
HAS | 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUZONOMA 

DE MEXICO ae 
  

  

FACULTAD DE MEDICINA "(rs, 
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO 4 oo 

INSTITUTO NACIONAL DE LA NUTRICION INNSZ & . 

DIVISION DE FISIOLOGIA DE LA NUTRICION 

REGULACION HORMONAL DE LA EXPRESION 

GENICA DE LA HISTIDASA Y DE LA 

AMINOTRANSFERASA DE AMINOACIDOS DE 

CADENA RAMIFICADA EN TEJIDOS DE RATA. 

T E S l S 
PARA OBTENER EL GRADO DE 

MAESTRA EN CIENCIAS 

BIOMEDICAS (BIOQUIMICA) 

P R E s E N T A 

LIC, NUTR. GABRIELA ALEMAN ESCONDRILLAS     
8 © TUYOR ACADEMICO: DR. ARMANDO ROBERTO TOVAR PALACIO 

e@ 
j 09 a 8 z MEXICO, D. F. 

TESIS CON ab 
FALLA DE. ORIGEN 

1906. 

me 

 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Esta tesis fue realizada en el laboratorio de Nutriologia Molecular de 

Divisi6n de Nutricién del Instituto Nacional de la Nutricién Salvador 

Zubirén, bajo la asesorfa del Dr. Armando R. Tovar Palacio y la coasesoria de 

la Dra. Nimbe Torres y Torres y la Dra. Soledad De Santiago Martinez. 

Este trabajo de investigacién fue financiado por el Consejo Nacional 

de Ciencia y Tecnologta (CONACYT} 3313 - M9308, 

La beca para la realizacién de los estudios de maestrfa en ciencias 
biomédicas fue otorgada por la Direccién General de Asuntos del Personal 
Académico (D.G.A.P.A.) de la Universidad Nacional Auténoma de México. 

 



  

ADIOS, gracias por permitirme seguir, por estar conmigo siempre en todo 

momento tanto de dicha como de tristeza, porque en ti he encontrado paz y 

apoyo cuando [o necesito: 

Sobre fa arena de la playa 

caminaba con el Sefior.... 

En el firmamento se dibujaban 
escenas de mi vida y en la arena 

dos juegos de pisadas: uno era el mio, 

el otro det Sefior. 

Cuando miré hacia atras para ver 

las huellas, noté que varias veces 

a fo largo del camino de mi vida 

habia solamente un juego de pisadas 

y esto habia sucedido en fos tiempos 

més dolorosos y tristes de mi vida. 

Pregunté al Sefior: 

Sefior, me dijiste que cuando decidiera 

seguirte, caminarias siempre a mi lado, 

pero he notado que en los momentos 

mas dificiles hay solamente un par 

de pisadas 
Por qué cuando mas te necesitaba 

me abandonaste? 

El Seftor me contesté: 

Hijo, 
Te quiero y nunca, nunca te abandonaria; 

cuando veas solamente un par de pisadas 

es que yo te llevaba en mis brazos.



Amis padres, el Ing. Gabriel Aleman Cortés y la Sra. Ma. del Carmen Escondrillas 
Serrano, por soportar todas mis locuras (una de las cuales ha sido esto), por 
apoyarme, por quererme.... 

A mis hermanos, Rafael Aleman y Ana Perla Mayoral porque aun estando tejos, 
siempre se encuentran conmigo brindandome apoyo, amistad y carifio. 

A mi sobrino, lan Carlo, simplemente por existir, por ser una pequeiia parte de mi 
misma ..... 

A Alejandro Jimenez Orozco, por ti amistad, por compartir conmigo el sufrimiento, 
's tortura y las alegrias de las clases, por tus consejés y por fa magia de tus 
cuentos, por ti siempre viva imaginacidn, por “EXCITABILIDAD CELULAR’!\... 
Pero sobre todo, por todo este amor que ha ido creciendo dia a dia .... TE AMO. 

Al Dr. Asmando Tovar Palacio y ja M.C. Nimbe Torres y Torres, por su paciencia, 
Sus conocimientos, por permitirme realizar este trabajo en su faboratorio, 
ensefiandome la magia de ia Biologia Molecular. GRACIAS. 

A fa Dra. Soledad De Santiago Martinez, por siempre estar conmigo cuando te 
necesito, por ser mi amiga y mi maestra, por ser siempre un ejemplo a seguir, por 
ser Jo que algtin dia espera ser, y este es el primer paso. TE QUIERO MUCHO. 

Ae! Q.F.B. Euclides Avila Chavez, por tu amistad, tus conocimientos, tu apoyo, tu 
alegria, tus consejos y sobretodo par torturarme con tu canto y tu miisica.... Eres 
padrisimo!!!! 

A Laura, Lariza, Gabriel y las dos Grises, por su siempre ayuda, por ensefiarme 
tantas cosas, tanto en el trabajo como sobre fa amistad. GRACIAS. 

A Eviux, porque sin tu apoyo y ayuda, esto no serfa posible. Gracias por siempre 
ayudarme en todo, por los momentos de “chisme” en la oficina, pero muy 
especialmente, gracias por la “brujeria’.... 

A los Sres. Juan Antonio y Ma. Dolores Alba, por su apoyo incondicional en todos 
estos afios: Mif Graciastt{ 

 



A la familia Mayoral Varela, porque a pesar de tener tan Poco tiempo 
conociéndolos, me han ensefiado el valor de Dios, de! carifio y de Ja amistad... 

AI M.V.Z. Octavio Villanueva, por siempre apoyarme en ef manejo de mis ratitas, 
Sin las cuales esta tesis no hubiera podide llevarse a cabo. 

A mis queridos amigos, Gaby, Lorena, Luis Miguel, Laura, Juan Ramon, Alejandra, 
Isneyda, Norma, Lety, fas chicas"Ibero” y Gregorio porque un poquito de ustedes 
esta aqui, por sus consejos y apoyo, en fin... Por soportarme en todos mis 
momentos a lo largo de tantos y tantos afios. Los quiero muchol!f 

Agradezco muy especialmente a: 

Or. Héctor Bourges Rodriguez 
Dra. Rebeca Franco y Bourland 
Dr. Felipe Vadillo Ortega 
Dra. Martha Zentella de Pifia 

por tomarse el tiempo de revisar ia presente tesis y por Sus atinades comentarios.  



INDICE 

Pagina 

i 

iii 

  

1, Introduccién 

1.1. Revisién de ja Literatura 

L1L1, Metabolismo de los aminodcidos ............ccss0e. 1 

1.1.2. Efecto de la proteina dietaria sobre el metabolismo 

de aminodcidos y su relacién con las hormonas .. 5 
1.1.3. Caracteristicas de la histidasa y la 

aminotransferasa de aminodcidos 

  

  

   

    

   

de cadena rammificada ......-sscccseesssssseesessesssansessssseerense 9 

114. Regulacin de la expresién génica por 

nutrimentos y hormonas.......--ccseccrssseeesssssssesesseens 13 
1.1.5. Regulacién hormonal de la expresién génica 

de enzimas degradadoras de aminodcidos .. 14 
1.2, Planteamiento del problema 18 

2. Hipétesis 19 
3. Objetivos ... 20 
4. Metodos 

4.1. Disefio del experimento ..... 21 
4.2. Material y metodos....... 22 

4.2.1. Hidrocortisona 22 
4.2.2. Glucagon 23 

  

4.2.3. Efecto de una dieta alta en hidratos de carbono sobre 

la regulaci6n de fa histidasa ........sesccsssesssssensseeee 24 
Procesamiento de tejidos ....sssssssessnssssssesmssccessssentsessety ssscsenrersenete 29 
Preparacién de sobrenadantes para los ensayos 

   
Determinacién enzimiatica de la histidasa 

Determinacién enzimatica de la TAACR .. 

 



Obtenci6n y purificacin del cetodcide [1-!4c}-clc 

Medicién de fa concentracién de histidasa 

Medicion de fa concentracién de ARNm espectficos de la 

histidasa y de [a TAACRm por Northern Blot .........ssesssssesseecseee 

Preparacion de ia sonda de fa HAL y la TAACR. 

Marcaje de la sonda de DINAc con a-32P dCTP... .. 
5. Anndlisis estadistico .........seesesssnsseesesssonsenuuesassenntccnsstescersesesenessnsusaeseseeenensnes 

6. Resultados 

6.1. Regulacién de {a expresién génica de la HAL 

por hidrocortisona y glucagon 

6.1,1. Ganancia de peso de tas ratas . 

6.1.2. Actividad enzimiatica ....... 

6.1.3. Concentracién de la histidasa 

6.1.4. Concentracién de ARN especifico de HAL .... 

6.2. Regulacion de fa expresién génica de la TAACR por 

hidrocortisona y glucagon 

6.2.1. Ganancia de peso de los animales . 

6.2.2. Actividad enzimitica ... 

6.2.3. Concentracién de ARNm espectficos 

6.3. Efecto de una dieta alta en proteina sobre la expresién de la HAL 
6.3.1. Ganancia de peso de los animales ..........ccsssseseserees 

6.3.2. Actividad enzimdatica de HAL 

6.3.3. Concentracién de HAL 

6.3.4. Concentracién de ARNm espectficos 

  

        

   

  

S
S
R
e
 

      

- 42 

42 

44 

          

     8. Conclusiones 

9. Bibliografia A
R
R
E
R
L
S
B
 

  

 



FIGURA 1. 

FIGURA 2. 
FIGURA 3. 

FIGURA 4. 

FIGURA 5. 
FIGURA 6. 
FIGURA 7. 
FIGURA 8. 
FIGURA 9. 

FIGURA 10. 

FIGURA 11. Ai 

FIGURA 12. 

FIGURA 13. 

FIGURA 14. 

FIGURA 15. 

FIGURA 16. 

FIGURA 17. 

FIGURA 18. 

INDICE DE FIGURAS 

pagina 

Principales sfstemas involucrados en la regulacién del 
metabolismo de aminodcidos . 
Metabolismo proteinico de los mamifferos .. 
Vias metabdlicas y transporte de aminodcidos 
a diferentes tefid0s ........:..scsssssssseessssnsccssesnsensecenseesnensenes 4 
Respuesta del metabolismo de aminodcidos a la ingesta 

  

w
h
 

  

   

    

de proteinas 5 
Mecanismo de accién de hormonas peptidica 7 
Mecanismo de accién de hormonas esteroideas 8 
Reaccién catalizada por la histidasa 10 

  

Metabolismo de fos aminodcidos de cadena ramificada .. 12 
Ganancia de peso de ratas alimentadas con 10 y 18% 

de caseina y tratadas con hidrocortisona ...........-:ssse 35 
Ganancia de peso de ratas alimentadas con 10% de 
caseina y tratadas con glucagon ...cssssssssscrcssensrecenteeesseness 36 
Actividad de la HAL en ratas alimentadas con 10 y 18% 
de casefna y tratadas con hidrocortisona .. eo 
Actividad enzimética de la HAL en higados de ratas 
alimentadas con 10% de caseina y tratadas con 
GN UCAON vs cssscconcssceeenessen meassssnonnssenenraasasntsnenenesttencceensessnaeens 38 
Concentracién de la HAL en higados de ratas 
alimentadas con 10% de caseina y tratadas con 
hidrocortisona 6 glucagon.....wssscsrseesesserennnneecsssanesteeness 39 
Concentracién de RNAm de HAL de higado de ratas 
alimentadas con 10 y 18% de casefna y tratadas con 

  

Concentracién de RNAm de la HAL de higados de ratas 
alimentadas con 10% cle casefna y tratadas con 

gh 
Actividad de la TAACR en tejidos de ratas alimentadas 
con 10% y 18% de casefna y tratadas con hidrocortisona ..43 
Actividad de la TAACR en tejidos de ratas alimentadas 
con 10% de caseina y tratadas con glucagon .......-..s0 44 
Concentracién de RN.Am de TAACR de tejidos de ratas 
alimentadas con 10% de caseina y tratadas con 
hidrocortisoma ......s.csssssssscsssssssecessssneeensesntusscesnssaneeninsseerennies 45 

FIGURA 19.Concentracién de RNAm de TAACR de tejidos de ratas 
alimentadas con 18% de casefna y tratadas con 
hidrocortisona .... 

  

 



Pagina 

FIGURA 20. Concentraci6n de RNAm de fa TAACK en tejidos de 
Tatas alimentadas con 10% de casefna y tratadas con 
GIUCAgON -ssessssssonsesteotsssseensceesonenensessuitttsnsststsssnsttsassenensassesnsvene® 47 

FIGURA 21. Ganancia de peso de {as ratas alimentadas con 80% de 
caseina y un cambio agudo a una dieta con 0% de 
caseina y tratadas con hormonas ... 

FIGURA 22.Ganancia de peso de las. ratas alimentadas con 80% de 
caseina y un cambio crénico a una dieta con 0% de 
casefna y tratadas con HOrmonas ....s.-.sssssssesessssssssesseseseesseess 50 

FIGURA 23. Actividad de la HAL en higados de ratas alimentadas 
con 80% de caseina y un cambio agudo y un cambio 
crénico a una dieta con 0% de caseina y tratadas con 
HOTMONAS wosessscssenserensesssesontsnsesesntecensasseceeuesesesasesenseseeseusesen 51 

FIGURA 24. Concentracién de HAL en higados de ratas alimentadas 
con 80% de casefna y un cambio agudo y uno crénico a una 
dieta con 0% de caseina y tratadas con hormonas ............. 53 

FIGURA 25. Concentracién de RNAm de HAL en higados de ratas 
alimentadas con 80% de caseina y un cambio agudo y 
crénico a una dieta con 0% de caseina y tratadas con 
ROPMONAS «csececssnssseseeesernesssetnsnennsneceeteeseestssssenenessabiaeonensnences 55 

  

 



RESUMEN 

La expresion de algunos genes puede ser regulada directamente por un 
nutrimento o indirectamente por un cambio hormonal producido por el 
nutrimento. Et objetivo del trabajo fue estudiar el efecto de las hormonas 
(hidrocortisona y glucagon) sobre ta actividad y las concentraciones de protefna y 
de ARNm de dos enzimas degradadoras de aminodcidos, una hepatica (HAL) y 
una extrahepdtica (TAACR). Disefie: Se estudiaron 99 ratas macho Wistar con un 
peso de 80-100 g que se dividieron en 13 grupos: Grupo HC-10%: ratas 
alimentadas ad libitum con una dieta baja en proteina (10% caseina) a las que se 

les inyectaron dos dosis diarias de 1 mg de hidrocortisona/100 gde peso durante 7 
dias. Grupo HC-18%: ratas alimentadas ad libitum con una dieta con un 
contenido adecuado de proteina (18% de casefna) y tratadas de 1a misma forma que 
el grupo anterior. Los grupos testigo (Testigo-10 y 18%) fueron ratas alimentadas 
exclusivamente con la dieta correspondiente e inyectadas con 100u1/ 100g de peso 
de propilenglicol (vehiculo de la HC). Grupo G-10%: Ratas alimentadas con una 
dieta con un contenido de 10% de casefna, a las que se les administraron 3 dosis 
diarias de 0.2 mg de glucagon/ 100 g de peso durante 4 dfas. El grupo testigo recibio 
3 dosis diarias de NaCl 0.9%. Para evaluar el efecto de una dieta alta en hidratos 
de carbono sobre Ja regulacion de la HAL, los animales fueron alimentados con 
una dieta alta en proteina (80% de casetna) durante 9 0 16 dias (Grupos 80%), para 
después cambiarles dicha dieta por una sin proteina y alta en hidratos de carbono 
por 1 0 por 8 dias (Grupos 0% y 0%C). En el ultimo dia de ser alimentadas con la 
dieta sin proteina se les administraron 4 dosis de hidrocortisona o de glucagon 
(Grupos 07%-H, 0%C-H, 0%-G y 0%C-G). Métodos: Se decapitaron las ratas a las 3, 
6 y 12 horas posteriores a la altima dosis de las hormonas y se obtuvieron 
muestras de higado para 1a determinacion enzimdatica, Western y Northern blot 
dela HAL y de rifion, musculo esquelético y corazon para la actividad enzimatica 
y concentracion de ARNm de la TAACR. Resultados: La inyeccion de glucagon o 
hidrocortisona a ratas alimentadas con una dieta baja en proteina (10% de casefna) 
aumento la actividad de la HAL, asf como la cantidad de HAL y la concentracion 
de su ARNm. La hidrocortisona aumento Ia actividad y la concentracion de 
ARNm de la HAL en 100%, y 150% en la cantidad de enzima. No hubo diferencia 
significativa entre las 3, 6 y 12 horas después de Ia tiltima administracion de 
hormona. El grupo HC-18% incremento en 44% la actividad de la HAL al 
compararlo con su respectivo grupo testigo. Ef glucagon indujo la concentracion 
de ARNm 6 veces, disminuyendo 60% después de 6 horas y 83% a las 12 horas 
después de la ultima dosis de glucagon. La cantidad de enzima y la actividad de la 
HAL aumento 3 veces después de 3 horas de la ultima injeccion y disminuyo 43% 
después de 12 horas. La induccion de la expresion de la HAL por una dieta alta en 
protefna fue reprimida por una dieta alta en hidratos de carbono, sin proteina. La 

 



administracion de glucagon o de hidrocortisona no cambio el efecto de la dieta alta 
en hidratos de carbono. En cuanto a la TAACR, no se observo ningtin efecto de 
glucagon o hidrocortisona en la actividad o concentracion de ARNm de la misma. 
Conclusiones: Estos resultados indican que 1) la regulacion de la expresion génica 
por glucagon e hidrocortisona es espectfica de tejido y de enzima. 2) ei glucagon y 
la hidrocortisona incrementa la expresién del gen de la HAL a nivel 
pretraduccional, mientras que estas hormonas no tuvieron efecto sobre la 
TAACR, 3) el maximo efecto del glucagon sobre la HAL ocurre a las 3 horas 
después de aplicada Ja ultima dosis de hormona, mientras que con la 
administracion de hidrocortisona no se observan diferencias en cuanto a tiempo 
de induccion y 4) una dieta alta en hidratos de carbono administrada durante 8 
dias después de una dieta con un alto contenido de protefna se observa un 
decremento considerable tanto en Ja actividad enzimdtica como en la 
concentracion de HAL y de su ARNin. 

 



LINTRODUCCION: 
1.1. Revisién de ta literatura: 

1.1.1. METABOLISMO DE LOS AMINOACIDOS: 

Los organismos adultos generalmente se mantienen en un estado estable. 
La entrada constante de nutrimentos, el intercambio constante de energia y 
productos de deshecho permiten a los organismos adultos mantener una 
composicién constante. Cuando el estado estable es perturbado por cambios en las 
circunstancias externas, como pueden ser cambios en las condiciones dietarias del 
individuo, los flujos de nutrimentos se alteran temporalmente y a través de rutas 
metabdlicas individuales desencadenan mecanismos regulatorios que son 
intrinsecos para cada ruta. El efecto completo de estas ajustes es regresar al 
organismo al estado estable, es decir, lograr la homeostasis (1). La homeostasis del 
ambiente interno de los mamfferos se logra mediante una serie de mecanismos de 
retroalimentaci6n entre varios tejidos (2). 

Los principales sistemas responsables para el mantenimiento de la proteina 
corporal y homeostasis de los aminodcidos son la sintesis y la degradacién de 
proteinas, la oxidacién y la sintesis de aminodcidos en el caso de los aminodcidos 
dispensables. Los cambios en la velocidad de estos sistemas permiten un ajuste en 
el balance de nitrégeno, que puede permanecer en equilibrio o deteriorarse a un 
balance negative dependiendo del grado en el cambio en la ingestién de proteina. 
La oxidacién de aminodcidos se modifica r4pidamente en respuesta a una 
ingestién de aminodcidos alterada; el cambio en la disponibilidad de sustratos 
Parece ser determinante al menos inicialmente. Las enzimas degradadoras de 
aminodcidos también se ven afectadas, con alteraciones en su actividad espectfica. 
El efecto neto de estos factores es 1a conservacién de aminodcidos y nitrégeno 
cuando la ingestién de proteinas es baja y, contrariamente, un incremento en la 
eliminacién de nitrégeno cuando la ingestién es abundante. FIGURA 1. (2, 3).  
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FIGURA 1. Principales sistemas involucrados en la regulactin 

del metabolismo de aminodcidos (3) 

Los aminodcidos estén sujetos a una serie de reacciones metabélicas 

indicadas en la FIGURA 2. Aunque representan una serie compleja de pasos 

encadenados, se pueden agrupar estas reacciones en tres vias: 

1. Parte de la poza de aminodcidos libres se incorpora a las proteinas 

tisulares. Debido al catabolismo de esas proteinas tales aminodcidos vuelven a la 

poza de aminodcidos libres después de un perfodo de tiempo para ser asf 

utilizados. 

2. Parte de los aminodcidos libres experimentan reacciones catabdlicas. Ello 

conduce a Ia pérdida del esqueleto carbonado en forma de CO? 0 queda disponible 

como glucogeno y grasa, mientras que el nitrégeno es eliminado en forma de 

urea. 

3. Algunos aminodcidos libres se utilizan para la sintesis de nuevos 

compuestos de nitrégeno, tales como bases puricas, creatina y adrenalina. La 

degradacién consecutiva de estos productos generalmente no va seguida del 

retorno de los compuestos finales a la poza de aminodcidos. Por otro lado, los 

aminodcidos dispensables se forman en el organismo usando grupos amino 

derivados de otros aminodcidos (4).
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FIGURA 2. Metabolismo proteinico de los mamiferos . 1. Absorcién 

de aminodcidos libres después de la digestién, 2. Captura de aminodcidos dietarios 

por el higado, 3. Sintesis de proteinas hepdticas y plasmaticas, 4. catabolismo del 

exceso de aminodcidos, 5. distribucién de a.a, al resto del cuerpo, 6. captura de 

aminodcidos por el méisculo, pducreas y células epiteliales, 7. excrecién del 

Nitrégeno de aminodcidos por diferentes vias (5).



Se han identificado las diferentes vias metabdlicas y ef transporte de 

aminodcidos entre los diferentes tejidos del organismo (5, 6). Es notable Ia 

participacién cooperativa de diferentes érganos como el intestino, higado, rifién y 

misculo esquelético en determinar el destino de los aminodcidos libres que 

entran al organismo de fuentes tanto exégenas como endégenas. FIGURA 3. 

  

FIGURA 3. Vias metabélicas y transporte de aminodcidos a diferentes 
tejidos (5,6). ALA= alanina, CACR= Cetéacidos de cadena ramificada, pir= 

piruvato, AACR= Aminodcidos de cadena ramificada, GLC= Glucosa, AcAc= 
acetoacetato, ASP= aspartate, OAA= oxaloacetato, a-CG= a-cetoglutarato. 

 



Todos los mecanismos involucrados en el mantenimiento de la homeostasis son 

dependientes de los ajustes que se llevan a cabo en el sistema endocrino y de cambios en 
la actividad enzimiatica (2). 

1.1.2. EFECTO DE LA PROTEINA DIETARIA SOBRE EL METABOLISMO DE 

AMINOACIDOS Y SU RELACION CON LAS HORMONAS: 

La FIGURA 4 muestra la respuesta del metabolismo de aminodcidos a la ingestion 
de diferentes concentraciones de proteina de la dieta tanto en animales como en el ser 
humano (3, 6-10). 
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FIGURA 4. Respuesta del metabolismo de aminodcidos a la ingestion de protetnas . 

La poza metabslica de los aminodcidos, considerada como la concentracién de 
sustratos circulantes disponibles para su captacién y utilizacién tisular, puede verse 
afectada por varios factores como es Ja oxidacién de aminodcidos que juega un papel 
importante en respuesta a modificaciones en la ingestién de protefnas (11). Otro factor 
determinante es Ja disponibilidad de aminodcidos ya que las enzimas involucradas en 

su oxidacién también se ven afectadas, presentando modificaciones en su actividad o en 

su concentracién como respuesta a cambios en la concentracién de protefnas 0 

 



aminodcidos de Ja dieta. Cuando la concentraci6n de proteinas de la dieta esté alterado, 
se afecta la disponibilidad de aminodcidos para las diferentes pozas del cuerpo, variando 
el aporte de aminodcidos a los diferentes tejidos u 6rganos. Asi, la mayoria de los 
aminodcidos indispensables sufren una intensa oxidacién en el higado, mientras que en 
otros tejidos es muy baja. La oxidacién de los aminodcidos de cadena ramificada 
(isoleucina, valina y leucina) ocurre en tejidos extrahepaticos y principalmente en el 
misculo esquelético (4, 12), siendo la leucina el mejor sustrato para dicha oxidacién en 
el misculo esquelético (13). Esto se debe a que el musculo constituye el 43% de la masa 
corporal mientras que el higado representa s6lo el 3%, el rifton el 1% y el cerebro el 1%. 

La actividad de algunas enzimas involucradas en la oxidacién de los aminodcidos 
se incrementa en respuesta a la ingestién elevada de proteinas, tal es el caso de las 
enzimas degradadoras de aminodcidos del higado, incluyendo algunas 
aminotransferasas (5, 14). Las modificaciones en la actividad de estas enzimas a corto 
plazo pueden explicarse en base a la disponibilidad de substrato, es decir, cambios en la 
concentracién tisular de los aminodcidos que resultan en cambios paralelos en su 
oxidacién (6,15). Por otra parte, existe un mecanismo a largo plazo que incluye cambios 
en la expresién de genes que regulan Ja actividad de varias enzimas degradadoras de 
aminodcidos. 

Este cambio en la expresién génica de estas enzimas puede ser regulado por un 
cambio hormonal causado por Ia ingestion de diferentes concentraciones de proteina. 
Los cambios hormonales tienen un papel esencial en la adaptacién del individuo a la 
ingestién de protefnas y de energia (16). 

Se ha demostrado que la concentracién de algunas hormonas en el plasma de la 
rata (17), asf como del ser humano (18) estén influidas por la dieta. Conforme se eleva la 
concentracién de proteina de la dieta, se eleva la concentracién plasmatica de T4, 
insulina, glucagon y corticoesterona, mientras disminuyen las de T3, noerpinefrina y 
epinefrina (18). La ingestién de dietas inadecuadas produce cambios adaptativos en la 
estructura, funcién y composicién enzimatica de los tejidos para permitir la 
supervivencia mas larga posible del organismo. Las hormonas median muchos de estos 
cambios enzimaticos; sin embargo algunos cambios son efecto directo de los 
Nutrimentos por sf mismos. Ademds de afectar la velocidad de secrecioén de las 
hormonas, cambiar la concentracién de substratos en el plasma pueden inducir efectos 
indirectos en el metabolismo, por ejemplo, el glucagon y la hormona del crecimiento, 
que se secretan en respuesta a la hipoglicemia, no sélo estimulan reacciones para 
regresar la concentracién de glucosa sanguinea a la normalidad, sino también estimulan 

 



la salida de otros compuestos, como aminodcidos para la gluconeogénesis (2). 

MECANISMOS DE ACCION HORMONAL: Las hormonas peptidicas en general 

actuan por la combinacién del receptor hormonal en fa membrana de las células 

reactivas, que a su vez activan fa adenilato ciclasa, que se encuentra unida a la 
membrana, para producir AMP ciclico (AMPc) que tiene funciones de “segundo 

mensajero” espectfico en las células que responden a hormonas (FIGURA 5) (2). Varias 
hormonas actuan a través de este medio (epinefrina, norepinefrina, glucagon, ACTH, 
TSH, MSH, LH, paratohormona, vasopresina, etc.). Se conocen al menos 3 hormonas, 

que estimulan la sfntesis de protefnas, y su accién no esté mediada por el AMPc 
{insulina, hormona de crecimiento, tiroxina) (19). 
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FIGURA 5. Mecanismo de accién de hormonas peptidicas. 

Las hormonas esteroides (estrégenos, andrégenos, progestinas, mineralocorticoides, 
glucocorticoides, ecdisona), actdan al combinarse con un receptor citoplasmatico que 

sirve como transporte para la hormona de la membrana celular al niicleo, donde actuan 
como inductores de la sintesis de enzimas ( FIGURA 6) (20, 21).  
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FIGURA 6. Mecanismo de accién de lashormonas esteroideas. 

Los glucocorticoides, la insulina y el AMPc  determinan la direccién del 

metabolismo de la glucosa en organistnos superiores. Los glucocorticoides y el AMPc 

inhiben la oxidacién de glucosa y promueven el catabolismo en tejidos perifericos, 

mientras que fa insulina actua en direccién metabdlica contraria. En el higado, los 

glucocorticoides y el AMPc estimulan la conversién de aminodcidos y triosas a glucosa, 

mientras que la insulina se contrapone a este efecto (22). 

EFECTO DE LOS CORTICOESTEROIDES: Cuando un animal se encuentra bajo 

estrés, el hipotdlamo secreta la hormona liberadora de corticotropina que estimula a la 

pituitaria anterior para liberar corticotropina a la sangre; la corticotropina estimula la 

corteza adrenal para producir las hormonas corticoesteroideas, que incluyen al cortisol, 

corticoesterona y aldosterona. Diversos estudios han mostrado la accién catabdlica de 

los glucocorticoides (23, 24), asi como Ia inhibicién de la sintesis de protefnas (25-28), un 

aumento en Ja movilizacién de aminodcidos (29) y estimulacién en Ja gluconeogénesis 

hepatica acompafiado de un incremento de las enzimas involucradas en el metabolismo 

de los aminodcidos (30, 31). Se han informado concentraciones elevadas 0 disminuidas 

de aminodcidos circulantes tanto en animales como en humanos después de la 

administracién de glucocorticoides (32-35). Estas diferencias parecen estar relacionadas 

con el tiempo: la elevacién inicial inducida por los glucocorticoides es consistente con el 

incremento en la movilizacién de aminodcidos de los tejidos periféricos. 

Posteriormente, disminuye Ia liberacién de aminodcidos del mésculo (36, 37). 

 



EFECTO DEL GLUCAGON: Por otro lado, la hormona peptidica glucagon es 
secretada por las células alfa de los Islotes de Langerhans del pancreas en condiciones de 
estrés, ansiedad (38), 0 en respuesta a ciertas condiciones dietarias, como el ayuno (39), 
especialmente como reguladora de Ja glucosa sanguinea en casos de hipoglicemia (40, 
41). EI glucagon estimula la gluconeogénesis, la produccién de urea, la oxidacién de 
aminodcidos y la cetogénesis, efectos que son antagénicos con aquellos producidos por fa 
insulina (42, 43). El papel catabélico del glucagon en el metabolismo de las proteinas y 
los aminodcidos se ha estudiado ampliamente. Diversos investigadores han 
demostrado que tras una carga de aminodcidos se estimula la secrecin de esta hormona, 
Ja cua! disminuye la concentracion de los aminodcidos gluconeogénicos, aumentando la 
de glucosa mediante un incremento en el transporte de esta tiltima, en especial hacia el 
higado, en donde aumenta su degradacién (44-46). Se ha demostrado mediante 
medicién de diferencias arteriovenosas que después de una désis de glucagon el 
miisculo esquelético de conejos en ayuno libera aminodcidos, lo que se refleja 
posteriormente en un incremento en fa concentracién de glucosa en la sangre arterial, y 
en una disminucién en [a de los aminodcidos (47). Asi, después de disminuir e} 
glucogeno hepatico, disminuye la concentracién de aminodcidos gluconeogénicos en la 
sangre, y posteriormente se liberan aminodcidos del misculo. Esto muestra la relacién 
que tiene el higado con el musculo esquelético para el mantenimiento de la glucosa en 
condiciones extremas (48, 49). 

1.1.3, CARACTERISTICAS DE LA HISTIDASA Y LA AMINOTRANSFERASA DE 
AMINOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA: 

HISTIDASA: La histidasa (histidina-amonio liasa (HAL): EC 4.3.1.3.) cataliza la 
desaminaci6n irreversible no oxidativa de histidina para formar dcido urocdnico. 
FIGURA 7 (50). 
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FIGURA 7. Reaccién catalizada por la Histidasa. (50) 

En mamiferos, la histidasa estd localizada principalmente en el higado, aunque 
también se ha registrado actividad en la epidermis (51). La enzima de ambos tejidos 
tiene la misma Km y son inmunoldgicamente iguales, aunque tienen un patrén 
durante el desarrollo muy diferente. Mientras en el higado va aumentando la 
concentracién de la enzima, en la piel va disminuyendo conforme se va madurando 
hasta Negar al estado adulto (51). La deficiencia de la histidasa produce histidinemia, que 
resulta de la ausencia hereditaria de la enzima (52). En la histidinemia, !a deficiencia de 
1a histidasa produce la disminucién del contenido de Acido urocdnico en la piel, cuya 
funcién parece ser la de proteger al individuo de los rayos U.V, lo que Ilevarfa a los 
pacientes a una mayor riesgo en el cancer de Ia piel (53). En pacientes con histidinemia, 
la histidina es transaminada por una ruta alternativa en el higado, para formar 
derivados de imidazol, cuyos metabolitos son encontrados en Ja orina. A pesar de esto, 
en Ja mayor parte de los casos conocidos de histidinemia, se ha observado un desarrollo 
normal del sujeto, y en muy pocos pacientes ha habido dajio al s{stema nervioso central, 
No hay evidencia de que la histidinemia sea perjudicial para el crecimiento, salud o 
desarrollo intelectual, por lo que 1a enfermedad se considera como “ benigna” (54). 

La histidasa tiene un peso molecular de aproximadamente 200 kDa, y esta 
formada por 3 subunidades idénticas de apréximadamente 72 kDa cada una. La enzima 
tiene un pH éptimo de 8.5, Los valores de Km para la L-histidina es de 2.0 mM a pH 
fisiolégico (52), y la Km de la histidasa de higado de rata es de 3 mM (55). 

Recientemente, el gen de la histidasa humana se asigné al cromosoma 12(q22- 
1224.1) (56), y su ADNe_ también ha sido identificado (57, 58). El gen humano tiene 
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aproximadamente 25 kb y consiste de 21 exones. Su regién promotora contiene 
secuencias homologas a sitios de unién de varios factores de transcripcién especificos de 
higado, que responden a glucocorticoides, asi como sitios que responden a AMPc. El 
ADNe de Ia histidasa de rata (59) tiene 2.2 kb con un marco de lectura abierta (ORF) de 
1971 pb que codifica para un polipéptidy de 657 aminodcidos con una masa molecular 
deducida de 72,165 Da. La histidasa de rata tiene una homologia de 41 y 43% con las 
histidasas de Pseudomonas putida y Bacillus subtilis respectivamente y una homologia 
de alrededor de 90% entre el ADN¢c de Ja histidasa humana y la de murino (58). 

AMINOTRANSFERASA DE AMINOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA 
(TAACR): La TAACR (EC 2.6.1.42.) cataliza la primera reacci6n reversible involucrada 
en la degradacién de los aminodcidos de cadena ramificada (AACR) leucina, isoleucina y 
valina (60). Las rutas catabdlicas de los tres AACR tienen caracterfsticas comunes entre 
si, como la de compartir algunas de las mismas enzimas degradadoras. El primer paso 
en su degradacién es una transaminaci6n reversible catalizada por la TAACR que 
origina ta formacién de fos correspondientes cetodcidos de cadena ramificada (CACR) 
(cetoisocaproato, cetometilvalerato y cetoisovalerato). Los cetodcidos formados sufren 
una descarboxilacién oxidativa irreversible por medio de la deshidrogenasa de los 
cetéacidos de cadena ramificada (DCCR), cuyos productos son derivados de acil CoA 
menos un carbon, el cual es eliminado en forma de CO. Posteriormente las rutas 

siguen pasos enzimaticos especfficos para cada acil derivado de CoA, y finalmente se 

generan productos que pueden entrar al ciclo de fos dcidos tricarboxilicos. El resto de la 
degradacion de fos aminodcidos de cadena ramificada ocurre por una serie de reacciones 
analogas a aquellas para la oxidacién de Acidos grasos en el cual los productos finales del 
catabolismo de la leucina son acetoacetato y acetil CoA, de la isoleucina es acetil CoA y 
succinil CoA, y de la valina, succinil CoA (61). FIGURA 8 (62, 63). 
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FIGURA 8. Metabolismo de los Aminodcidos de Cadena Ramificada (62, 63). 
TAACR= Aminotransferusa de aminodcidos de cadena ramificada., 
DCCR= Deshidrogenasa de cetéacidos de cadena ramificada, CIC= a 
cetoisocaproato, CIV= a-cetoisovalerato, CMV= a-cetometil valerato. 

12 

 



La TAACR es una enzima dependiente de fosfato de piridoxal y acepta a los tres 
aminodcidos de cadena ramificada como substratos [60], siende el amino aceptor 
fisiolégico, el o.-cetoglutarato (63). La mayor actividad de la enzima se ha encontrado 
en el est6mago, el pancreas y la glandula mamaria lactante, le siguen el corazon , el 
rifién y el musculo esquelético, y casi no la hay en higado [62, 63-65]. Esta enzima tiene 2 
formas: una citosélica (TAACRe) y una mitocondrial (AACRm): La TAACRm es Ja 
forma mas distribuida de esta enzima en tejidos de rata. La TAACRe se encuentra 
predominantemente en cerebro, ovario y placenta. Se ha reportado que en mamfferos 
estas dos formas enziméaticas representan isoenzimas separadas, debido a que son 
codificadas por dos genes de la TAACR independientes (63-66). 

Los aminodcidos de cadena ramificada tienen efectos regulatorios tinicos; la 
leucina estimula la secrecién de insulina y se sabe que participa en la regulacion de la 
sintesis y degradacién de proteina (61). También se sabe que los aminodcidos de cadena 
ramificada que se acumulan en la sangre pueden competir con otros amino dcidos en su 
entrada al cerebro y por lo tanto influyen en Ias concentraciones de aminodcidos y de 
neutronsmisores, particularmente de serotonina, en el cerebro (61). 

Ambas isoenzimas de Ja TAACR han sido purificadas (mitocondrial, 41 kDa y 
citosélica, 47 kDa) y sus ADNc han sido clonados recientemente (67-69) mostrando una 
secuencia de apréximadamente 410 aminodcidos, teniendo gran homologia con las 
secuencias de raton y de la levadura (69). 

De manera diferente a las enzimas degradadoras del resto de los aminodcidos, la 
actividad de la TAACR no se eleva de manera tan notable al consumir una dieta alta en 
protefna, lo que indica que los mecanismos de regulacién de esta enzima son diferentes 
a los del resto de las enzimas hepaticas degradadoras de aminodcidos (61, 70-73). 

1.1.4. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA POR NUTRIMENTOS Y 
HORMONAS: 

En una ruta metabélica, el flujo unidireccional de un paso enzimatico 
puede regularse controlando la cantidad de una enzima 0 su eficiencia catalftica, asf 
como por la concentracién de substrato. La cantidad de enzima se controla regulando su 
sintesis y degradacién (o ambos). El estado de nutricién y las hormonas regulan la 
sintesis de diferentes enzimas y, a su vez, la sintesis enzimatica esté controlada por la 
cantidad del ARNm 0 la eficiencia con la que éste es traducido (74-76). 

Los nutrimentos, as{ como [as hormonas también controlan {a expresién de los 
genes (77, 78). Este control se da por una compleja red regulatoria en los que factores de 
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transeripcién especializados Hevan la seftal a los genes blanco especificos. Muchos de 
estos factores de transcripcién son proteinas de unién al ADN que se unen a las regiones 
regulatorias del ADN localizadas en cis en los genes blanco (79, 80). En los ultimos afios 
se ha identificado que componentes dietarios tales como los dAcidos grasos 
poliinsaturados, colesterol, glucosa, fructosa, minerales especfficos como el hierro, y 
vitaminas liposolubles como el dcido retinofco intervienen en la expresién de ciertos 
genes. Los blancos de estos nutrimentos incluyen: a las protefnas nucleares y a los 
elementos que actuan en cis que regulan la transcripcién; también a los eventos como el 
proceso de rompimiento-empalme y proteinas espectficas que modifican la estabilidad 
del ARN y la velocidad de traduccién del ARNm (81-85). 

Se sabe que Jas enzimas degradadoras de aminodcidos son especialmente sensibles 
a cambios en la dieta, incrementando su actividad con una dieta alta en proteina y 
disminuyéndola con una dieta alta en hidratos de carbono y por lo tanto, baja en 
proteina, La concentracién de proteina requerida para inducir cambios en las enzimas 
degradadoras de aminodcidos es variable de acuerdo con la enzima (86). Sin embargo, el 
efecto de la proteina dietaria y por lo tanto de los aminodcidos en la ruta de la expresi6n 
génica, en comparacién con otros nutrimentos, ha sido poco estudiada. 

Los nutrimentos pueden, de manera directa 0 indirecta, regular la via de 
expresién de genes que codifican para diferentes enzimas. Los nutrimentos pueden 
actuar directamente o generar un estado hormonal espectfico en el organismo, y regular 
asf la expresién de algunos genes (87). 

11,7. REGULACION HORMONAL DE LA EXPRESION GENICA DE ENZIMAS 
DEGRADADORASDEAMINOACIDOS: . 

Los glucocorticoides participan, junto con la insulina y el AMPo en una 
compleja serie de reacciones que determinan Ja direccién del metabolismo de 1a glucosa 
en los organismos superiores (22). La administracién de cortisona incrementa la 
excrecién de nitrégeno por la pérdida de proteina del carcas, mientras que aumenta el 
contenido de proteinas del higado y otras visceras. Los aminodcidos liberados como 
resultado del catabolismo de [a protefna periferica son transportados al higado, donde 
pueden ser utilizados en fa sintesis de nueva protefna. Ademds se observa un aumento 
en el contenido de dcidos nucleicos del higado, principalmente de ARN. Las respuestas 

a la cortisona y a Ja ingestion de proteina son similares, en cuanto a que ambas llevan a 
un incremento en ja proteina hepdtica y de ARN. La administracién de cortisona 
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aumenta la concentracién de aminodcidos libres en el misculo, reduciendo Ja capacidad 
del masculo de concentrar aminodcidos, lo que parece ser el resultado de la inhibicion 
de la sintesis de proteina (88). En general, la mayor parte de los efectos por fa 
administracién de corticoesteroides in vivo se deben a la administracién continua de 
concentraciones relativamente altas de hormona durante varios dfas, especialmente en 
enzimas de la gluconeogénesis, como las aminotransferasas. La respuesta de estas 
enzimas a los glucocorticoides también muestra considerable variaci6n en actividad 
dependiendo de la edad y de la condicién fisiolégica del animal al tiempo de Ja 
estimulacién ambiental (16). 

La tirosina aminotransferasa y la serina deshidratasa son dos enzimas 
degradadoras de aminodcidos ampliamente estudiadas. En fetos de rata se ha observado 
incremento hasta de 500% en la actividad de la serina deshidratasa (SDH) después de la 
administracién de gtucagon (89). La adiinistracién de glucagon o AMPc incrementé en 
40 veces la incorporacién de Leucina Hw a la misma enzima, mientras que la 

administracién de cortisol no cambié Ja actividad enzimiatica de la SDH (90). Peraino 

mostr6é incremento en Ja actividad de la SDH por la administracién de cortisona, y 
dependientes de] regimen dietario previo al tratamiento (91,92). Tambien Pitot y cols. 

mostraron que la induccién de la SDH por la dieta o por glucagon, cortisona 0 AMPc 
ocurre a nivel de la transcripcién del gen y est4 regulada por elementos cis localizados 
en la regién 5° (93-95). El gen de la SDH tiene diversos sitios que responden a 
glucocorticoides (GRE) lo que explica el incremento en la transcripcién por la 
administraci6n de glucocorticoides (96). As{ mismo, Della Fazia y cols. mostraron que 
tras hepatectomfa parcial tanto la expresién de SDH como la de Tirosina 
Aminotransferasa (TAT) aumentan, probablemente a consecuencia del incremento en 
las hormonas, particularmente glucagon y glucocorticoides (97). La TAT aumenta su 
actividad y la concentracién de su ARNm desde 20% hasta 1200% dependiendo de {a 
etapa fisiol6gica estudiada cuando se administra glucagon, AMPc o hidrocortisona (16, 
98-105). En cultivos de células hepdticas, se mostré que la hidrocortisona (106), asf como 
el glucagon y la dexametasona (107) actuan a nivel transcripcional en la sintesis de TAT. 
Muchos estudios han mostrado que la regulacién de TAT también se debe a que el gen 
tiene diversos elementos de respuesia a glucocorticoides y a AMPe en su region 
reguladora antes del sitio de inicio de la transcripcién (5') (108-115) En un estudio 
realizado por Onoagbe, se mostré que tanto el AMPc como el glucagon actuan a nivel 
pretraduccional en embriones de pollo in ovo, y que el AMPe¢ actua como segundo 
mensajero en el proceso de embriogénesis del pollo (116, 117). 
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En cuanto a Ja aminotransferasa de aminodcidos de cadena ramificada (TAACR), 
se ha demostrado que la inyeccién de ratas con hidrocortisona incrementa 2 veces la 

actividad en Ja fraccién del sobrenadante del higado, mientras que la fraccion 
mitocondrial permanecié constante, y en el rifién no se observé ninguna diferencia (13). 
Shirai e Ichihara (118) no observaron ningtin cambio en la actividad de la TAACR de 
rifién y masculo al administrar a las ratas dos dosis de glucagon. Por otro lado, 
Mimura (119) et al , demostraron que la inyecci6n a ratas con 2 mg de 

hidrocortisona/100 g P.C. durante 7 dias incrementé ligeramente la actividad de 
TAACR en hfgado y misculo y en el rifién no hubo cambios. 

También se ha informado el efecto de hormonas sobre la actividad enzimatica de 

la histidasa (HAL). La administracién de cortisol a ratas alimentadas con una dieta con 

un contenido de 12 o 18% de caseina aumenta la actividad enziméatica de la HAL tanto 

en ratas testigo como en ratas adrenalectomizadas (120). Feigelson (121) observé que al 

administrar hidrocortisona a ratas macho jévenes la actividad de la histidasa hepatica 

aumenta, no as{ en machos maduros. En ratas hembra jévenes la actividad aumenta 

mientras que en las maduras la hidrocortisona no cambié la actividad de Ia histidasa. 
En este estudio, la administracién de actinomicina D, un inhibidor de la sintesis de 

ARN, inhibi6 la estimulacién por glucocorticoides, e iguafmente fa administracién de 

cicloheximida y etionina, inhibidores de la sintesis protefca, también bioquearon la 
actividad de la histidasa que habfa sido inducida por el acetato de hidrocortisona. Otro 

estudio (122) ha demostrado que la administracién de cortisol incrementa la actividad de 

la histidasa en 152% en comparaci6n con ratas testigo. Morris et al (123) demostraron 

que en otra enzima del metabolismo de la histidina (Histidina-Piruvato 
Aminotransferasa) incrementa dos veces su actividad citosdélica por efecto de la 
hidrocortisona, pero no hay efecto en su actividad mitocondrial en ratas alimentadas 
con una dieta con un contenido de 12% de caseina. Lee y Harper (124) demostraron 
que Ja actividad de la HAL en ratas alimentadas con una dieta con un contenido de 12% 
de casefna aumenta 3 veces al inyectdrseles subcut4neamente 3 dosis diarias de glucagon 
durante 16 dias; ellos mismos demostraron que en ratas alimentadas con una dieta libre 
de proteina y tratadas con glucagon 6 AMPc hay un incremento del 75% en la actividad 
de la HAL (125). Por otro lado, Feigelson (121) observé que la actividad de HAL en ratas 

macho tratadas con glucagon se incrementaba 2 veces tanto en jévenes como en 
maduras, mientras que en el caso de Jas hembras unicamente se incrementé la actividad 
en las j6venes. Otros estudios mostraron que la administracién de glucagon 6 AMPc a 
ratas macho estimula la actividad de la HAL, as{ como la concentracién de protefna en 
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167% y 122%, respectivamente. También observaron que el glucagon y el AMPc 

aumentan la sintesis de la enzima, al medir la incorporacién de [1-!4C]-Leucina en la 
histidasa después de la administracién de las hormonas (122, 126). Morris y 

colaboradores (123) observaron que la actividad de la Histidina-Piruvato 

Aminotransferasa mitocondrial en ratas tratadas con glucagon y AMPc, aumenta 70 y 

48 veces, respectivamente, mientras que la citosélica s6élo aumenta 16 y 9 veces, 

respectivamente. 
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1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 

Se conoce que el consumo de dietas con un alto contenido de proteina 
incrementan tanto la actividad, ia concentracién de enzima HAL y de su ARNm 
(127). Por otro lado, se ha establecido que este incremento est4 asociado al 
consumo total de protefna dietaria y no exclusivamente a la concentracién de 
histidina (127). Esto hace pensar que la regulacién de la expresién del gen de la 
histidasa est4 mediada por hormonas y no por el substrato especifico de Ja HAL. 
Cuando se consumen dietas con un elevado contenido de proteina se produce un 
aumento en la concentracién de glucagon circulante en plasma, asf como de 
glucocorticoides (17, 18). Por lo tanto es légico pensar que fa expresién génica de la 
histidasa esté regulada por Ja presencia de estas dos hormonas, 0 de alguna de 
ellas, por lo que el administrarle dichas hormonas a ratas alimentadas con una 
dieta baja en proteinas permitir4 establecer si el glucagon o la hidrocortisona 
median la expresién del gen de la HAL. 

La histidina es un aminodcido gluconeogénico debido a que al final de su 
catabolismo se produce glutamato (62'. Se conoce que otras enzimas denominadas 
gluconeogénicas reprimen su actividad cuando hay presencia de glucosa (90-92, 95, 
124, 128-130). Esto leva a la posibilidad de establecer si una dieta con un elevado 
contenido de hidratos de carbono es capaz de reprimir la induccién del gen de fa 
histidasa. 

Por otro lado, la TAACR es una enzima cuya expresién se comporta de 
manera diferente a la de fa HAL: Dietas altas en protefna no producen cambios en 
la actividad de esta enzima (131). ‘Por lo que se podria esperar que su expresién no 
se viera afectada por el glucagon o la hidrocortisona. 
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2. HIPOTESIS: 

La administraci6n de hidrocortisona produce un incremento en la actividad 
enziméatica, cantidad de enzima y en ta concentracién de ARNm especifico de la 
histidasa, mientras que esto no sucede con la aminotransferasa de aminodcidos de 
cadena ramificada en ratas alimentadas con una dieta con un contenido de 10% de 
caseina. 

El cambio de una dieta alta en proteina, baja en hidratos de carbono a una 
dieta alta en hidratos de carbono-sin proteina produce un efecto inhibitorio de las 
hormonas hidrocortisona y glucagon y por lo tanto disminuye la actividad 
enzimatica de la histidasa, asi como la concentracién de enzima y de ARNm 

‘especifico de la misma. 
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3. OBJETIVOS: 

3.1, OBJETIVO GENERAL: 

Establecer si la actividad enzimatica, la cantidad de enzima y las 

concentraciones de ARNm especificos de la histidasa y de la aminotransferasa de 

aminodcidos de cadena ramificada en ratas estén reguladas por la hidrocortisona y 

por glucagon. 

Establecer la interaccién existente entre fa relacién protefna-hidratos de 

carbono en la dieta y el efecto de la hidrocortisona y el glucagon en la actividad 

enzimatica de la histidasa y en la concentracién de los ARNm especificos de la 

histidasa y de la aminotransferasa de aminodcidos de cadena ramificada en tejidos 

de rata. 

3.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS: 
1. Establecer si la administracién de hidrocortisona o glucagon estimula la 

actividad enziméatica de la histidasa y de la aminotransferasa de aminodcidos de 

cadena ramificada en tejidos de ratas. 

2. Establecer si la administracién de hidrocortisona o glucagon esta asociada 

con un incremento en la cantidad de enzima medida por Western blot y con un 

aumento en la concentracién de los ARNm especificos de la histidasa y de la 

aminotransferasa de aminodcidos de cadena ramificada en tejidos de ratas. 

3. Establecer Ja curva de tiempo de la induccién de la actividad enzimatica y 

de la concentraci6n de los ARNm especfficos de la histidasa y de la 

aminotransferasa de aminodcidos de cadena ramificada después de la 

administracién de hidrocortisona 0 glucagon. 

4. Establecer si la regulacién de 1a expresién génica de la histidasa y de la 

aminotransferasa de aminodcidos de cadena ramificada por hidrocortisona o por 

glucagon es espectfica de enzima y de tejido. 

5. Establecer el efecto de la hidrocortisona y de glucagon en ratas 

alimentadas con una dieta alta en hidratos de carbono sobre la actividad 

enzimitica y la regulaci6n de la expresi6n del ARNm especifico de la histidasa. 
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4. METODOS: 
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Analisis de resuttados 
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4.2. MATERIAL Y METODOS: 

4.21. EFECTO DELA HIDROCORTISONA: 

ANIMALES: 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 75-90g obtenidas 

del Bioterio del Instituto Nacional de la Nutrici6n Salvador Zubirdn, las cuales 

fueron mantenidas en las siguientes condiciones: ciclo de luz-obscuridad de 12 hs 

(obscuridad 1900 a 0700 h, uz 0700 a 1900 h), a temperatura constante de 21° C y 

alimentadas con una dieta en polvo. Durante el estudio los animales dispusieron 

de agua y alimento a libre demanda. Las ratas fueron colocadas en jaulas 

individuales y pesadas diariamente durante la duracién del estudio. 

DIETAS: 

Las dietas se administraron en forma seca y contenfan, en g/100g de peso, 

caseina libre de vitaminas, 10 6 13; mezcla de vitaminas, 0.5; aceite de maiz, 5; 

mezcla de minerales, 5; sacarosa, 39.5 6 35.8; almidén de matz, 39.5 6 35.8; colina 

0.2. A Ia dieta baja en proteinas (10% de casefna) se le agregaron metionina 0.2 y , 

treonina 0.4 para mejorar la calidad de la proteina utilizada.. 

TRATAMIENTOS: 

Se utilizaron 48 ratas que fueron distribuidas en 2 diferentes grupos 

experimentales y sus 2 respectivos grupos testigo. Los grupos fueron los 

siguientes: 

Grupo HC-10%: 12 ratas alimentadas ad libitum por 14 dias con la dieta baja 

en proteina (10% de casefna), se les inyectaron dos dosis subcutdneas diarias de 1 
ing de hidrocortisona/ 100 g de peso corporal durante 7 dias (90, 120, 122). 

Grupo testigo HC-10%: 12 ratas alimentadas de la misma manera que su 

grupo experimental (Grupo HC-10%), pero se les administraron 100 pl /100 g de 

peso corporal de propilenglicol, por ser el vehfculo de administracién de la 

hidrocortisona. 
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Grupo HC-18%: 12 ratas alimentadas ad libitum por 14 dias con dieta con 
contenido de protefna adecuado (18% de caseina) a las que se les administraron 

las mismas dosis de hidrocortisona a la descrita por el grupo HC-10%. 

Grupo testigo HC-18%: 12 ratas alimentadas de la misma manera que su 
grupo experimental (HC-18%) con el mismo tratamiento que el descrito para el 
grupo control HC-10%. 

El dia programado para el sacrificio, las ratas fueron decapitadas a diferentes 
tiempos después de la Ultima inyeccién de la hormona: 4 ratas fueron sacrificadas 
alas 3 horas (t3), 4 ratas a las 6 horas (t6), y 4ratasa las 12 horas (t12) después de 

la ditima désis de hormona. 

4.2.2. EFECTO DE GLUCAGON: 

ANIMALES: Las caracteristicas de los animales fueron las mismas que las 

descritas para los grupos tratados con hidrocortisona (apartado 4.2.1.) 

DIETAS: Las ratas fueron adaptadas a consumir la dieta en forma seca 

durante 5 dias antes de iniciar el experimento. La dieta tenfa un contenido de 
proteina de 10% (casefna). La dieta contenfa en g/100g de peso lo siguiente: 
Casefna 10; mezcla de vitaminas, 0.5; aceite de maiz, 5; mezcla mineral, 5; sacarosa, 

39.5; almidén de maiz, 39.5; metionina, 0.2 y treonina, 0.4. 

TRATAMIENTOS: 

Se distribuyeron aleatoriamente 24 ratas en un grupo experimental y su 

respectivo grupo testigo de la siguiente manera: 

Grupo: G-10%: 12 ratas alimentadas ad libitum durante 14 dias con una 

dieta con un bajo contenido de proteina (10% de caseina) inyectadas 
intraperitonealmente con tres dosis diarias de 0.2 mg/100 g P.C. de glucagon 
durante 4 dias (90, 122, 124, 125, 129). 

 



  

Grupo testigo G-10%: 12 ratas alimentadas de la misma manera que G-10%, 

pero inyectadas con 3 dosis intraperitoneales diarias de 100 11/100 g P.C.de NaCl 

0.9% durante 4 dias. 

El dfa programado para ello, las ratas fueron decapitadas a diferentes 

tiempos después de la ultima inyeccién de la hormona: 4 ratas fueron decapitadas 

3 horas después de Ia titima dosis, 4 ratas a las 6 horas y 4 ratas a las 12 horas. 

4.2.3. EFECTO DE UNA DIETA ALTA EN HIDRATOS DE CARBONO 

SOBRE LA REGULACION DE LA HISTIDASA: 

ANIMALES: Las caracterfsticas de los animales fueron las mismas que las 

descritas en el apartado 4.2.1. 

DIETAS: Las ratas fueron adaptadas a la dieta en polvo durante 9 dias antes 

de iniciar el experimento. La dieta contenfa inicialmente 80% de casefna, para 

después .cambiarla a la dieta con contenido de 0% de casefna. La dieta contenfa en 

g/100g de peso Jo siguiente: Casefna, 80 6 0; repectivamente; mezcla de vitaminas, 

0.5; aceite de maiz, 5; mezcla mineral, 5; sacarosa, 4.8 6 44.5 respectivamente; 

almid6n de maiz, 4.8 6 44.5 respectivamente, y metionina, 0.2 y treonina, 0.4 para 

la dieta con 0% de caseina. 

TRATAMIENTOS: 

Se distribuyeron 27 ratas alimentadas con una dieta alta en protefna (80% de 

caseina) durante 9 dias de la siguiente manera: 

TRATAMIENTO A CORTO PLAZO: 

- 3 ratas permanecieron con la dieta al 80% de casefna. (Grupo 

80%) 

- 3 ratas alimentadas con una dieta sin proteina (0% de caseina) 

durante 24 hs, previamente alimentadas con 80% de caseina 

(Grupo 0%) 
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- 3 ratas alimentadas con una dieta con 0% de caseina y 
previamente alimentadas con una dieta con 80% de caseina, 
inyectadas con 4 dosis de 1mg/100 g P.C. de hidrocortisona (Grupo 
0%-H) el ultimo dia de dieta. 

- 3 ratas alimentadas con una dieta con 0% de caseina, 
previamente alimentadas con 80% de caseina, inyectadas con 4 

dosis de 0.2 mg/100 g P.C. de glucagon (Grupo 0%-G) et dltimo 
dia. 

TRATAMIENTO A LARGO PLAZO: 
- 3 ratas alimentadas con una dieta con 80% de caseina durante 16 
dias (Grupo 80%C) 

- 3 ratas alimentadas con una dieta sin proteina (0% de 
caseina) durante 8 dias, previamente alimentadas con una dieta 
al 80% de casefna durante 8 dfas (Grupo 0%C) 

- 3 ratas alimentadas con una dieta sin proteina (0% de 
caseina) durante 8 dias, previamente alimentadas con una dieta al 
80% de caseina, inyectadas con 4 dosis de Img/100 g P.C. de 
hidrocortisona (Grupo 0%C-H) el dltimo dia. 

- 3 ratas alimentadas con una dieta sin proteina (0% de 
casefna) durante 8 dias, previamente alimentadas con una dieta al 
80% de caseina, inyectadas con 4 dosis de 0.2 mg/100 g P.C. de 
glucagon (Grupo0%C-G) el dltimo dia. 

El dia programado para ello, las ratas fueron decapitadas 3 horas después de 
la dltima dosis de las hormonas por ser el tiempo en el que se encontré mayor 
actividad en fa histidasa tras realizar la experimentaci6n correspondiente a Ias 
ratas de los apartados 4.2.1. y 4.2.2. 

PROCESAMIENTODETEJIDOS: 
De todas las ratas se obtuvieron los siguientes tejidos: 
a) Higado: Para medir de la actividad enzimatica de la histidasa (HAL). 
b) Rifién, corazén y misculo esquelético: Para medir fa actividad 

enzimatica de la aminotransferasa de aminodcidos de cadena ramificada 
(TAACR). 
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De cada tejido se tomaron 0.2 g por duplicado y se congelaron 

inmediatamente en nitrégeno liquido y se guardaron a -80°C para la_extraccién 

posterior de ARN total. El resto de los tejidos se favaron en NaCl 0.9% para 

eliminar el exceso de sangre y se conservaron en hielo para preparar los 

sobrenadantes para la posterior medicién de la actividad enzimdtica de ambas 

enzimas. 

PREPARACION DE SOBRENADANTES PARA LOS ENSAYOS 

ENZIMATICOS: 

HISTIDASA: 

HIGADO: EI higado se homogenizé en amortiguador de MgClz 14mM y 

KCI 0.6 mM en Tris-HCl 10 mM , pH 7.4 en relacién 1:4 (P/V), con un 

homogenizador Polytron Kinematica modelo PT-2000. _ Posteriormente se 

centrifugé a 105 000 x g, durante 60 minutos en tubos de policarbonato de 10.4 ml 

(16 x 76 mm) en una ultracentrifuge Beckman XL-90 utilizando e] rotor Ty65. 

AMINOTRANSFERASA DE AMINOACIDOS DE CADENA 

RAMIFICADA: 

RINONES: Los rifiones se limpiaron y se cortaron para 

despojarios de la médula. Posteriormente, se homogenizaron con un 

homogenizador Potter en una solucién inhibidora/ MSE que contenfa (para 100 

mil): 200 yl de EDTA 0.5M, 200 wl de EGTA 0.5M, 5000 yl de Benzamidina 0.1M, 

1000 4:1 de DTT 0.5M, 500 pl de DIFP 200 mM, 1000 ml de Leupeptina Img/ ml, 1000 

wi de Tritén X-100 y 91.1 mi de MSE, en relacién 1:4 (P/V). El homogenado se 

centrifugé a 45 350 x g durante 60 minutos en tubos de policarbonato de 18 x 98 

mm en una centrifuga Beckman J2-MC utizando el rotor JA-20.1. El sobrenadante 

resultante se utilizé para medir la actividad de la TAACR. 

CORAZON Y MUSCULO ESQUELETICO: El corazén y el misculo se 
homogenizaron con Polytron Kinematica modelo PT-2000 a la minima velocidad 
por 5-10 seg., en fa misma solucién que los rifiones. 

Todos los sobrenadantes fueron guardados a -80°C para su posterior anilisis 

de actividad enzimdtica y de concentracién de proteina. 
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MEDICIONES ENZIMATICAS: 

ACTIVIDAD DE LA HISTIDASA, HISTIDINA-AMONIO LIASA (E.C. 
4.3,1.3., HAL): (132) 

Reacci6n: 

CH,CHINH2) COON the coo 

/ Nit 4 

N NH ~_ NH 

HISTIDASA 

HISTIDINA AC. UROCANICO 

Fundamento: Para la medicién de la actividad enzimatica de la HAL se 
utilizé un ensayo espectrofotométrico basado en la aparicién de 4cido urocdnico 
utilizando como sustrato la L-histiclina (132). 

El cambio en 1a absorbancia se midié a 277 nm en intervalos de 30 segundos 
durante 10 minutos con un espectrofotémetro Beckman (mod. DU 640). 

DEFINICION DE UNIDAD Y ACTIVIDAD ESPECIFICA: Una unidad de 
enzima se define como la cantidad de enzima capaz de transformar 1mmol de 
sustrato en producto (Acido urocdnico) por minuto a 25°C. La actividad especifica 
se expresa en unidades por minuto por mg de protefna. La concentracién de 
protefna se midié por el método de Biuret utilizando como patron albimina de 
suero bovino (133), 

Para los cdlculos de actividad enzimatica de la histidasa se utilizé el 
coeficiente de extincién molar de 13 600 M-! (a 277 nm) para el dcido urocdnico, de 
tal manera que: 

A=£bC 

C=A/ £(1) 
Donde: A= Absorbancia, £= coeficiente de extincién molar, b= dimensién de la 
celda y C=concentracién (en molas/1). 

C= [(1/18 600) x 3} 1000 
Donde 3= volumen total del ensayo y 1000= conversion de moles a mmoles 
Por lo tanto, el factor para la obtencién de mmolas/ min de dcido urocdnico 
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Por lo que: Actividad enzimética de HAL = Cambios en la Absorbancia x 

161.3 (mmolas de dcido urocdnico/ min). 

ACTIVIDAD DE LA AMINOTRANSFERASA DE AMINOACIDOS DE 

CADENA RAMIFICADA.: (67) 

Reaccién: 

SOBRENADANTE 

-!4c}c1c + Isoleucina ---- -~—-----—- n-4c} Leu + Cetometilvalerato 

Fundamento: La reacci6n se basa en la formacién de leucina a partir del [1- 

Moy CIC utilizando como aminodonador a Ia Isoleucina en presencia de la 

enzima que se encuentra en el sobrenadante. 

La medicion de la actividad de la TAACR se hizo por duplicado. 

La reaccién se Hevé a cabo er un tubo de ensaye de 12 x 75 mm que contaba 

con un brazo lateral (tubos T) conectado a un vial de liquido de centelleo, el cual 

contenfa 1 ml de la mezcla de metilcelosolve + 2-aminoetanol (2:1) que sirvié 

como trampa para capturar el 1400) liberado durante la reacci6n. Cada tubo se 

colocé dentro de otro vial que contenfa agua y todo esto se colocé en una base en 

un bafio a 37°C. La actividad se midié a 37°C en amortiguador de fosfatos 50 mM, 

pH 7.8 que contenfa CHAPS al 0.4%, fosfato de piridoxal 2.5 mM, DTT 5mM, agua 

desionizada y sobrenandante de los tejidos a determinar. La reaccién se inicié al 

aftadir 50 pl de la mezcla Isoleucina/ [1-!4c] CIC (Isoleucina 12 mM y (1-!4q 
cetoisocaprofco 1 mM). Se paré la reaccién con acetato de sodio 2M pH 3.4. Los 

tubos T se agitaron en un agitador orbital a 105 rpm durante 90 minutos. Se tomé 

una alicuota  y se colocé en un vial que contenfa If{quido de centelleo. 

Finalmente, se procedié a contar la radioactividad en un contador liquido de 

centelleo Wallac 1411. 

DEFINICION DE UNIDAD Y ACTIVIDAD ESPECIFICA: La unidad se define 

como 1 nmol de leucina formada por minuto a 37°C. La actividad especifica se 

expresa en nmol de {1-Me} leucina por minuto por mg de proteina. La medicién 

de proteinas se realizé por el método de Biuret utilizando como patrén la 

albdmina de suero bovino (133). 
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OBTENCION Y PURIFICACION DEL CETOACIDO [1-4c] o- 

CETOISOCAPROICO: 

El cetodcido de cadena ramificada utilizado en la medicién de la actividad 

enzimatica de la TAACR se obtuvo a partir de t-!4c) Leucina por el metodo 

descrito por Rudiger et al (134). 

MEDICION DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA POR WESTERN 

BLOT: (135) 

Para medir la concentracién de la enzima primero se llev6 a cabo 

electroforesis en gel de poliacrilamida para separar las protefnas en base a su peso 

molecular, y posteriormente se electrotransfiris a una membrana de PVDF y se 

establecié la presencia de la enzima por medio de anticuerpos anti-histidasa (anti- 

HAL) segain el método descrito por Maniatis (135) y Walker (136). 

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE): La 

electroforesis se realiz6 en geles discontinuos de poliacrilamida al 7.5% en 

condiciones desnaturalizantes (con SDS, -mercaptoetanol y calentamiento a 

ebullicién de las muestras durante 4 minutos) con el objeto de romper todas las 

interacciones no covalentes en la protefna nativa y reducir los puentes disulfuro. 

La cantidad de proteina que se aplicé en los geles fue de 100 pg por pozo, en 

solucién amortiguadora de la muestra (Tris-SDS-glicerol-b-mercaptoetanol), 

usando azul de bromofenol al 0.5% como marcador del frente de corrida. En el 

mismo gel se depositaron marcadores de bajo peso molecular (Low Molecular 

Weight Markers, Bio Rad Laboratories, USA) en amortiguador de la muestra. Los 

marcadores de bajo peso molecular son las siguientes proteinas: Fosforilasa B (97.2 

kD), albimina de suero bovino (BSA, 66.2 kD), aldolasa (39.2 kD), triosa fosfato 

isomerasa (26.6 kD), inhibidor de tripsina (21.5 kD) y lisozima (14.4 kD). 
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MEDICION DE LA CONCENTRACION DE HISTIDASA: 

TRANSFERENCIA DEL GEL A LA MEMBRANA: Después de la 
electroforesis de 20 1g de la proteina pura y de los sobrenadantes de higado de rata 
obtenidos anteriormente, fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa de 
0.45 mm de poro (Bio Rad Laboratories, USA) en una c4mara vertical para 
transferencia (Hoefer mod. TE 50X) con una solucién de Tris-HCl 25 mM, glicina 
192 mM y metanol al 20% como amortiguador de transferencia. Esta transferencia 
se realiz6 con un voltaje de 100 V y una corriente de 1.5 A, durante 2 horas a 
temperatura ambiente, con recirculacién de agua y agitaci6n magnética constante. 
Para verificar la eficiencia de la transferencia se tifié el gel con azul de Coomassie 
para asegurarse que no hubiera bandas de protefnas. 

WESTERN BLOT: Después de la transferencia de las proteinas, la 
membrana de nitrocelulosa se bloqueé con una solucién de leche descremada 
“Svelty” (Nestlé-México) al 10% en PBS-Tween durante 2 horas a temperatura 
ambiente y con agitacién constante, con el objeto de bloquear los sitios libres de la 
membrana en los cuales no se unieron las proteinas. 

Después de la incubacién, la membrana se lavé 3 veces con PBS-Tween, 3 

minutos por lavado, con agitacién constante. La membrana de nitrocelulosa se 
colocé en una bolsa de plastico (Kapak/Scotchpak) y se sell6 con calor después de 
la adicién de! antisuero anti-HAL obtenido en conejo (137, 138) en una dilucién 
1:50 en PBS-Tween, y se incubé durante 2 horas a temperatura ambiente. 
Posteriormente, la membrana de nitrocelulosa se incubé durante 2 horas a 
temperatura ambiente con una diluci6n 1:1000 en PBS-Tween del conjugado anti- 
IgG de conejo obtenido en cabra marcado con peroxidasa de rébano (Kirkegaard & 
Perry Laboratories, Inc.). La membrana se lavé 5 veces con PBS-Tween como se 
describié anteriormente. Para revelar el sitio donde ocurrié la reaccién antigeno- 
anticuerpo entre la proteina (histidasa) y los anticuerpos presentes en el suero 
obtenido del conejo inmunizado, la membrana de nitrocelulosa se puso en una 
solucién reveladora de la peroxidasa (4-cloro-1-naftol y H20), hasta la aparicién 
de las bandas (5-10 minutos). La reaccion enzimatica de la peroxidasa se detuvo 
colocando la membrana de nitrocelulosa en un recipiente con agua desionizada 
durante 10 minutos. La membrana se secé a temperatura ambiente y se guard6é en 
una bolsa de plastico para su conservacién. 
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MEDICION DE LA CONCENTRACION DE ARNm ESPECIFICOS DE LA 

HISTIDASA (ARNm-HAL) Y DE LA AMINOTRANSFERASA DE 

AMINOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA MITOCONDRIAL (ARNm- 

TAACRm) POR NORTHERN BLOT: 

La extraccién del ARN total se realiz6 utilizando el método descrito por 

Chomczynski y Sacchi (139). 

Se trataron 200 mg de tejido congelado a -80°C con solucién 

desnaturalizante (Tiocinato de Guanidina, citrato de sodio, sarcosil, 2- 

mercaptoetanol), acetato de sodio 2 M pH 4 y agua saturada con feno!l. Después se 

continué la extracci6n con una solucién alcohol isoamflico-cloroformo (1:49). Se 

centrifug6 por 20 minutos a 9000 rpm a 4°C (centrifuga J2-MC rotor JA 20) y el 

ARN se precipité agregando isopropanol al 100%. Las muestras se incubaron 

por 30 minutos a -20°C y se volvieron a centrifugar durante 10 minutos a 14000 

rpm a 4°C. El botén de ARN se disolvié con solucién desnaturalizante y se 

precipité con isopropanol al 100% por 30 minutos a -20°C. Nuevamente se 

centrifug6 durante 10 minutos a 14000 rpm a 4°C, se resuspendié el botén de ARN 

en 1 ml de etanol al 75%, se incub6 de 10 a 15 minutos a temperatura ambiente 

para disolver los residuos de guanidina que contaminan el botén. Se centrifugé 

durante 5 minutos a 14000 rpm. El botén de ARN se disolvié en 300 ul de agua 

tratada con DEPC. Para la obtencion de un ARN més puro se procedié a hacer lo 

siguiente: 

a) Se hizo una extraccién con fenol cloroforme y se centrifugé por 10 

minutos a 14000 rpm en frio. 

b) Se tom6 el sobrenadante y se agreg6 un volumen igual de alcohol 

isoamflico cloroformo (49:1) y se centrifug6 por 10 minutos a 14000 rpm por 10 

minutos. 

c) Se tom6 el sobrenadante y se agregaron acetato de amonio 6 sodio 3M pH 

6 mds etanol absaluto y se dejé toda la noche a -20°C. 

Al dfa siguiente, el ARN se centrifugé en frio durante 20 minutos a 14000 

rpm. Se desheché el sobrenadante y se agrego etanol al 70%. Se centrifugé en frio 

10 minutos y el pellet se resuspendié en agua DEPC. La muestra se midié en el 

espectrofotometro en un barrido del espectro entre 230 y 300 nm, y se obtuv6 su 

relacién de absorbancia a 200 y 280 nin. 
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PREPARACION DE LA SONDA DE LA HAL Y LA TAACR: (148) 

Para obtener las sondas correspondientes fue necesario tener células 

competentes y los ADNe contenidos en el pldsmido p-Bluescript (pHAL y 

pTAACR). Se transformaron las células competentes con el pHAL o pTAACR; las 

células transformadas se cultivaron en medio Luria que contenfa ampicilina, 

posteriormente una de las colonias aisladas se resembré en medio Hquido de 

Luria, y se aislaron los pl4smidos por método de lisis alcalina. 

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES (E.Coli XL-1 Blue con 

CaCl2): Se requirié cultivar las células de E. Coli a una fase Log, para después 

concentrarlas por centrifugacién y resuspenderlas en una solucién de CaCl7: La 

exposicién a los iones calcio ocasiona que las células se hinchen y puedan capturar 

mds facilmente el ADNe contenido en un plasmido después de un choque 

térmico (148). 

DIGESTION DEL PLASMIDO BLUESCRIPT KS(-) QUE CONTIENE EL 

ADNCcDE HAL O DE TAACR CON ENZIMAS DE RESTRICCION: La enzima de 

restricci6n adecuada para HAL fue Eco-R1, produciéndose 3 fragmentos al cortarla: 

3.0 kb (plasmido), 1.95 kb (de -10 a + 1930 de pHAL) y 240 bp (de + 1938 a + 2182). El 

fragmento que se utilizé como sonda fue el de 1.95 kb ya que no tiene cola de 

poliA (para evitar hibridizacién con cualquier ARN). En cuanto a la TAACR, las 

enzimas de restriccién adecuadas fueron Pst-1 y Eco-R1 y se obtuvieron 2 

fragmentos al cortarla: Uno de 900 pb y el otro de 2700 pb, siendo el de 900 pb el 

que se utiliz6é como sonda. 

MARCAJE DE LA SONDA DE ADNc CON a-32P dCTP: Las __ sondas 
utilizadas se marcaron radioactivamente con 32P por la técnica de iniciadores al 

azar utilizando el kit de Amersham, “REDIPRIME”, la cual consiste en alinear 

oligonuclestidos al azar con Ja sonda @2P -CTP), la cual se desnaturaliza 

previamente formando un complejo “primer molde" que representa un sustrato 

para el fragmento Klenow de la polimerasa I, la cual sintetiza la hebra 

complementaria partiendo del nucleétido monofosfato del extremo 3’ (OH) del 

nuclestido (149). 

32



5, ANALISIS ESTADISTICO: 

Los valores de las actividades enzimédticas se expresan como promedios + error 

estandar de la media (SEM). El manejo de los datos se realizé utilizando el programa 

Statview versién 5.1 de Macintosh. y se empleo el andlisis de varianza (ANOVA) para 

establecer diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos, y 

cuando la hubo, las diferencias entre tratamiento de grupos se probaron con la prueba 

PLSD de Fisher. El nivel de significancia fue de: p< 0.05. 
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6. RESULTADOS: 
6.1, REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DE LA HISTIDASA (HAL) POR 

HIDROCORTISONA Y GLUCAGON: 

6.1.1. GANANCIA DE PESO. 

EFECTO DELA HIDROCORTISONA. 

La FIGURA 9 muestra los cambios en la ganancia de peso de los grupos de ratas 

alimentadas con 10% y 18% de caseina y de los grupos tratados con hidrocortisona. E] 

peso corporal inicial (g) de las ratas del grupo HC-10% fue de 81.9 + 0.764 y el de su grupo 

testigo fue de 83.27 + 0.868, y para el grupo HC-18% el peso corporal inicial fue de 78.37 + 

1.202 y el de su grupo testigo fue de 77.48 + 1.56. El peso corporal (g) de las ratas al final de 

los tratamientos fue de: 134.79 + 2.08 para el grupo HC-10% y de 138.77 + 4.58 para su 

grupo testigo, de 131.67 + 2.72 para el grupo HC-18% y de su grupo testigo fue de 151.34 + 

3.56. No se encontraron diferencias significativas en el peso inicial entre los grupos, 

pero el peso corporal fue significativamente menor para el grupo HC-18% al compararse 

con su testigo al final del tratamiento. La ganancia de peso total fue de 52.9 g para el 

grupo HC-10% y de 55.5 g para su grupo testigo; para el grupo HC-18% fue de 53.3 g y de 

su grupo testigo fue de 68.1. La ganancia de peso por dfa fue de 3.77, 3.96, 3.81 y 4.86 g para 

los grupos HC-10%, testigo-HC-10%, HC-18% y testigo HC-18%, respectivamente. 

La velocidad de ganancia de peso total fue de 4.36 g/ dia para el grupo 

testigo-10%, de 4.15 g/d para el grupo EC-10%, de 5.69 g/d para el grupo testigo 18% y de 

3.8 g/d para el grupo HC-18%. 
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FIGURA 9. Ganancia de peso de vatas alimentados con 10 y 18% de caseina y 
tratados con hidrocortisona, * p< 0.05 al compararse con su 

respective grupo testigo ( 18%). 

EFECTO DEL GLUCAGON. 

E] peso corporal inicial (g) de los animales inyectados con glucagon fue de 79.18 + 
1.066 y el de su grupo testigo fue de 82.66 + 1.205. El peso corporal al final det 
tratamiento fue de 107.64 + 2.12 para G-10% y el de su grupo testigo de 113.65 + 2.13, no 
habiendo diferencia estad{stica significativa entre los grupos. La ganancia de peso total 
fue de 28.462 y de 30.99 g para el grupo alimentado con 10% de caseina y para el inyectado 
con glucagon, respectivamente. La velocidad de ganancia de peso total fue de 3.75 g/d 
para el grupo testigo, y para el grupo G-10% de 3.97 g/d. FIGURA 10. 
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FIGURA 10. Ganancia de peso de jas ratas alimentadas con 10% de casetna y 

tratadas con glucagon, 

6.1.2, ACTIVIDAD ENZIMATICA, 

EFECTO DELA HIDROCORTISONA. 

Se midio la actividad de histidasa a las 3, 6 y 12 horas después de la administraci6n 
de Ja Gltima dosis de hidrocortisona. No se encontré diferencia significativa entre los 
diferentes tiempos, por lo que para los subsecuentes estudios se midis la actividad de 
histidasa después de 3 horas de la ultima inyeccién de hidrocortisona. Esta respuesta fue 

independiente del tipo de dieta consumida. 

La actividad de la histidasa (HAL) del grupo de ratas alimentadas con 10% de 

caseina ( C-10%) fue de 0.248 + 0.022 nmolas/min/mg protefna, mientras que Ia actividad 
de histidasa para el grupo de 18% de caseina (C-18%) fue de 0.449 + 0.106 
nmolas/min/ mg protefna, 81.5% mayor que et grupo alimentado con 10% de caseina, lo 
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que indica que al aumentar la ingestién de proteina aumenta la actividad de HAL. 

El grupo de ratas alimentadas con 10% de caseina e inyectadas con hidrocortisona 

(HC-10%) presenté un aumento del 100% en la actividad de esta enzima con respecto al 

grupo C-10% (p<0.0001). Sin embargo la actividad de HAL del grupo alimentado con una 

dieta al 18% e inyectado con hidrocortisona incrementé un 44% con respecto a su grupo 

testigo. Estos resultados y los descritos por Harper (130,150) indican que a mayor 

concentracién de proteina ingerida en la dieta menor el efecto de la hormona, por lo que 

para poder observar el efecto de la hidrocortisona se debe alimentar a {as ratas con una 

dieta baja en proteina. 

Sin embargo se observé que la actividad de HAL en el grupo HC-18% fue 30% 

mayor que el grupo HC-10%. FIGURA 11. 
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FIGURA 11. Actividad de la histidasa en ratas alimentadas con 10 y 

18% de casetna y tratadas con hidrocortisona. Las letras diferentes 

indican diferencias estadisticamente significativas: b usc yavusc: 

p<0.0001, a usc: p<).01. 
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EFECTODEL GLUCAGON. 

La actividad enzimatica de HAL del grupo testigo fue de 0.30 + 0.022 U/min/mg 
de proteina, mientras que la actividad enzimética del grupo inyectado con glucagon (G- 
10%) después de 3 horas de la ditima désis de hormona fue de 1.015 + 0.064 U/min/ mg 
de protefna, de 1.148 + 0.071 U/min/ mg de proteina después de 6 h de ia ultima désis de 
hormona y de 0.659 + 0.092 después de 1 hde la altima désis de hormona. Se encontré 
diferencia significativa (p<0.05) al compararse los tiempos 3 h y 6 h con el tiempo 12, 
pero no hubo diferencia al compararse el tiempo 3 h con el tiempo 6h. El incremento 
en la actividad de HAL fue de 3.0, 3.2 y 1.6 veces en ratas inyectadas con glucagon 
(después de 3, 6 y 12 horas de la dltima inyeccién) comparado con el grupo testigo. 
FIGURA 12. 
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FIGURA 12. Actividad enzimdtica de la histidasa en higados de ratas 

alimentadas con 10% de caseina y tratadas con glucagon. Las 
letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas : 
avs c: p<0.05, a vs bp<.05, b vs c: p< 0.05.  



  

6.1.3. CONCENTRACION RELATIVA DE LA HISTIDASA DE HIGADO EN RATAS 
ALIMENTADAS CON 10% DE CASEINA Y TRATADAS CON HIDROCORTISONA Y 
GLUCAGON: 

Se midié la concentracién relativa de la histidasa de higado por Western Blot en 
las ratas alimentadas con una dieta con un contenido de 10% de caseina, ratas 

alimentadas con la misma dieta y tratadas con hidrocortisona 6 con glucagon, sacrificadas 
a las 3 horas después de la ultima dosis de cualquiera de las hormonas. Se utilizaron las 
muestras correspondientes a este tiempo debido a que fue el tiempo de maxima 
induccién de la enzima por el glucagon. Se observé un incremento de un 1.5 veces en 
las ratas tratadas con hidrocortisona y de 4 veces en las ratas tratadas con glucagon, ambas 
comparadas con el grupo testigo (alimentadas exctusivamente con 10% de éaseina). 
FIGURA 13. 

  

FIGURA 13. Concentracién  relativa de histidasa en sobrenadantes de higados de 
ratas alimentadas con 10% de caseina y tratadas con hidrocortisona 6 
glucagon. A) Andlisis por Western Blot para la cuantificacion de 
histidasa de ratas alimentadas con 10% de caseina (1), 3 horas 
después de la tiltima inyeccién con hidrocortisona (2) y con 
Slucagon (3). B) Medicién en unidades relativas de la cuantificacion 
de histidasa. 
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6.1.3, CONCENTRACION RELATIVA DE ARNm ESPECIFICO PARA LA HAL 

EFECTO DELA HIDROCORTISONA. La concentracién del ARNm especifico de la 

histidasa incrementéd apréximadamente 120% tanto en el grupo HC-10% como en el 

grupo HC-18% con respecto a su grupo festigo. FIGURA 14. 
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FIGURA 14. Concentracién relativa de ARNm de la histidasa de higado de ratas 

alimentadas con 10 y 18% de caseina y tratadas con hidrocortisona. A) Andlisis por 

Northern Blot en ratas alimentadas con 10% de caseina (1), ratas alimentadas con 10% 

de caseina e inyectadas con hidrocortisona (2), ratas alimentadas con 18% de caseina (3) y 

ratas alimentadas con 18% de caseina y tratadas con hidrocortisona (4). B) Gel de agarosa 

8% tefiido con Bromuro de Etidio. C) Cuantificacién por densitometria de la 

concentracién del ARNm de la histidasa en unidades relativas . 
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EFECTO DEL GLUCAGON. La concentracién relativa de ARNm de HAL se 
incrementd 6.2 veces 3 horas después de la ultima désis de glucagon con respecto al 
grupo testigo, disminuyendo 60% después de 6 horas y 83% después de 12 horas con 
respecto al tiempo 3 h. En cuanto al tiempo 12 h no se observé diferencia estadistica 

significativa al compararsele con el grupo testigo. FIGURA 15. 
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FIGURA 15. Concentracién relativa de ARNm de la histidasa de lifgados de ratas 
alimentadas con 10% de caseina y tratadas con glucagon. A)Anglisis por Northern blot 
para la cuantificacién de ARNm de la Histidasa en higado de ratas alimentadas con 10% 
de caseina (1), 3 horas (2), 6 horas después (3) y 12 horas después de la iiltima dosis de 

glucagon (4). B) Electroforesis del ARN total en gel de agarosa con formaldehido y 
tettido con bromuro de etidio . C) Concentracién de ARNm de HAL expresado en 
unidades relativas. 
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6.2, REGULACION DE LA EXPRESION GENICA DE LA AMINOTRANSFERASA 

DE AMINOACIDOS DE CADENA RAMIFICADA(TAACR) POR HIDROCORTISONA Y 

GLUCAGON. 

6.2.1. GANANCIA DE PESO. 

La ganancia de peso de estas ratas es la misma que la informada anteriormente en 

las figuras 9 y 10. 

6.2.2, ACTIVIDAD ENZIMATICA. 

EFECTO DELA HIDROCORTISONA. La actividad de TAACR fue 

significativamente mayor en el corazén y el rifién que en el misculo (p<0.05). La 

actividad de TAACR del rifién en el grupo inyectado con hidrocortisona fue de 12.314 + 

0.397 nmol/ min/mg de protefna, mientras que la del grupo testigo HC-10% fue de 12.097 

+ 0.637 nmol/min/ mg de proteina. La actividad de TAACR para el corazon fue de 11.668 

+ 0.846 nmol/min/mg de protefna, mientras que la de su grupo testigo fue de 11.931 + 

0.751 nmol/min/mg de protefna. Para el mdsculo esquelético, la actividad especifica fue 

de 9.284 + 1.013 nmol/min/mg de proteina mientras que la actividad para el grupo 

testigo fue de 9.087 + 0.810 nmol/min/mg de protefna. En ningwin caso hubo diferencias 

estadisticamente significativas. FIGURA 16. 

La actividad de TAACR en el rifién del grupo inyectado con hidrocortisona y 

alimentado con 18% de caseina fue de 13.103 + 0.599 nmol/min/mg de proteina, la del 

grupo testigo HC-18% fue de 12.515 + 0.881 nmol/min/mg de proteina. Para el miisculo 

esquelético la actividad fue de 7.383 + 1.101 nmol/min/mg de proteina y la del grupo 

testigo fue de 7.673 + 0.744 nmol/min/ mg de protefna. En cuanto a Ja actividad espectfica 

del corazon para el grupo HC-18% se observé de 12.733 + 0.673 nmol/min/mg de 

proteina y la del grupo testigo de 13.023 + 0.704 nmol/min/mg de proteina. No hubo 

diferencias significativas en la actividad de la TAACR en las ratas alimentadas con 10 0 

18% de casefna. FIGURA 16.
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FIGURA 16. Actividad de la Aminotransferasa de Aminodcidos de Cadena 

Ramificada en tejidos de ratas alimentadas con 10 y 18% de 
caseina y tratadas con hidrocortisona. . Las letras diferentes 

indican diferencias estadisticamente significativas: a vs b: p<0.05. 

EFECTO DEL GLUCAGON. Como se puede observar en la FIGURA 17 la 
actividad enzimatica de la TAACR fue mayor en el coraz6n, seguida por el rifién y el 
muisculo esquelético. No se encontraron diferencias significativas entre el grupo tratado 
con glucagon y su grupo testigo. La actividad de TAACR para ef rifién de ratas 
inyectadas con glucagon (G-10%) fue de 8.157 + 0.191 nmol/min/ mg de proteina, para el 

grupo testigo fue de 9.047 + 0.353 nmol/min/mg de proteina. Para el musculo 
esquelético fue de 9.318 + 0.493 nmol/min/ mg de protefna para el grupo G-10%, para el 

testigo fue de 8.114 + 0.676 nmol/min/mg de proteina. En cuanto al coraz6n, la actividad 
especifica para el grupo G-10% fue de 15.099 + 1.782 nmol/ min/ mg de proteina, y para el 
grupo testigo fue de 17.044 + 0.883 nmol/min/mg de proteina. 
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FIGURA 17. Actividad de la Aminotransferasa de Aminodcidos de Cadena 

Ramificada en tejidos de ratas alimentadas con 10% de 

casetna y tratadas con glucagon. Las letras diferentes indican 

diferencias estadisticas significativas: a vs b: p<0.05. 

6.2.3. CONCENTRACION RELATIVA DE ARNm ESPECIFICO DE LA TAACRm. 

EFECTO DELA HIDROCORTISONA. EI coraz6n presenté la mayor expresién del 

ARNm de la TAACRm. La concentracién de ARNm en el rifién fue 10% menor que en 

el corazén, y el musculo presents la menor expresi6n de TAACRm siendo 507% menor 

que el corazén. La concentracién de ARNm de la TAACR mitocondrial no mostré 

diferencias significativas entre tratamientos para ninguna de las dietas estudiadas 6 por 

la accién de hidrocortisona o glucagon. FIGURAS 18 Y 19.
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FIGURA 18. Concentracién relativa de ARNm de la Aminotransferasa de 

Aminodcidos de Cadena Ramificada en tejidos de ratas alimentadas 

con 10 % de caseina y tratadas con hidrocortisona. A) Anidlisis por 

Northern Blot de corazén de ratas alimentadas con 10% de caseina 

(1) y tratadas con hidrocortisona (2) , de miisculo de ratas con el 

mismo tratamiento dietario que (1) (3) y tratadas con hidrocortisona 

(4), y de rifién (5) y tratadas con hidrocortisona (6). B) Electroforesis 

en gel de agarosa con formaldehtdo y tefiido con bromuro de etidio. 

C) Concentracién de ARNm de la TAACR expresado en unidades 

relativas. 
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  FIGURA 19. 
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Concentracién relativa de ARNm de la Aminotransferasa de 

Aminodcidos de Cadena Ramificada en tejidos de ratas alimentadas 

con 18% de caseina y tratadas con hidrocortisona. A) Andlisis por 

Northern Blot de corazén de ratas control (1), y tratadas con 

hidrocortisona (2), de musculo de ratas con control (3), e inyectadas 

con hidrocortisona (4), y de rifién control (5) e inyectadas con 

hidrocortisona (6). B) Electroforesis de ARN total en gel de agarosa 

con formaldehido y tefiido con bromuro de etidio. C) Concentracién 

de ARNm de la TAACRm expresado en unidades relativas.



  

EFECTO DEL GLUCAGON. La concentracién relativa de ARNm de TAACR 

mitocondrial fue similar entre el grupo G-10% y el grupo testigo para corazén, musculo y 

rifién, observandose una mayor concentracién para el coraz6n, seguido por el rifién y el 

musculo. FIGURA 20. 

  

   
            Un

id
ed
as
 

re
la

ti
ve

s 

10
% 

cua
, 

+ 
Gt 

  

    10
% 

ca
e 

+ G
t 

ate
 

0%
 

ca
sa
in
a 

Coraz6n WGscula Rinon 

FIGURA 20. Concentracién relativa de ARNm de la Aminotransferasa de Aminodcidos 

de Cadena Ramificada en tejidos de ratas alimentadas con 10% de caseina y tratadas con 

glucagon. A) Andlisis por Northern Blot de corazon de ratas alimentadas con 10% de 

caseina (1) y tratadas con glucagon (2). de imuisculo de ratas alimentadas con 10% de 

caseina (3) y tratadas con glucagon (4) y rifién con el mismo tratamiento dietario que 1 

(5) y tratadas con glucagon (6). B) Electroforesis del ARN total en gel de agarosa con 

formaldehido y tefido con bromuro de etidio. C) Concentracién de ARNm de la 

TAACR expresado en unidades relativas. 
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6.3. EFECTO DE UNA DIETA ALTA EN PROTEINAS SOBRE LA EXPRESION DEL GEN 

DE LA HISTIDASA Y SU RELACION CON LA HIDROCORTISONA Y EL GLUCAGON: 

6.3.1. GANANCIA DE PESO: 

RESPUESTA A CORTO PLAZO. 

Los pesos corporales iniciales (g) de Jas ratas fueron de 80.8 + 0.58, 83.00 + 1.504, 82.37 + 

1.746 y de 84.93 + 2.583 para los grupos 80%, 0%, 0%-H y 0%-G, respectivamente. Después 

de 2 dias del inicio del tratamiento, las ratas tuvieron un ligero decremento en su peso 

inicial debido al periodo de adaptacién al alimento alto en proteina: La concentracién 

plasmatica de los aminodcidos de las ratas alimentadas con una dieta baja o normal en 

protefnas se incrementa notablemente durante el periodo de absorcién cuando se les 

cambia la dieta a una con un alto contenido de proteina, particularmente en el primer dia 

posterior al que el contenido de casefna en la dieta es incrementado, Este fenémeno se 

asocia con una depresién severa en el consumo de alimento. 

Al final de 11 dfas de tratamiento los pesos corporales fueron: 111.73 + 6.19 para el grupo 

80%, 118 + 3.48 para el grupo 0%, de 117.33 + 4.02 para el grupo 0%-H y de 121.66 + 7.125 

para el grupo 0%-G. 

Como se puede observar en la FIGURA 21, la ganancia de peso cambié 24 horas 

después del cambio de una dieta alta en protefna a una dieta alta en hidratos de carbono. 

La ganancia total de peso de estas ratas fue de 38.4, 42.0, 43.8 y 45.7 g respectivamente, 

mientras que la ganancia de peso por dia fue de 5.5 g para el grupo 80%, de 6.0 g para el 

grupo 0%, de 6.3 g para 0%-H y de 6.5 g para 0%-G. No se encontraron diferencias 

significativas en la ganancia de peso entre ninguno de los grupos.
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FIGURA 21. Ganancia de peso de las ratas alimentadas con 80% de 

caseina por 8 dias (1), de ratas alimentadas con 80% de caseina 

por 8 dias y posteriormente con una dieta sin proteina 

por 1 dia (2), de ratas con el mismo manejo dietario de (2) y tratadas 

con 4 dosis de hidrecortisona (3) 0 glucagon (4). 

RESPUESTA A LARGO PLAZO. 

Los pesos corporales iniciales (j:) de las ratas fueron de 72.53 + 3.24, 77.53 + 0.87, 

73.53 + 2.52, 80.8 + 1.37, para los grupos 80%C, 0%C, 0%C-H, 0%C-G, respectivamente, 

sufriendo el mismo ligero decremento descrito en las ratas de la fase aguda. Al final de 

los 8 dias del cambio de la dieta, los pesos corporales registrados fueron: 161.27 + 7.74, 

97.87 + 4.62, 91.3 + 2.01, 104.8 + 0.85, respectivamente, siendo la ganancia de peso por dia 

de 5.5 g para el grupo 80%C, de 1.19 g para el grupo 80-0%C, de 0.98g para el grupo 

inyectado con hidrocortiona, 1.5g para el grupo inyectado con glucagon. Asf mismo, la 

velocidad de crecimiento total para el grupo 80%C fue de 6.0 g/d, para el grupo 0%C fue 

de 1.03 g/d, siendo de 4.2 g/d antes del cambio de dieta, y de -1.34 g/d después del 

tratamiento, para el grupo 0%C-H, la velocidad de crecimiento total fue de 1.02 g/d, antes 
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del tratamiento fue de 4.2 g/d y después del mismo fue de -1.42 g/d. Finalmente, para el 

grupo 0%C-G, el crecimiento total fue de 1.55 g/d, siendo de 5.1 g/d antes del tratamiento 

y de -1.41 g/d después del cambio de la dieta. Sélo se encontré diferencia significativa de 

p< 0.05, entre el grupo alimentado con 1a dieta alta en proteina y los alimentados con la 

dieta sin proteina. La curva de crecimiento de estos animales se encuentra en la 

FIGURA 22. 
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FIGURA 22. Ganancia de peso de las ratas alimentadas con 80% de 

casetna por 8 dias (1), de ratas alimentadas con 80% de casetna 

por 8 dias y postericrmente con dieta sin proteina-alta en hidratos de 

carbono por 8 dias (2), de ratas con el mismo manejo dietario de (2) y 

tratadas con 4 dosis de hidrocortisona (3) o glucagon (4). * p<0.05 con 

respecto a los grupos 2, 3 y 4. 
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6.3.2. ACTIVIDAD DE LA HISTIDASA EN EL GRUPO 80-0%: 

TRATAMIENTO A CORTO PLAZO: La actividad especitica para el Grupo 80% fue 

de 1.386 + 0.163 U/min/mg de protefna, para el Grupo 80-0% fue de 1.487 + 0.315 

U/min/mg de proteina, para el Grupo 80-0%-HC la actividad fue de 1.407 + 0.213 

U/min/mg de proteina, y para el Grupo 80-0%-G fue de 1.224 + 0.104 U/min/mg de 

proteina. No se observaron diferencias estad{sticamente significativas entre ninguno de 

los grupos. FIGURA 23. 

TRATAMIENTO A LARGO PLAZO: La actividad especifica para el Grupo 80%C 

fue de 1.543 + 0.25 U/min/ mg de proteina, para el grupo 80-0%C fue de 0.437 + 0,093 

U/ min/ mg proteina, para los grupos 80-0%C-H y 80-0%C-G fueron de 0.430 + 0.014 y de 

0.474 + 0.022 U/min/mg de protefna, respectivamente. Se encontraron diferencias 

significativas (p<0.05) entre el grupo 80%C y los grupos 0%C, 0%C-H, 0%C-G, con un 

decremento de apréximadamente 68%. FIGURA 23. 
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FIGURA 23. Actividad de la HAL en ratas alimentadas con 80% caseina y 

después de un cambio a una dieta libre de proteinas por uno u ocho 

dias y tratadas con 4 dosis de hidrocortisona o glucagon. Las letras 

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas: a vs b: 

p<0.05. 
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6.3.3, CONCENTRACION RELATIVA DE LA HISTIDASA PARA LOS GRUPOS 80-0% A 

CORTO Y LARGO PLAZO. 

En la FIGURA 24 se muestra la concentracién de la histidasa para estos grupos; el 

patrén observado para la actividad enzimdtica y para la concentracién de ARNm 

corresponde con la concentracién de enzima presente: Se observé disminucién de 47% 

en la concentracién de la enzima cuando la dieta se cambié de una alta en proteina (80% 

casefna) (carri! 1) a una sin protefna por un dia (carril 2), la administracién de 

hidrocortisoria, no alteré esta observacién (carril 4). El tratamiento con glucagon 

incrementé la enzima en un 70% (carril 6) al compararse con el grupo que habia sido 

alimentado con la dieta con 0% de caseina por un dia (carril 2). Cuando la dieta sin 

proteina se did por 8 dias (carri] 3), la concentracién de la histidasa disminuy6é 88% con 

respecto a las ratas alimentadas con la dieta alta en protefna (carril 1). Cuando se les 

administr6 hidrocortisona (carril 5) no hubo diferencia significativa con las que no 

recibieron hormona, alimentadas con 0% de caseina durante 8 dias (carril 3). En las 

ratas alimentadas con 0% caseina durante 8 dias y tratadas con glucagon (carril 7), se 

observ6 un incremento de 1.7 veces cuando se les comparé con las ratas alimentadas de 

la misma forma pero sin recibir la hormona (carril 3). La inducci6n por glucagon en el 

cambio de dieta por un dia fue ligeramente mayor que en las ratas con el cambio por 8 

dias (carriles 6 y 7). 
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FIGURA 24. 
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Concentracién de Ia |tistidasa en los sobrenadantes de higados de 

las ratas alimentadas con 80% de casetna por 8 dias (1), de ratas 

alimentadas con 80% de casetna por 8 dias y posteriormente 

alimentadas con dieta sin protetna por 1 dia (2), de ratas 

alimentadas con 80% de caseina por 8 dias y después con dieta 

sin proteina por 8 dias (3), de ratas con el mismo manejo 

dietario que (2) y (3) y tratadas con 4 dosis de hidrocortisona (4 y 5) 

o glucagon (6 y 7). .4) Andlisis por Western Blot. B) 

Concentracién de la HAL en unidades relativas. 
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6.3.4, CONCENTRACION RELATIVA DE ARNm DE LA HISTIDASA PARA LOS 

GRUPOS 80-0% TRATAMIENTOS A CORTO Y A LARGO PLAZO; 

TRATAMIENTO A CORTO PLAZO: En la concentracién de ARNm, se observé 

disminucién de 66% entre el Grupo 80% y el 0%, entre el Grupo 0% y los Grupos 07%-HC 

y 0%-G no hubo diferencia significativa. FIGURA 25 (carriles 1, 2, 4, 6). 

TRATAMIENTO A LARGO PLAZO: Con el cambio de una dieta con un 

contenido de 80% de casefna a una dieta sin protefna por 8 dias, se observ6 disminuci6n 

de 85% en la concentracion de ARNm, el tratamiento con hidrocortisona no alter6 esta 

observacién, mientras que con el tratamiento con glucagon se observé un incremento 

de un 77%. FIGURA 25 (carriles 1, 3, 5, 7). 

El incremento en la concentracién de ARNm de la histidasa tratando a las ratas 

con glucagon después del cambio de la dieta alta en protefna a la dieta sin proteina por 

un dia (fase aguda) fue 2.6 veces mayor que en las ratas tratadas con la misma hormona 

pero alimentadas con la dieta sin proteina durante 8 dias después de alimentarlas con 

una dieta con un contenido de 80% de casefna por 9 dias (FIGURA 25, carriles 6 y 7).
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Concentracién relativa de ARNm de HAL para las ratas alimentadas 
con 80% de caseina por 8 dias (1), de ratas alimentadas con 80% de 
caseina por 8 dias y posteriormente alimentadas con dicta sin 
protetna por 1 dia (2), de ratas alimentadas con 80% de casetna por 

8 dias y después con dieta sin proteina por 8 dias (3), de ratas con 
el mismo manejo dietario que (2) y (3) y tratadas con 4 dosis 
de hidrocortisona (4 y 5) o glucagon (6 y 7). A) Andlisis por 
Northern Blot. B) Electroforesis de ARN total en gel de agarosa con 
formatdehido.. C) Expresién en cpm de ta cuantificacién del 
ARNm de la histidasa. 

55  



  

7, DISCUSION: 

La regulacién del nitrégeno corporal estd controlada principalmente a 

través de dos mecanismos, la sintesis de proteinas, y la degradacién de 

aminodcidos. Este ultimo mecanisme es importante en la eliminacién del exceso 

de aminodcidos, ya que estos pueden generar toxicidad (10). Las enzimas 

degradadoras de aminodcidos incluyendo a la histidasa y a la aminotransferasa de 

aminodcidos de cadena ramificada, son las encargadas de controlar el flujo de 

metabolitos a través de las correspondientes vias de degradacién para cada 

aminodcido. La actividad de la mayoria de estas enzimas esté regulada por 

hormonas, en especial el glucagon y los glucocorticoides. En el presente trabajo se 

demostré que no solo la actividad, sino que también fa cantidad y la 

concentracién del ARNm de la histidasa estan controladas por el glucagon y la 

hidrocortisona. 

Cuando se consumen dietas altas o bajas en su contenido de proteina, se 

producen cambios en la concentracién de aminodcidos plasmdticos. Se ha 

demostrado que entre mayor sea el contenido de proteina de Ja dieta, es mayor el 

incremento de aminodcidos en plasma (4, 8, 140). Sin embargo el efecto a corto 

plazo del consumo de una dieta alta en protefna sobre la concentracién de 

aminodcidos en plasma en ratas, es diferente a la concentracién de aminodcidos 

que se observa en ratas que han sido adaptadas a consumir dietas altas en proteina 

por varios dias. En este dltimo grupo de animales Jas concentraciones de 

aminoacidos plasméticos no se elevan tan significativamente como en animales 

que no han sido adaptados (141). Como se ha mencionado anteriormente, entre 

el proceso de no adaptacién al de adaptacién se requiere un periddo de varios dias. 

Se ha demostrado que al ofrecerle a Jas ratas un dieta con un alto contenido 

proteinico, los animales inicialmente disminuyen su consumo de alimento en los 

primeros dfas. Este efecto, descrito inicialmente por Harper (8) se observé en el 

presente estudio en el grupo de ratas alimentado con la dieta que contenia 80% de 

casefna. Como se muestra en la Figura 21, las ratas alimentadas con 80% de 

casefna dejaron de comer los primeros dfas que fueron alimentadas con una dieta 

alta en proteina, para después reestablecer su patron de crecimiento, lo que indica 

una alta capacidad de adaptacién a un cambio en la dieta. Este comportamiento 

alimentario provoca varias preguntas como 3Porqué las ratas dejan de consumir 
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estas dietas elevadas en proteinas y posteriormente las consumen sin restricci6n? 

¢Cual es el propésito de dejar de consumir estas dietas? Existen varias respuestas a 

tales preguntas. Al consumir las ratas dietas con un elevado contenido de 

proteina, la concentraci6n de aminodcidos se eleva en la sangre, y aunque los 

animales tienen una cierta capacidad de degradar el exceso de los mismos, esta no 

es suficiente para evitar toxicidad. Por lo tanto, existe uno o varios mecanismo de 

control de la ingestién de alimento, en especial en el cerebro, los cuales tienen la 

capacidad de sensar el exceso de aminodcidos presentes en la sangre. Se considera 

que estos mecanismos estan mediados en parte por neurotransmisores, en 

especial la serotonina y la norepinefrina que pueden regular a nivel hipotalamico 

la ingestion alimentaria (142). La s{ntesis de estos neurotransmisores es 

dependiente de la concentracién de sus aminodcidos precursores, el triptofano y la 

tirosina. A su vez, la concentracién de dichos aminodcidos en el fluido 

extracelular del cerebro depende de la competencia que existe por el transporte de 

los mismos a través de la barrera hematoencefélica, en especial la concentracién 

de aminodcidos neutros de cadena larga (143). Asi, la competencia por la entrada 

de estos aminodcidos hacia el cerebro dependerd de su concentracién en el plasma. 

Dietas elevadas en protefna producen una gran elevacién de los aminodcidos de 

cadena ramificada leucina, isoleucina y valina, y estos pueden inhibir la entrada 

de los aminod4cidos aromiticos triptofano y tirosina, teniendo como consecuencia 

una dismininucién en Ja sfintesis de los neurotransmisores serotonina y 

norepinefrina. Esta disminucién en la sintesis de dichos neurotransmisores se 

asocia con la disminucién de la ingesta observada en los primeros dias de 

consumo de una dieta elevada en protefna (144). 

Con respecto a la pregunta ;Cual es la finalidad de que los animales 

alimentados con una dieta elevada en proteina dejen de comer? Parte de su 

propésito se puede deducir de este estudio. Debido a que la capacidad de 

catabolizar aminodcidos esta limitacla cuando un animal se expone a una dieta 

alta en proteina, el organismo debe incrementar esta capacidad oxidativa, lo cual 

requiere de un lapso de varios dias, para asi poder normalizar sus concentraciones 

de aminodcidos en plasma, y evitar Ja competencia de su transporte a nivel de la 

barrera hematoencefélica (143, 145). El consumo elevado de proteinas ademas 

estimula el transporte de aminodcidos hacia el higado, facilitando su catabolismo. 

En las ratas alimentadas con una dieta alta en protefna por varios dias, la 
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capacidad degradativa de los aminodcidos aumenta, lo que permite incrementos 

restringidos en la concentracién de los aminodcidos en plasma. En pocos dias, el 

consumo de alimento se restaura. 

Por otro lado, cuando a las ratas alimentadas con una dieta con 80% de 

casefna se les cambié la dieta a una alta en hidratos de carbono y sin proteina, se 

observ6é disminucién en la velocidad de crecimiento desde el primer dia del 

cambio y continué disminuyendo. Estos resultados indican que el organismo es 

incapaz de conservar el exceso de protefna como reserva para continuar creciendo 

en ausencia de ella. Cuando los aminodcidos se consumen en cantidades por 

arriba de las requeridas para la sintesis de proteinas, hay una canalizacién 

eficiente hacia rutas oxidativas (3). Debido a que el exceso de aminodcidos no se 

almacena y a que el nitrégeno de estos aminodcidos después de su desaminaci6n 

produce amonio, el cual es un ién toxico cuando se encuentra en concentraciones 

elevadas en el organismo, su desecho resulta eritico en el organismo. El amonio 

producido se desecha en forma de urea, y la sfntesis de este compuesto se Heva a 

cabo por medio del ciclo de la urea (3, 10). La actividad y la expresién génica de las 

enzimas del ciclo de la urea también se regula por cambios en Ja concentracién de 

la proteina dietaria . 

El tiempo requerido para aumentar la capacidad de catabolizar el excedente 

de aminodcidos depende en parte del tiempo para inducir los genes de la enzimas 

degradadoras de aminodcidos. Estudios previos han mostrado que la actividad de 

la histidasa se induce cuando las ratas son alimentadas con una dieta con un alto 

contenido de proteina, y que esta induccién se lleva a cabo a nivel pretraduccional 

(146). Sin embargo no se conocfa si el efecto de los aminodcidos provenientes de 

la proteina dietaria actuan directamente sobre un gen especifico 0 a través de un 

cambio hormonal provocado por Ia ingestién de proteinas. Para poder ver el 

efecto de una hormona sobre la actividad o expresi6n de una enzima, los 

animales deben ser alimentados con una dieta baja en protefna (10% de caseina), 

de manera que se pueda observar el efecto de las hormonas sin la interferencia de 

la induccion del gen por la proteina dietaria. En el presente trabajo se observé que 

la velocidad de crecimiento, ganancia de peso y consume de alimento de las ratas 

no se vio afectado por el tratamiento hormonal, con respecto al grupo testigo. Las 

ratas alimentadas con la dieta con 10% de caseina y tratadas con hidrocortisona 
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incrementaron la actividad de HAL en un 100%, mientras que ratas alimentadas 

con la dieta con 18% de casefina y tratadas con hidrocortisona Gnicamente 

incrementaron la actividad de la HAL en un 44%. 

Estos resultados indican que hormonas catabélicas como glucocorticoides y 

glucagon, no solo estimulan la actividad de la HAL, sino también producen una 

induccién del gen de la histidasa. Los resultados del presente trabajo se ven 

apoyados por estudios de otros investigadores que han mostrado en la rata un 

incremento de dos veces en la actividad de la HAL después de la administracién 

de hidrocortisona, y un incremento de hasta 6 veces con glucagon (16, 89-92, 120, 

122, 124, 126, 129). En este estudio, se encontré un incremento de 100% en la 

actividad de HAL con el tratamiento de hidrocortisona, y un incremento de 

apréximadamente 4 veces con glucagon. Bajo el tratamiento con hidrocortisona 

no observamos diferencias en la actividad 0 en la concentracién de ARNm para 

HAL entre las diferentes horas de sacrificio, lo que demuestra que su efecto en la 

HAL es més largo (més de 12 horas), pero menor que con el glucagon, que mostré 

un mayor efecto a las 3 y a las 6 horas después de la altima désis de hormona para 

disminuir 12 horas después. 

Con el objeto de conocer si estos incrementos en la actividad de la HAL bajo 

tratamientos hormonales era paralelo con la concentracién de la enzima y con su 

ARNm especifico, se midieron tanto la cantidad de enzima como la expresién del 

ARNm de la HAL. Los resultados indicaron que la regulaci6n de la expresién del 

gen de la HAL por estas hormonas se lleva a cabo a nivel pretraduccional. Estos 

resultados se ven apoyados por el hecho de que la incorparacién de 1-14C-Leucina 

a la HAL es inhibida por Actinomicina D y cicloheximida (121). La concentracién 

maxima del ARNm de HAL se encontré 3 horas después de la ultima dosis de 

glucagon con un incremento de 6 veces al compararse con el grupo testigo 

disminuyendo un 60% a las 6 horas y un 83% a las 12 horas; no hubo diferencia 

entre los tiempos de sacrificio en las ratas tratadas con hidrocortisona, 

obteniéndose un incremento dei 100%, y un incremento de 150% en la 

concentracién de la enzima. La concentracién de la HAL después de 3 horas de la 

ultima dosis de glucagon se incrementé 3 veces y disminuy6 43% 12 horas 

después. 

 



  

El mecanismo de accion de la hidrocortisona es a través de un receptor que 

media casi todas las acciones de los glucocorticoides a nivel transcripcional. El 

complejo receptor-glucocorticoide se une a sitios del ADN en el nucleo Hamados 

Elementos de Respuesta a Glucocorticoides (GRE). La accién de los 

glucocorticoides es répidamente reversible. Cuando las concentraciones de 

esteroides decaen, la hormona se disocia de su receptor, y el receptor se disocia del 

ADN, resultando en una disminuci6n en la estimulacién de la transcripcién del 

gen en control. Aun asf, la respuesta hormonal puede durar un tiempo 

prolongado debido a el aumento en Ia concentracién de los ARNm y protefnas 

por efecto de los esteroides y a sus vidas medias (20). 

Por otro lado, el glucagon interactua con un receptor especifico en la 

membrana celular, resultando en un complejo que induce a la protefna Gs y 

activa a la adenilato ciclasa, la cual produce monofosfato de adenosina ciclico 

(AMPc) que sirve como segundo mensajero de la hormona (19). Se ha postulado 

que el AMPc se una a la subunidad regulatoria de la cinasa de protefnas A, lo que 

activa a esta enzima, la cual se transloca hacia el interior del nécleo en donde 

fosforila a la protefna que se enlaza al elemento de respuesta del AMPc (CREB), el 

cual es un factor transcripcional. Esta proteina CREB, 1a cual fosforilada esta en su 

forma activa se puede unir a los elementos de respuesta de AMPc presentes en los . 

genes en los que se induce su transcripcién. Por lo tanto, la activacion de la 

histidasa depende del mecanismo de accién de 1a hormona administrada. 

Se ha informado que las dietas elevadas en hidratos de carbono pueden 

afectar la expresién de genes especificos incluyendo el de algunas enzimas 

degradadoras de aminodcidos, por lo tanto se estudié el efecto represor de una 

dieta alta en hidratos de carbono y baja en protefna coadministrada con las 

hormonas en andlisis sobre la expresién de la HAL. Para este propésito las ratas se 

alimentaron con una dieta alta en proteina y baja en hidratos de carbono (80% de 

caseina) por 9 dias para inducir a la HAL hasta su maximo nivel, y después se 

cambiaron las ratas a consumir una dieta libre proteina con un alto contenido de 

hidratos de carbono (0% de caseina-89% hidratos de carbono) por sélo un dia o por 

8 dias. 

La proteina de la dieta tiene un efecto sobre la sintesis de enzimas 
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involucradas en el catabolismo de los aminodcidos contrario al de los hidratos de 

carbono. El ayuno y el consumo de dietas con alto contenido de protefna 

producen aumento en las enzimas degradadoras de aminodcidos para convertir a 

los aminodcidos en precursores de la sintesis de glucosa y dcidos grasos, o para su 

oxidaci6n completa. Por el contrario, una dieta con alto contenido de hidratos de 

earbono y baja en protefna, disminuye la actividad de enzimas que participan en 

la gluconeogénesis y en el catabolismo de aminodcidos. Sin embargo, el efecto de 

la dieta sobre la expresién génica de las enzimas degradadoras de aminodcidos es 

diferente en cada érgano 0 tejido, y dependerd de factores tales como la duracién 

del ayuno, la composicién de fa dieta o la adaptacién a una dieta previa (87). En 

este estudio se comprobé que la induccién de la histidasa por una dieta alta en 

protefna se inhibié con el consumo de una dieta alta en hidratos de carbono, 

efecto que no se vio modificado al administrar hidrocortisona o glucagon (Fig. 23). 

Esta represién también se ha observado sobre otras enzimas degradadoras de 

aminodcidos, como la serina deshidratasa y la tirosina aminotransferasa (89, 91, 92, 

95, 125, 128, 129,130). El efecto represivo que ejercen los hidratos de carbono 

sobre la concentracién de ARNm de la histidasa son mayores que los que ejercen 

para la actividad enzimatica; esto se explica por la diferencia en la vida media de 

la enzima medida como actividad (2.8 dias) comparada con la de su ARNm (17.7 

horas) (146). Ademds, indica que los hidratos de carbono probablemente 

suprimen la induccién de la histidasa a nivel de la transcripcién; esto mismo se 

observ6 para la serina deshidratasa (SDH) (95), lo que indica que los mecanismos 

de regulacién para enzimas hepdticas, como la HAL y la SDH son similares. 

Los hidratos de carbono modulan la transcripcién de muchos genes 

lipogénicos y glicolfticos utilizando como probable sefial a la glucosa 6 fosfato (21, 

147). El efecto transcripcional de los hidratos de carbono puede ser indirecto, 

mediado in vivo por variaciones hormonales como un incremento en ta 

secrecién de la insulina y una disminucién en la de glucagon, 6 directo mediado 

por glucosa en ausencia de insulina (85, 147). El gen de la HAL se reprimio 

r4pidamente por el consumo de una dieta alta en hidratos de carbono, 

probablemente a traves de un incremento en la concentracién de insulina para 

contrarestar r4pidamente la activacion dependiente de glucagon. La 

administracién de glucagon 6 hidrocortisona no contraresté la represién causada 

por los hidratos de carbono. Estos resultados indican que los hidratos de carbono 
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son mas potentes en reprimir el gen de la HAL que el glucagon en induciria. 

Souza y colaboradores (41) mostraron que la administracién de glucagon, 

hidrocortisona 6 epinefrina, hormonas gluconeogénicas, no son capaces de 

contrarestar el efecto de la insulina en ratas con hiperinsulinemia inducida, ni 

restaurar la glicemia por sf solas, pero las tres juntas provocan hiperglicemia en 

animales hipoglicémicos. Estudios realizados en seres humanos alimentados 

durante 3 dias con una dieta sin protefnas, mostraron que este tipo de dieta reduce 

el catabolismo de protefnas disminuyendo Ja oxidacién de aminodcidos y 

promoviendo la sintesis de protefnas selectas como la albumina plasmatica, y que 

este anabolismo de protefnas esta inducido por el incremento en fas 

concentraciones plasmaticas de insulina (148). 

Un elemento de respuesta a la glucosa ha sido identificado en algunos genes 

glucolfticos y lipolfticos (85), el cual es capaz de unir a diferentes factores 

transcripcionales. Se desconoce hasta el momento si este tipo de elemento de 

respuesta existe en los genes de as enzimas degradadoras de aminodcidos, aunque 

se sabe que los genes metabdlicos que estén regulados positivamente por glucosa e 

insulina, estén regulados negativamente por glucagon, y viceversa, por lo que es 

probable que en genes como el de la histidasa esto también se cumpla (85). 

La TAACR tuvo una respuesta diferente a los tratamientos hormonales que 

la observada con la HAL, ya que no respondi6 a ninguno de ellos en ninguno de 

los tejidos utilizados (rifién, corazén y musculo esquelético), ni en su actividad 

enzimdtica ni en la concentracién de su ARNm. Los estudios realizados 

anteriormente han sido contradictorios, ya que algunos han mostrado un 

aumento en la actividad de la TAACRm, mientras que otros no han mostrado 

un efecto después de tratamientos con hidrocortisona (13, 118, 119). No existen 

referencias de otros estudios en los cuales se haya reportado la concentracién del 

ARNm de la TAACRm en presencia de hormonas, y en este estudio se encontré 

que efectivamente, no existe una respuesta de esta enzima al tratamiento con 

hormonas. . 

Se ha demostrado que la TAACR sufre poco o ningun cambio en su 

actividad con diferentes tratamientos dietarios; estas observaciones son 

dependientes del tejido (131). En observaciones anteriores se ha mostrado que hay 
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variaciones en la actividad de la TAACRm en etapas fisiolégicas como la lactancia 

(66) y también en sobre 1a concentraci6n de su ARNm especffico durante la 

lactancia y en el desarrollo embrionario (66), ( datos no publicados). 

Estudios en levaduras han mostrado que el gen de la TAACR est4 regulado 

por c-myc (127, 149). Atin no se sabe si este mecanismo también se lleva a cabo en 

organismos superiores. Tampoco se ha clonado aun la regién promotora de la 

TAACR por lo que las secuencias regulatorias implicadas en este gen atin son 

desconocidas. 

La TAACR es una enzima sumamente importante en el mantenimiento 

del nitrégeno corporal, por lo que quiza las pocas variaciones existentes en ella se 

deban a la posibilidad de que sea una enzima constitutiva. 

Por lo tanto, los mecanismos de regulaci6n de algunas de las enzimas 

degradadoras de aminodcidos son diferentes, y por lo tanto la expresién de sus 

genes también lo es. La HAL, enzima exclusivamente hepatica sufre cambios 

importantes en su actividad enzimatica que estan asociados con cambios en el 

mnismo sentido en su concentracién de protefna HAL y su ARNm como respuesta 

a tratamientos dietarios y hormonales, mientras que la TAACR, enzima 

extrahepatica, no sufre tales cambios. 

Las diferencias en la expresién de los genes de las enzimas degradadoras de 

aminodcidos y de otras, como las erzimas del metabolismo de lipidos e hidratos 

de carbono se deben probablemente a las diferencias existentes entre los sitios de 

respuesta presentes en sus regiones promotoras, asi como la presencia de 

diferentes factores transcripcionales que son especificos de cada tejido. Asi, 

posiblemente los cambios observados especialmente en el gen de la HAL puedan 

estar asociados con cambios en su velocidad de transcripci6n como una resultante 

de la presencia de algunos factores transcripcionales y de su efecto sobre los 

elementos de respuesta de este gen. Esta hipdtesis requiere de una investigacién 

detallada sobre el promotor de la HAL.



  

8. CONCLUSIONES: 

1. La regulacién de la expresién génica de la Histidasa por la hidrocortisona 

y el glucagon ocurre a nivel pretraduccional. No hay efecto de estas hormonas 

sobre la expresién de la aminotransferasa de aminodcidos de cadena ramificada. 

2. El maximo efecto del glucagon sobre Ja histidasa ocurre a las 3 horas 

después de aplicada la ultima dosis de hormona, mientras que con la 

administracién de hidrocortisona no se observan diferencias en cuanto a tiempos 

de induccién. 

3. Una dieta alta en hidratos de carbono administrada durante un dia 

después de una alimentacién con una dieta alta en proteina y baja en hidratos de 

carbono no produce cambios en la actividad enzimatica de la histidasa y solo una 

ligera disminucién en la concentracién de su ARNm; sin embargo, si este mismo 

tratamiento se aplica durante 8 dias, se observa decremento considerable tanto en 

fa actividad enzimatica como en Ia concentracién del ARNm de Ia histidasa.
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