los dias 4, 10 y 14, mientras
que en el lote con déficit energético disminuye los dias 4 y 10 en un 31% y 17% respectivamente.
Segin DARMAUN vy col. (1988), s6lo una fraccion de la glicina de los gébulos rojos se puede
intercambiar con el plasma. Ei glutation, tripéptido rico en glicina que se halla en elevada

concentracion en los globulos rojos, es la fuénte principal de este aminodcido.

La glicina en musculo gastrocnemio (Tabla 35b y Gréfica XVI) aumenta los dias 4 y 14
en el lote |l frente al control en 817% y 95%, respectivamente, y se reduce el dia 10 en el lote con
déficit energético en un 69%. Este proceso se relaciona con un mayor catabalismo proteico para el
grupo carente de amineacidos aromaticos y la disminucidn observada en el lote con déficit
energético se debe a la sintesis de alanina por fransaminacion a el piruvato para paliar la falta de

energia.

5.5.2.3.3. Treonina

-

La treonina presenta un aumento en los lotes Il y |i! respecto al control, tanto en
plasma como en glébules rojos, al igual que sucedia con la serina y la glicina. Sin embargo, en
musculo gastrocnemio, la falta de AAA reduce el contenids de treonina en un 45% y 74% los dias
10 y 14. Por el contrario, el déficit energético aumenta en un 218% y 380% los dias 4 y 10,
respectivamente (Tablas 13b, 24k y 35b; Grafica XVIi).

WILDHAM vy col. (1989) observan un aumento constante en los niveles de glicina,
serina y treonina en plasma de individuos sometidos a restriccion caldrica, y afirman que estas

variaciones se deben a un aumento en la liberacion periférica de estos aminodcidos en ayuno.

La serina es, a su vez, precursor de [a glicina y esta relacionada con la treonina. Por
tanto, un aumento en los valores de serina justifica la elevacion de la concentracion de estos

amincacidos.

223



TANAKA vy col. (1987) afirman que el esqueleto carbonado de la serina y de la glicina
se utiliza mds para la sintesis proteica que para producir energia. Como en este experimento
disminuye la sintesis proteica por |a falta de Phe+Tyr+Trp, se favorece la acumulacicn de estos

aminodcidos.

5.5.2.3.4. Alanina

L.a alanina es el principal aminoécido precursor de la gluconeogénesis en el higado
(FELIG y col., 1970). El misculo interviene de manera imporiante en la produccion de alanina a panir

de la transaminacién de los amincdcidos al piruvalo que proviene de ia oxidacion de la glucosa.

Incluso durante el ayuno, el musculo capta glucosa para liberarla como alanina en
plasma. Para ello, la fuénte de nitrégenc no sélo es el catabolismo proteico muscular, sino también
la leucina captada por el misculo desde la sangre. Cuando aumenta la concentracion sanguinea de
leucina, aparece mas alania y glutamina, disminuyendo la oxidacién de glucosa en &l musculo, ya

que se inhibe la oxidacién del piruvato.

La alanina es sintetizada "de novo" en grandes cantidades por el musculo, y su
liberacién es una forma de desintoxicar al organismo de amoniaco; el esqueleto carbonado de la

alanina es el mejor sustrato para la gluconeogénesis hepatica (CHANG y GOLDBERG, 1978a).

La alanina posee una pedquefa actividad inhibitoria de |la degradacion proteica.
Tanto el piruvato como el lactato pueden ser sustituidos por alanina, pero ias concentraciones que

requieren son 20 veces mayores (FOSO y MORTIMORE, 1984).

CHANG y GOLDBERG (1978a) consideran a la alanina como un transportador de
nitrégenc en el metabolismo de aminodcidos en el organismo. La liberacién de alanina refleja la
sintesis "de novo" de los aminodcidos en el musculo esquelético. La alanina tiene un papel
irmportante en fa transferencia de los amino producidos por transaminacion y desaminacion de otros

aminoacidos (FELIG y col., 1970).

Para aumentar la actividad del sistema A de transporte, la insulina podria aumentar el
flujo unidireccional de metionina y alanina (BONADONNA y cal., 1993). El metabolismo de alanina
es clave para el sustrato gluconeogénico (FELIG y col., 1970).El aumento del flujo interno de
alanina a través del sistema A en respuesta a la insulina podria ocurrir simultaneamente con la
inhibicion de la proteolisis (GELFAND y BARRETT, 1987, FRYBURG y col., 1991), y limitar el aporte

de la alanina muscular para la gluconeogénesis hepética.
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La concentracion de alanina (Tablas 23b, 24b y 35b; Grafica XVIII) en plasma
aumenta en el lote |l frente al control los dias 4 y 14 en un 76% y 27% y disminuye en gldbulos rojos
los dias 4, 10y 14 en un 30%, 45% y 33%, respectivamente. En muscuio gastrocnemio disminuye
el dia 10 en un 64% para igualarse con el control el dia 14. La dieta con déficit energético disminuye
el contenido en los tres compartimentes; asi, en plasma disminuye el dia 10 frente al control en un
54%, en gldbulos rojos en un 53% el dia 4 y en 56% el dfa 10; en musculo gastrocnemic la
disminucion de este aminodcido el dia 10 es del 100%. L.a alanina es transpenrada al higade por la

sangre y utilizada por la nuta gluconeogénica para paliar el déficit energético sintetizando glucosa.

5.5.3. AMINOACIDOS AROMATICOS

Las variaciones en la concentracion de los aminodcidos arométicos (AAA)
fenilalanina, tirosina y triptéfano influyen en la sintesis de catecolaminas y/o serotonia (THURMOND
y col,, 1990; TACKMAN y col., 1990}. El acceso al cerebro de estos aminoacidos depende también

de las concentraciones de otros aminodcidos que compiten por el mismo transportador
{OLDENDORF Y SZABC, 1976).

Por lo tanto, es importante el aporte equilibrado de aminoacidos al cerebro, que
depende de la concentracidn plasmatica de aminodcidos aromaticos y de cadena ramificada. Estos

varian con el contenido proteico de la dieta (SOEMITRO y col., 1889).

En ratas a las cuales se les adminisira una dieta y se mide |a liberacion de tirosina, se
observa que se reduce tanto después de una dieta normal como después de una dieta carente de

proteinas, atribuido a la incorperacion de la tirosina a las proteinas (GOODMAN y GOMEZ, 1987),

Al estudiar los niveles de catecolaminas, hay un notable incremento en la
concentracién de tirosina después de la administracion de una dieta deficiente en proteinas en el
"corpus striatum" y en la "sustancia nigra". Con una dieta deficiente en fenilalanina no se observa

este efecto en ambas regiones (VENERO y col,, 1992).

Al comparar la concentracion de tirosina en plasma del lote Il con respecto al control,
hay una disminucién de un 31%, 40% vy 96% vy en gldbulos rojos de un 41%, 76% y 50% los dias 4,
10 y 14, respectivamente, como consecuencia de la falta de AAA en la dieta. En el musculo se
produce un aurnento de tirosina libre los dias 4 y 14 del 104% y 54% y una disminucién el dia 10 del
75%. La restriccion energética, ademas de la carencia de AAA, provoca una disminucién en el
plasma el dia 10 del 40% en el lote Il y un aumento del 35% el dia 10 en el lote Il (Tablas 14, 25y

36).
225



En glébulos rojos, ta restriceion energética del 50% disminuye la concentracion de
tirosina los dias 4 ¥ 10 en un 73% y 35%, respectivamente y en muscule gastrochemic la
concentracian de tirosina aumenta el dia 4 en un 755% y disminuye el dia 10 en un 51%. Los
efectos observados se deben tanto a la falta de aminoacidos aromaticos como a la disminucidn de la

ingesta, segun podemos observar al comparar los lotes by [V en los tres compartimentos.

Los descensos concuerdan con los datos obtenidos por ADIBI y col. (1973) y
PETERS y HARPER (1985), quienes encuentran una proporcionalidad entre las concentraciones

de tirosina y el contenido proteico de la dieta en un margen del 5 al 20% de caseina.

5i se estudian las concentraciones plasmaticas y en glébulos rojos de fenilalanina
libre (Tablas 14, 24 y 36), se cbserva que a lo largo de la experiencia en el lote control y en el
carente de amino&cidos aromaticos no hay variaciones significativas; en musculo gastrocnemio
aumenta el dia 10 para disminuir el dia 14 vy recuperar los valores del dia 4 del experimento. En el
lote 1l hay un aumento de fenilalanina plasmatica y en glébulos rojos, mientras que en musculo

gastrocnemio no se modifica.

Al estudiar el efecto que producen ambas dietas carentes frente a la dieta control,
en el lote |l no se produce ninguna modificacién en la concentracidn de fenilalanina en plasma vy
gidbulos rojos con respecto al control; en cambio, en misculo gastrocnemio aumenta los dias 4 y
14 en un 16% y 791% respectivamente. Estos efectos se deben principalmente a la falta de
aminoodcidos aromaticos en la dieta. La concentracién de fenilalanina plasmdtica experimenta un
aumento en el lote con déficit energético respecto al control todos los dias del experimento y el dia
10 en globulos rojos. En misculo gastrocnemio no se producen variaciones significativas ya que las
enzimas que catabolizan este aminodcido deben estar disminuidas por falta de los aminoécidos

aromdticos esenciales fenilalanina y triptétano en la dieta.

En este sentido, PETERS y HARPER (1985), sefalan que en ratas alimentadas con
dietas con un contenido de caseina inferior al 35%, la fenilajanina plasmatica disminuye

proporcionaimente, lo cual también ocurre con el triptéfano.

El aumento en las concentraciones plasmaticas de fenilalanina y tirosina en el lote 11l
frente al control reflejan el aumento del "turnover” proteico muscular que esta teniendo lugar. Las
tasas de oxidacion e hidroxilacion de la fenilalanina son los factores mas afectados por una ingesta

baja en proteina o restringida en fenilalanina y tirosina (CORTIELLA y col., 1992).

Estos resultados se resumen en la tabla 15 al observa que la suma de aminoacidos
aromaticos (AAA) fenilalanina y tirosina en plasma y en la tabla 26 en gldbulos rojos disminuyen

mientras que en musculo aumentan en el lote |l El deficit energético aumenta la suma de Phe+Tyr
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el dia 10 en plasma y no se modifica en glébulos rojos, mientras que en musculo gastrocnemio

disminuye (Tabla 37 y Grafica XiX).

SUZIC y col. (1987) sefalan que la concentracion plasmatica de la suma de los AAA,

asf como la de los amincéacidos neutros varia directamente con el contenido proteico de la dieta.

YOUNG (1974) examind el efecto de la edad en ratas en respuesta a las
concentraciones plasmaticas de triptéfano, comprobando que en ratas jovenes se necesita menocr
cantidad de triptofano para mantener los niveles normales en sangre que en ratas adultas. Si se
aumenta la ingesta de triptétano, hay aumento del paso de éste al cerebro, aumentando la sintesis
de serotonina. El triptéfanc compite con los aminoacidos de cadena ramificada, disminuyendo la
entrada al cerebro por la barrera hematoencefalica cuando aumentan éstos (FERNSTROM y
WURTMAN, 1971).

5.5.4. SUMA DE AMINOACIDOS NEUTROS Y RELACION AAR/AAA
EN PLASMA, GLOBULOS ROJOS Y MUSCULO
GASTROCNEMIO

Se sabe que el cerebro es uno de los érganos mas sensibles a los desequilibrios
aminoacidicos provocados por [a dieta. El transporte de aminoacidos a través de la barrera hemato-
encefalica requla la disponibilidad de nutrientes en este érgano (PARDRIDGE, 1983) y muchas de
las rutas del metabolismo cerebral se ven influidas por el aporte del precursor correspondiente
(WURTMAN y FERNSTROM, 1975). El bajo valor de la Km para el transporte de aminoéacidos a
través de la barrera hemato-encefdlica, en comparacién con otros érganos, proparciona las bases de
la vulnerabilidad del cerebro de la rata a los cambios en el aporte de aminoacidos (PARDRIDGE vy
CHOI, 1986). Asi, el metabolismo cerebral de [a tirosina, triptéfano y fenilalanina es funcion, no séio
de su concentracién plasmatica en si misma, sino de la relacién de cada unc de estos aminoacidos a
la suma de las concentraciones de los restantes aminodcidos neutros que compiten por la entrada al
cerebro (FERNTROM y FALLER, 1978).

Los aminoacidos neutros (AAN) estan formados por la suma de los aminodcidos de
cadena ramificada (lle, Leu y Val), junto con los amincacidos aromaticos (Phe y Tyr). Al analizar los
tres compartimentos estudiados en plasma, los aminodcidos neutros aumentan al final del proceso
en el lote control y en el lote Il y disminuyen en el lote 11, variaciones que son semejantes a lo que
sucede con la suma de AAA, ya que los AAR no varian salvo en el lote Ill que también aumenta el dia

i0.
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Al estudiar el efecto de ambas dietas experimentales !l y Il en plasma frente a la dieta
control en la suma de aminodcidos neutros plasmaticos se cbserva que en el Ulitimo dia del
experimento para cada tratamiento hay una disminucion en el iote il (689) y un aumento en ef lote il
{107%). Estas medificaciones siguen las mismas variaciones que se cbservan en la suma de AAA

para el lote 11 y el aumento en la suma de AAA para el lote Il el dia 10.

La reduccion simulténea de los valores en el plasma de todos los AAN que provocan
la dieta carente de Phe+Tyr+Trp, impide posibles fendmenos de competencia en el transporte,
segun afirman PARDRIDGE y CHOI (1986), en el sentido de que el contenido cerebral de
cualquiera de fos aminodcidos neutros es funcidn directa de su nivel plasmatico e inversa de

cualquiera o la totailidad de los restantes amincacidos neutrcs en €l plasma.

Debido a la disminucién que se produce en la suma de AAA en plasma (Tabla 15) en
el lote Il el dia 14, la relacion AAR/AAA aumenta ese dia al compararlo con el control; en cambio, en
el lote 1l el aumento en la relacién AAR/AAA los dias 4 v 10 del experimento se debe a la

disminucién de la suma de Ios AAA el dia 4 y al aumento el dia 10 de la suma de AAR.

En glébulos rojos, cuyo pape! es movilizar los aminodcidos hacia zonas de menor
concentracion (AOKI y col., 1872}, se observa a io fargo del periodo experimental que Unicamente
aumenta la suma de AAN en el lote Il el dia 10, no significativamente (Tabla 26). E! tratamiento
dietario impuesto a los animales de experimentacion hizo que en el lote |l no se dieran diferencias
significativas con respecto al control los dias 4, 10 y 14. En el lote !ll sélo los AAN disminuyen frente
al control el dia 4 debido a la disminucién de la suma de AAA por disminucién de la ingesta
aumentando el dia 19 (por aumento exagerado de los AAR), aunque este valor del dia 10 no es

significativo.

La relacion AAR/AAA en globulos rojos aumenta en el lote carente de Phe+Tyr+Trp
el dia 10 en un 255% y el dia 14 en un 149% por el descenso de la suma de AAA esos dias al
compararlo con el control. En cambio, en €l lote [1l con restriccidén energética afadida, se produce un
aumento de dicha refacion todos fos dias del experimento al compararios con el control, debido a las

disminuciones de la suma de los AAA los dias 4 y 10 v al aumento en el contenide de AAR el dia 10.

En musculo gastrocnemio, los AAN (Tabla 37) por efecto de las dos dietas se
comporian de igual forma que los AAA y AAR, a excepcitn de los AAN el dia 4 tanto el lote |l como el
lote 1il; los valores no se modifican con respecto al lote control por el efecto compensador de los
AAA ese dia.

En musculo gastrocnemio los AAR vy los AAA se modifican de forma semejante a lo

largo del periodo experimental, exceptuando ios AAN del fote | y del lote [If el dia 4; mientras los
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AAA en el lote [l aumentan, los AAR también aurmentan, mientras en el lote il los AAA aumentan y
los AAR disminuyen. Por |o tanto, dicha relacion no se modifica para los lotes [l y Il ese dia, y si
aumentan el dia 14 para el lote |l y disminuyen el dia 10 para el lote Il por aumentar méas los AAR y

disminuir mas los AAA ese dia.

5.5.5. AMINOACIDOS BASICOS Y AZUFRADOS

La arginina es un aminoacido que interviene en el ciclo de la urea del higado en las
reacciones de detoxificacion de amonio del organismo cuando las ingestas proteicas son elevadas.

Alternativamente, la ruta podria facilitar la conservacion de nitrdgeno cuando las ingestas son bajas.

Las concentraciones de arginina libre en plasma (Tabla 16) no se madifican a lo largo
del periodo experimental en el [ote control; en cambio, en el lote carente de aminoécidos
aromaticos aumenta los dias 10 y 14 al compararlos con el dia 4, como también sucede en la

restriccion energetica.

Al estudiar el efecto que ambas dietas experimentales producen frente a la dieta
control, se observa un aumento de la concentracion de arginina libre en plasma en el lote |l el dia 14,
mientras que en el lote Il no se produce ninguna variacion respecto al lote control. Este efecto se
debe a la falta de aminodcidos aromaéticos en la dieta. En globulos rojos (Tabla 27), al final de la
experiencia no hay modificaciones en la concentracién de arginina en ambos lotes carentes
respecto al control, y en musculo gastrocnemio (Tabla 38) disminuye la arginina el dia 14 un 77%
por efecto de la falta de aminodcidos aromaticos en la dieta, y aumenta el dia 10 en el lote con déficit

energético en un 127%.

La concentracién de histidina libre en plasma no se modifica durante el periodo
experimental en ninguno de los lotes. La carencia dietaria de Phe+Tyr+Trp junto con la restriccion
energética de los lotes Il y Il provoca un descenso en plasma que fué significativo el dia 14 en un
50% para el lote Il y del 38% y del 46% para los dias 4 y 10 en el lote lIl. Este efecto se debe tanto a
la falta de aminoacidos aromaticos como a la disminucion de la ingesta, como se deduce de la
comparacién de los lates Il y IV, y por el déficit energético en el lote 1ll. Estos datos coinciden con los
abtenidos por PETERS y HARPER (1987) vy por SOEMITRO vy cal. (1989) en estudios con ratas

sometidas a dietas sin proteinas.

En globulos rojos, la histidina libre aumenta en el lote control al final de la
experiencia, y disminuye en ambos lotes carentes, siendo los dias 10 y 14 para el lote il del 56% y

26% con respecto al dia 4 y para el lote 111 del 99% el dia 10. Si se comparan ambos lotes carentes
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frente al control los distintos dias del experimento, se observa que a partir del dia 10 hay una
disminucion en la concentracion de histidina del 48% y 49% los dias 10y 14 en el lote Il y del 51% el
dia 10 para el lote Ill. En el lote Il la disminucién se debe tanto a la falta de amincacidos arcmaticos
en la dieta como a la disminucidn de |a ingesta que éstos provocan. En el lote ill se debe a ia falia de

anergia.

La histidina es particularmente abundante en la hemoglobina y en la carnosina, un
dipéptido presente en gran proporcidn en el masculo. Se ha sugerido que durante la privacion de
histidina, estos "pools" pueden ser movilizados y pueden mantener el balance de nitrégeno normal
o positivo durante largos periodos de tiempo (NASSET y GATEWOOD, 1958).

TERRY y col. (1977} lievaron a cabo un experimento en hombres sanos a los cuales
se les adminisiré nutricién parenteral durante 27 dias con una preparacion de aminoacidos
proporcionando todos los aminoacidos esenciales excepto la histidina. Tanto la histidina en plasma
como en orina disminuyeron rapidamente y se mantuvieron bajas durante todo el periodo de
estudio. Cuando se administra histidina, los valores de ésta en plasma y en orina vuelven a su valor

normal.

SHENG vy col. {1977) observan alteraciones en la flora intestinal durante estos

estudios, poniendo de manifiesto la importancia de la histidina para la flora intestinal.

CHO vy col. (1984) sometieron a individuos sanos a dietas deficientes en histidina
durante 8 semanas, demosirando que el balance de nitrégeno se hace negativo y que las
concentraciones de hemoglobina y de hematocrito descienden mientras que los niveles de hierro
aumentan significativamente. Al introducir histidina en la dieta, el balance de nitrégeno vuelve

rapidamente a ser positivo.

En musculo gastrocnemio (Tabla 38), la concentracién de histidina disminuye en
ambos lotes carentes con respecto al control, siendo en el lote lllos dias 4y 10 de un 51% y 72% y
aumenta el dia 14 en un 483% debido a la falta de AAA en la dieta. En el iote lll, el descenso de
histidina muscular es mayor el dia 10, del orden del 88%, debido a la restriccién energética. Estos
resultados concuerdan con los de MERCER vy col. {1989), quienes asocian la deficiencia proteica y
de aminoacidos esenciales con la elevacion de histidina en miuscule, y con los de PARKER vy col.
(1985), que indican que este aumento es consecuencia del mayor catabolismo de ia hemogicbina,
de la degradacion de la carnosina (B-alanil-histidina), y del menor catabolismo de la histidina,

coincidiendo con el aumento cbservado para el lote I el dia 14.

La metionina es uno de los aminodacidos iniciadores de la sintesis proteica. La

insulina aumenta el flujo unidireccional de metionina y alanina activando el sistema A de transporte
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(BONADONNA y col., 1993). La metionina podria estar disponible desde el "pool" circulante para

apoyar la transuifuracion, transmetilacian y la formacion de metionina t-RNA en el misculo.

Aloiargo de la experiencia nc se modifican los valores de metionina (Tablas 17, 28 vy
39) en los lotes control y carentes de Phe+Tyr+Trp en plasma y misculo gastrocnemio, mientras
que disminuye en gidbulos rojos el dia 14 en el lote li; ef lote Il aumenta a lo largo del proceso
experimental en plasma y gldbulos rojos, ¥ no varia en musculo gastrocnemio. Si se comparan los
lotes carentes con el control los distintos dias de la experiencia, se observa una reduccion del
contenido plasmatico de metionina en el lote |l el dia 10 que es del orden del 84% v el dia 14 del
32%. En el lote con déficit energético aumentan los niveles plasmaticos de metionina los dias 4y 10

en un 210% y 26%, respectivamente.

En gldbules rojos, la disminucién chservada en el lote |l se hace significativa el dia
14, siendo del 75% debido a |a falta de AAA en la dieta. Los valores de metionina para el lote |l los

dias 10 y 14 no difieren de los controles.

En musculo gastrocnemio no se cbservan variaciones significativas por efecto de
las tres dietas en la concentracidn de metionina libre los dias 4, 10 y 14 y tampoco al comparar

ambas dietas carentes con la dieta control esos dias.

La taurina es uno de los aminoacidos libres mas abundantes en el cuerpo humano y
no se incorpera a las proteinas (JACOBSEN y SMITH, 1968). Sus funciones biolégicas son la
formacién de los acidos biliares conjugados. La taurina también estd implicada como
neurotransmisor (HUXTABLE y BRESSLER, 1973) y tiene un papel fundamental en el cerebro y en
el desarrollo del sistema nervioso (STURMAN y GAULL, 1875), asi como en la funcién cardiaca
(AZUMA y col., 1885).

Los nifios poseen un elevado "pool" de taurina, presumiblemente procedentes de

la madre. La taurina esta presente en elevadas cantidades en la placenta (PHILLIPS y col., 1978).

La concentracion de taurina en plasma (Tabla 17) disminuye en el lote control y en e
lote 1l el dia 10, para igualarse el dia 14 al dia 4, mieniras que en el lote |ll aumenta ese dia. Al
comparar el efecto de las dietas carentes con el control [os distintos dias, se ocbserva un aumento de
taurina los dias 10 y 14 en el lote |l que fué del 89% vy del 13%, respectivamente y en el lote !l el dia
10 fué del 174%. En globulos rojos {Tabla 28) no se observan modificaciones ni por las dietas

administradas a lo largo del tiempo, ni por la carencia de AAA y energia frente a controles.
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En musculo gastrocnemio (Tabla 39} se observa un aumento por falta de AAA en la
dieta el dia 10 que fué del 247%, para igualarse a los controles el dia 14. La restriccion energética

no alterd los valores de taurina libre frente al control los dia 4 v 10.

Las modificaciones observadas se deben mas bien a la falta de AAA en la dieta en

plasma y musculo gastrocnemio,

5.5.6. AMINOACIDOS ESENCIALES, NO ESENCIALES, RELACION
AAE/AANE Y AMINOACIDOS TOTALES

En plasma, la suma de aminodcidos esenciales (AAE) aumenta al final del periodo
experimental en los 3 lotes estudiados (control, lote li y lote 1), En gldbulos rojos no se modifican a
lo largo del proceseo, mientras que en masculo gastrocnemio aumenta el dia 10 en el lote control
para igualarse al dia 4 el dia 14; aumentan en el lote Il y no se modifican en el lote Il (Tablas 18, 28 y
40; Graficas XX y XXI).

Al observar e! efecto que producen en ambas dietas carentes los lotes H y Il
respecto al control, en el lote li la suma de AAE en plasma y glébulos rojos no varia respecto al
control, mientras que en misculo gastrochemio disminuye en un 60% y aumenta el dia 14 en un
129%. En cuanto a los resultados obtenidos para el lote Ill, no se produce ninguna maodificacién en

plasma y glébulos rojos, mientras que en musculo gastrocnemio disminuye el dia 10 en un 56%.

La suma de aminoacidos no esenciales (AANE) en plasma no sufre ninguna
modificacién en ambas dietas experimentales respecto a la dieta control; en gldbulos rojos
Unicamente hay una disminucién en la suma el dia 10 en el lote Il por efecto de la restriccién
energética impuesta, debido a las disminuciones individuales paralelas de alanina, glutdmico y
glutamina, que son utilizadas con fines energéticos para paliar el déficit dietario, En musculo
gastrocnemio los AANE aumentan por efecto de la dieta carente de Phe+Tyr+Trip el dia 4 en un

172% y disminuyen el dia 10 por efecto de la reduccién energética de la dieta en un 49%.

La relacién AAE/AANE, en plasma aumenta en el Iote i1l el dia 10 respecto aldia 4 y
al compararlo con el Iote control, debido a la invariabilidad de la suma de AAE y a una ligera
disminucion en ta suma de AANE. En globulos rojos esta relacion no se modifica por efecto de las
dietas Il y llIt y solo se produce un aumenio en el lote Il el dia 10 respecto al dia 4, debido a la
disminucion en ta suma de AANE. En musculo gastrocnemio hay un aumento de esta fraccion el dia

14 en el lote I, consecuencia del aumento de los AAE. La restriccion energética impuesta al lote 1l
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no modifica dicha relacién porque los AAE y AANE se modifican por igual. Las variaciones

observadas se deben a la falta de amincacidos aromaticos en la dieta.

MUNRO (1982) muestra gue la deficiencia proteica produce una reduccién
aproximadamente del 50% de los AAE y AANE en plasma. LUNN y col. (1976) obtienen resultados

similares en musculo e higado, aunque relativamente menores.

WANNEMACHER y ALLISON (1968) observan que las concentraciones de
aminoacidos estan relacionadas con el grado de deplaccion de nitrogeno corporal. Asimismo,
sefialan que en plasma e higado las concentraciones de AAE disminuyen mas rapidamente que las
de AANE, pero en miusculo se produce una pequefa disminucién hasta alcanzar la etapa mas

severa de depleccion. Ademas, encuentran un ligero aumento en los AANE.

Los aminoacidos totales en plasma aumentan en el control el Gtimo dia de la
experiencia y no se medifican a lo largo del tiempo en los iotes Il y 1. Si se comparan los efectos de
ambas dietas carentes frente al lote control, s& observa unicamente en el lote Il un aumento
significativo del 35% el dia 10 que se iguala al controt el dia 14. Ello es debido a la falta de
aminoacidos aromaticos en ia dieta. La reduccién energética dietaria no modifica ia suma de los AAT
en plasma con respecto af control el dia 14, En glébulos rojos no se modifican en los lotes carentes
ni se observan modificaciones significativas, salvo el dia 4 en el lote Il que aumenta en un 24% para
igualarse a los controles los dias 10 y 14 y en el lote Il el dia 10 que disminuye en un 25%, no

siendo este descenso significativo.

En musculo gastrocnemio hay un aumento en el lote control que se hace patente el
dia 10 y se mantiene el dia 14 con respecto al dia 4. En los lotes carentes de AAA v con reduccion
energética, aumenta el dia 4 en un 116%, disminuye el dia 10 en un 44% y no varia el dia 14 con
respecto al lote control. La reduccidn energética en la dieta disminuye el contenido de AAT libres el
dia 10 en un 52%, debido a la falta de aminoacidos aromaticos en la dieta y al déficit energético.
También la reduccion, tanto de los AAE como de Iqs AANE puede ser debida a la utilizacién de ios
mismos con fines gluconeogénicos para mantener los niveles de glucosa en sangre y asi

suministrar este metabolito al cerebro para su supervivencia.
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5.5.7. RELACIONES ENTRE AMINOACIDOS: lle/AAN-lle, Leu/AAN-
Leu, Val/AAN-Val, Phe/AAN-Phe, Tyr/AAN-Tyr, Phe/Tyr,
Ala/Tyr, Ala/Leu, Ala/AAR, Ser+Gli+Ala/AAR y Gly/Val

Si se estudian ias relaciones de aminoacidos libres lle/AAN-Ile, Leuw/AAN-Leu vy
Val/AAN-Val (Tablas 19, 30 y 41), que representan la proporcion entre cada uno de los aminoacidos
de cadena ramificada y la suma de amingacidos neutros exceptuando el aminoacido al que nos
referimos, reflejan la competitividad por los mismos sistemas transportadores entre cada uno de
ellos y los restantes. Se observa en plasma para las dos primeras relacicnes que no se producen
modificaciones en ambos lotes carentes con respecto al control, con la excepcidn del aumento que
aparece en €l lote If el Ultimo dia de a experiencia para la relacién Leuw/AAN-Leu que fué dei 269% vy
en el lote |} el dia 4 para la relacion llefAAN-lle. La relacién Val/AAN-Val aumenta en ambos lotes
carentes al final del expetimento con respecto al control el dia 14 en un 375% y en un 200% vy 47%

los dias 4 y 10 respectivamente para el lote 1l

En gidbulos rojos, la relacidn lle/AAN-lle no experimenta ninguna modificacién en
los lotes Il y il frente al control vy a la relacidn Leu/AAN-Leu aumenta en el lote [il al final de la
experiencia respecto al lote control en un 80%, y para Val/AAN-Val aumenta en el Iote |1l respecto al
control durante todo el proceso el dia 4 en un 250% vy el dia 10 en un 103%, respectivamente,
mientras que en el lote Il aumenta el dia 10 en un 55% y no varia respecto al control al final de la

experiencia.

£n musculo gastrocnemio, lle/AAN-lle y Leu/AAN-Leu no varian, exceptuando el
aumento de lle/AAN-lie el dia 4 en el lote 1l en un 15% y la disminucién en el lote 1l ese dia en un
46% con respecto al control y la disminucién el dia 4 de la relacion Leu/AAN-Leu en un 66%. La
relacion Val/AAN-Val aumenta a lo largo del periodo experimental en los tres lotes, perc ambos lotes
carentes disminuyen frente al control, siendo significativo el dia 10 para el lote |l (21%) y para e! lote
Il el dia 4 (71%). Estas variaciones son debidas a la falta de AAA en la dieta y a la reduccidn

energética en el lote |l y Il!, respectivamente.

Las relaciones Phe/AAN-Phe, Tyr/AAN-Tyr v Phe/Tyr (Tablas 20, 31 y 42)
completan la descripcion de la proporcién entre los aminoacidos aromaticos estudiados y la suma
del resto de los AAN. En plasma la relacion Phe/AAN-Phe no se medifica en ambos Iotes carentes al
final del periodo experimental con respecto al control, Tyr/AAN-Tyr disminuye en ¢l lote |l el dia 14

en un 95% y en el lote Il el dia 10 disminuye en un 47%. La relacion Phe/Tyr (Gréafica XX} aumenta
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en un 465% el dia 14 en el lote | debido a la marcada disminucion de tirosina y aumenta en un 322%

el dia 10 en el lote |l

En globulos rojos, igual gue en plasma, la relacion Phe/AAN-Phe no se modifica al
final del proceso en ambos lotes carentes respecto al control; la relacion Tyr/AAN-Tyr disminuye en
un 76% en el iote 1l el dia 10 respecio al control y el dia 14 se iguala al control; en el lote |1l disminuye
en un 71% et dia 10. La relacion Phe/Tyr en glébulos rojos, no se modifica en al lote Il. En el lote 1]
aumenta con respecto al control el dia 4 en un 400% y el dia 10 sigue aumentando, sin llegar a ser
significativo con respecto al control debido al aumento de la fenilalanina y a la disminucién de la

tirosina en el lote Il esos dias.

En musculo gastrocnemio, la relacidn Phe/AAN-Phe aumenta en el Iote |l con
respecto al control el dia 14 en un 60% y en ei lote HI disminuye el dia 4 en un 44% comparado con
el control. La relacion Tyr/AAN-Tyr disminuye en el lote I el dia 10 en un 46% y no varfa los dias 4 y
14; fa restriccion energética hace que esta relacién aumente e | dia 4 comparandola con el grupo
control en un 56% y disminuye el dia 10 en un 38%. La relacién Phe/Tyr aumenta, aungue no de
forma significativa en el lote Il con respecto al control los dias 4, 10 y 14, debido principalmente al
aumento de la fenilalanina. En el lote Il disminuye con respecto al control el dia 4 en un 86%,

debido al aumento de la tirosina; el dia 10 se iguala al lote control por descenso de la tirosina libre.

Las fracciones Ala/Tyr, Ala/Leu y Ala/AAR (Tablas 21, 32 y 43) estan relacionadas
con el metabolismo de la glucosa. En plasma siguen un mismo petfil de variacién determinado por
ias variaciones que experimenta la alanina, principal sustrato gluconeogénico. Al comparar el efecto
de ambas dietas equrimentales con respecto a la dieta control, se observa en el lote Il un aumento
en las tres relaciones el dia 14 del experimento debido al incremento de las concentraciones de
alanina plasmatica. La restriccion energética impuesta al lote lll hace que la alanina disminuya en
plasma al final del proceso experimental, lo cual hace que estas relaciones disminuyan al ser utilizada

la alanina con fines gluconeogénicos.

En glébulos rojos, se observa en el lote Il que la relacion Ala/Tyr (Grafica XXIIl) el dia
10 aumenta debido principalmente a la disminucién de Tyr; este aumento se mantiene hasta el final
del procese, pero fué menos importante ya que la disminucién de Tyr es menos marcada, y la
concentracion de alanina en gidbulos rojos es también mas baja. La relacion Ala/Leu (Grafica XXIV)
no experimenta ninguna modificacion en el lote [l y si en el lote 11! que disminuye el dia 10 en un
77% con respecto al lote control, debido principalmente a la disminucion de la alanina. La relacion
Ala/AAR (Grafica XXV), disminuye dnicamente en el lote Il los dias 4 y 10 en un 37% y 80%,
respectivamente, debido a ser utilizado este aminoacido por giuconeogénesis para producir
glucosa y suplir asi la falta energética de la dieta.
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En musculo gastrocnemio, las relaciones Ala/Tyr, Ala/Leu y Ala/AAR diminuyen por
el efecto de ambas dietas carentes con respecto al control los Gltimos dias de la experiencia, es
decir, el dia 14 para el lote |l y el dia 10 para el lote 11l a excepcion de la relacién Ala/Tyr que no varia
el dia 10 en el lote Il con respecto al control, debido al descenso de alanina y tirosina. Los
descensos de estas relaciones se deben a la falta de aminodcidos aromaticos en la dieta para el lote

Il'y al déficit energético para el lote 11,

Las relaciones Ser+Gli+Ala/AAR y Gly/Val (Tablas 22, 33 y 44; Grafica XXVI)
aumentan en plasma en el lote Il los dias 4, 10 y 14 en un 187%, 135% y 279% para la primera
fraccion y para la fraccion Gily/Val en un 317%, 57% vy 152%, respectivamente, frente al control. En
el lote 11l hay aumento el dia 4 en un 220% y 317%, respectivamente; en el dia 10 disminuye en un

70% la relacion Ser+Gli+Ala/AAR, y en un 56% la fraccion Gly/Val, pero no significativamente.

£n glébulos rojos, Ser+Gli+Ala/AAR y Gly/Val se comportan igual a lo que sucede
en plasma, es decir, aumentan ambas fracciones en el Iote Il y en €l lote il aumenta el dia 4y

disminuye el dia 10, siendo esta disminucion de Ser+Gli+Ala/AAR significativa.

FAUS vy col. (1984) también encontraron valores mas elevados en estos indices

medidos en plasma de nifios con malnutricion proteico-caldrica.

En musculo gastrocnemio, del mismo modo que sucede en plasma vy glébulos rojos,
la fraccion Ser+Gli+Ala/AAR aumenta los dias 4 y 10 para el lote Il y disminuye el dia 14 frente al
control. La restriccion energética anadida a la dieta carente de Phe+Tyr+Trp disminuye dicha

fraccion significativamente en un 44% el dia 10.

La fraccién Gly/Val en musculo gastrocnemio no se modifica al final de la experiencia
en el lote ll, mientras que en plasma y glébulos rojos aumenta ese dia. La restriccion energética
disminuye la fraccién el dia 10, como también sucede en plasma y gldbulos rojos. La finalidad es
suministrar, por transaminacion de los aminoacidos con el piruvato, la formacién de alanina que

genera glucosa por gluconeogénesis en el higado mediante el ciclo glucosa-alanina.
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Esta tesis tiere como finalidad estudiar el efecto de la malnutricidn proteica vy
proteico-energética inducida en ratas Wistar macho, mediante el suministro de dietas sintéticas de
amincacidos cristalinos carentes de amincacidos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptdfano (lote 11)
y carentes de fenilalanina, tirosina y triptéfano con la mitad de energia del lote I (lote Ill) frente a un
control alimentado con 10% de proteina {Caseina 9.8 % + DL-Metionina 0.2 %), con el objeto de
cuantificar las variaciones de algunos pardmetros que pueden constituirse en indices de
malnutricion, asi como la administracidn de una dieta IV (lote 1V) igual a la dieta control, pero
suministrada "pair fed" con respecto a la dieta Il con la finalidad de distinguir los efectos de fa

disminucion de la ingesta de la falta de aminoécidos aromaticos {Phe+Tyr+Trp).

Para ello, ademas de determinar constantes sanguineas y urinarias de tipo general,
se ha caracterizado la respuesta metabdlica del tejido muscular a la ausencia de aminoacidos
aromaticos en la dieta mediante la determinacidn de sus componentes intracelulares y enzimaticos

implicados en el metabolismo proteico.

Asi mismo, se han valorado las modificacicnes en los niveles de aminodcidos libres
en el musculo gastrocnemio y su relacion con las concentraciones de 10s mismos en el plasma vy los

glébulos rojos de 1a sangre.
De los resultados obtenidos se pueden deducir las siguientes conclusiones:
Referentes al animal:

12,  La ausencia de los aminoacidos fenilalanina, tirosina y triptéfanc en la dieta sin
restriccion de energia o con limitaciones de la misma a la mitad, provoca un conjunto
de manifestaciones que se enmarcan dentro de una malnutricidn proteica y proteico-

calorica, respectivamente.

22 La administracion de ambas dietas experimentales a ratas en crecimiento produce-
una disminucion de la ingesta a lo largo del proceso experimental. El deterioro fisico
al que conduce esta situacion limita su viabilidad hasta el dia 12 del experimento en el

lote 1.

3%, El peso corporal disminuye en amoos lotes carentes al compararlos con el control,
mas por la falta de aminoacidos aromaticos en la dieta que por la disminucién de la

ingesta.
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Referentes

Referentes

Referentes

Debido a la elevada perdida de nitrogeno corporal que se produce con las dietas
deficitarias, tiene lugar una disminucién del balance de nitrogeno que llega a alcanzar

valores negativos en los animales sometidos a restriccion energeética (lotes Il y 1),
a los resultados obtenidos en orina:

La produccion de urea aumenta con ambas dietas carentes reflejando la disminucion

de la sintesis proteica y €l aumento de la preteclisis muscular.

El contenido de creatinina en orina disminuye al final de la experiencia con ambos

tratamientos debido a una menor masa muscular.

El contenido de 3-metilhistidina en orina Unicamente aumenta en el lote |l el dia 10

con respecto al control.
a los resultados obtenidos en sangre:

Ambas dietas carentes producen un efecto hipocolesterolémico al final de la

experiencia con respecto al grupo control.

La glucemia e insulinemia disminuyen al final del proceso experimental con ambas

dietas carentes.

La disminucidn de la relacion insufina/glucosa en ambos lotes carentes provoca una

disminucion de la sensibilidad a la insulina.
a los resultados obtenidos en miisculo gastrocnemio:

Las limitaciones de l|a ingesta impuestas por la carencia de aminoacidos aromaticos
provecan una disminucion del peso del musculo gastrocnemio, asi como de su

contenido de proteinas solubies, mientras gue el peso relativo nc varia.

La tasa de DNA diminuye ligeramente en los lotes Il y 1il debido a un aumento de la
degradacion por una mayor actividad DNAsa. Igualmente disminuye el nimero de
nucleos en jos lotes carentes, mientras que la actividad DNAsa/mg proteina aumenta

en dichos lotes.
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3% Eltamano celular o unidad de masa por celula disminuye ligerameante el dia 10 en
ambos lotes carentes, debido a la disminucién del peso del musculo a lo large del

proceso experimental,

4% La falta, tanto de amino4cidos aromaticos como el déficit energético, provocan una
reduccion mayor de fa sintesis del RNA que de su catabolismo, a pesar del descenso
de la actividad RNAsa acida, tanto por drgano como por mg de proteina, que tiende a

impedir ia degradacion del RNA.

52, La relacidon RNA/DNA disminuye en ambos lotes carentes como consecuencia de la
falta de aminoacidos aromaticos y de la disminucion de la insulina, reflejando la
funcion de esta hormeona en la sintesis del BRNA. En cuanto a las relaciones

RNAsa/RNA y RNAsa/DNA, sdlo aumentan el dia 4 en ambos lotes carentes.

62, Las actividades fosfatasa acida y alcalina y 3-D-glucuronidasa por érgano disminuyen
de forma general a lo largo del perfodo experimental en ambos lotes carentes frente
al control. Esto, junto al hecho de que disminuye el peso del misculo gastrocnemio,

refleja la posible involucion del mismo.

72, Las actividades transaminasas GOT y GPT disminuyen en ambos lotes carentes,

debido a la falta de aminoacidos aromaticos en la dieta.

Referentes a las variaciones en las concentraciones de aminodcidos en plasma,

globulos rojos y misculo gastrocnemio:

12, Los aminoacidos de cadena ramificada en plasma aumentan en el lote Il el dia 10,
tanto en plasma como en gldbulos rojos, debido principalmente a leucina y valina, por
un aumento de la proteoclisis por déficit energético o per una inhibicion de la
proteosintesis. Este aumento va acompafade de una disminucion plasmatica de
insulina. En musculo gastrocnemio aumenta en el lote tl por aumento de isoleucina,

leucina y valina, predominando este Gitimo.

22 Respecto a los aminoacidos gluconeogénicos, destacar los aumentos de glicina y
treonina en plasma y glébulos rojos en ambos lotes carentes y la disminucion de
glutamina, acido glutamico y alanina en los tres compartimentos estudiados, sobre

todo en el lote con déficit energético.
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En los aminodcides aromaticos, hay disminucion de tirosina en plasma y glcbulos
rojos en el lote 1l todos los dias de la experiencia como consecuencia de la falta de
aminodcidos aromaticos en la dieta, y aumento en mdsculo gastrocnemio. En el lote I
aumenta en plasma y disminuye en musculo gastrocnemio. La fenilalanina aumenta

en el lote Il en el musculo gastrocnemio vy en el lote |1t en plasma y glébuios rojos.

Los aminodcidos neutros en plasma aumentan en el lote |ll y disminuyen en el lote |l
en el Ultimo dia de la experiencia. En globulos rojos sélo aumenta en el iote Il
mientras que en musculo gastrocnemio aumentan en el lote Il y disminuyen en el lote
[If.

En los amincacidos basicos se observa un aumento en plasma en el lote i el dia 14
de la arginina, no modificandose ésta en globulos rojos, y disminuyendo en musculo
gastrocnemio el dia 14 en el lote 1l y sélo aumenta en este érgano el dia 10 en el lote
[fl. La histidina disminuye en ambos lotes carentes en los tres compartimentos
estudiados, exceptuando el aumento en el lote Il el dia 14 en el musculo

gastrocnemio.

Con respecto a los aminodcidos azufrados, la meticnina disminuye en plasma los dias
10y 14 en el lote {1, aumentando en el lote |Il, mientras que disminuye en el lote Il en
gidbulos rojos y no varia en ambos lotes carentes todos los dias de la experiencia en
musculo gastroecnemio. La tauring aumenta en plasma en el lote 1l todos los dias de la
experiencia, aumentando en el lote lll el dia 10; no varia en glébulos rojos y aumenta

en musculo gastrocnemio solamente el dia 10 en el lote 1.

La suma de aminoacidos esenciales (AAE) no varfa en los lotes Il y 1ll respecto al
control en plasma y globulos rojos, mientras que en misculo gastracnemio en el lote
Il disminuye el dia 10 y aumenta ef dia 14, y en el lote 11l disminuye el dia 10.

La suma de aminoacidos no esenciales (AANE), de forma general, no varia respecto
al control en plasma, glébulos rojos y musculo gastrocnemio en el lote 11, y en el lote lil

disminuyen en los tres compartimentos.

La relacién AAE/AANE en plasma aumenta en ! lote Il el dia 10 respecto al dia 4 y al
compararlo con el lote control ese dia, debido a la invariabilidad de la suma de AAE y a
una ligera disminucion en la suma de AANE. En gldbulos rojos esta refacion no se

madifica por efecto de las dietas |l y Ill y sélo se produce un aumento en el lote |1l el dia
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109,

112,

122,

132,

142,

10 respecto al 4, debido a la disminucion en la suma de AANE. En musculo
gastrocnemic hay un aumento de esta fraccion el dia 14 en el lote |, consecuencia

del aumento de los AAE.

Respecio a los aminoacidos totales (AAT), en plasma Unicamente se observa en el
lote Il un aumento el dia 10 que se iguala al control el dia 14. En glébulos rojos hay
aumento en el lote 1 el dia 4 y disminucion en el lote Il el dia 10. En muisculo

gastrocnemio, en el lote Il aumentan el dia 4 y disminuyen el dia 10.

lle/AAN-lle, Leu/AAN-Leu v Val/AAN-Val. En plasma y glébulos rojos aumentan el
Gltimo dia de la experiencia Leu/AAN-Leu y Val/AAN-Val en ambos lotes carentes
frente al control y en misculo gastrocnemio disminuyen en el lote 1l y no varian en el

lote 111,

rPhe/AAN-Phe, Tyr/AAN-Tyr y Phe/Tyr. En plasma y globulos rojos, la relacion
Tyr/AAN-Tyr disminuye en los lotes 1l y llt y 1a relacién Phe/Tyr aumenta. En musculo
gastrocnemio, aumentan las tres relaciones al final del pericdo experimental en el lote

Il'y sdlo disminuye Tyr/AAN-Tyr el dia 10 en el lote H1.

Ala/Tyr, Ala/Leu y Ala/AAR en plasma en e! lote Il aumentan el dia 14 y en el lote 11 el
dia 10 disminuyen por ser utilizadas con fines gluconeogénicos. En glébulos rojos
en el lote Il no se modifican y en el lote 1li disminuyen significativamente. En mudsculo
gastrocnemio disminuyen estas tres relaciones en el lote 11 y en el lote IIl Ala/Tyr no

varia, mientras que Ala/Leu y Ala/AAR diminuyen.

Ser+Gly+Ala/AAR y Gly/Val en plasma aumentan en el lote il el dia 14 y en el lote 1ll el
dia 10 disminuyen. En gldbulos rojos aumentan en el lote Il frente al control el dia 14
y diminuyen el dia 10 en el [ote lll. En misculo gastrocnemio disminuyen ambas

relaciones en los lotes Il y Il al final de ia experiencia. -
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De todas las conclusiones obtenidas se resume gque la carencia de los aminoacidos
fenilalanina, tirosina y triptofano en la dieta y de éstos con restriccicn energética del 50%, proveca
un estado de malnutricién proteica y proteico-calorica, respectivamente, causando en los animales

de experimentacion;

Disminucion de la ingesta, del peso corperal y del balance de nitrégeno; aumento
de urea y disminucion de creatinina en crina; disminucion del colesterol, insulina y glucosa en

plasma.

En musculo gastrocnemio provocan disminucion del peso, contenido de proteinas
solubles y de DNA, por aumento de la actividad actividad DNAsa y descenso en el nimero de
nucleos y tamano celular. El contenido de RNA disminuye debido a la disminucién de su sintesis, a
pesar del descenso de la actividad RNAsa gue tiende a impedir la degradacion del mismo. Tambien
disminuyen las actividades fosfatasa acida y alcalina, 3-D-Glucuronidasa, asi como las actividades

fransaminasas GOT y GPT.

Respecto a las concentraciones de aminoacidos libres en plasima, gldbulos rojos y
musculo gastrocnemio, se observa un aumento de los aminodcidos de cadena ramificada por
aumento de la proteclisis muscular. Respecto a los aminoacidos giuconeogénicos se observa un
ligero aumento de todos ellos en el lote Il y disminucidn en el lote {1l por ser utilizados con fines

energeticos.

Los aminoacidos basicos disminuyen en plasma y glébulos rojos, mientras que en
musculo gastrocnemio aumenta la histidina. De los aminoacidos azufrados disminuye la metionina y
aumenta la taurina en los tres compartimentos por efectc de ambas dietas carentes. Los
aminoacidos esenciales no varian en plasma y globulos rojos, disminuyen en musculo
gastrocnemio el dia 10 y aumentan el dia 14, mientras que los aminodcidos no esenciales

disminuyen en |os tres compartimentos en el lote (1l -

Los amingacidos totales, de forma general, aumentan en los tres compartimentos

en el lote Il y disminuyen en el lote lil, ya que se utilizan ¢on fines gluconeogénicos.
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AA:

AAA:
AAB:
AAR:
AAE:
AAN:

AANE:

AAT:
Ala:
Arg:
Aspn:
Asp:
Glu:
Gly:
Glun:
His:
fle:
Leu:
Lys:
Met:
Phe:
Ser:
Thr:
Trp:
Tyr:
Val:

ABREVIATURAS

Aminodcidos

Aminoacidas aromaticos

Aminoacidos basicos

Aminoacidos de cadena ramificada

Aminodcidos esenciales

Aminodacidos neutros
Aminoéacidos no esenciales

Aminoacidos totales

Alanina

Arginina

Asparragina

Acido Aspartico

Acido Glutamico

Glicina

Glutamina

Histidina

Isoleucina

Leucina

Lisina

Metionina

Fenilalanina

Serina

Treonina

Triptéfano

Tirosina

Valina
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