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Resumen

La cultura de la dieta ha cambiado en los Ultimos afios, permitiendo que una gran parte de la
poblacion diversifiqgue sus habitos, y que dietas como el vegetarianismo se extienden mas en
regiones anteriormente dominadas por las dietas omnivoras altas en consumo de carne, grasas
y azUcares. La sustitucion del origen de nutrientes es necesaria para lograr una nutricién
adecuada y el organismo cumpla satisfactoriamente sus funciones, siendo la proteina uno de los
nutrientes mas importantes. Generalmente, la proteina vegetal ha sido catalogada de baja
calidad pues esta no provee la cantidad necesaria de aminoacidos esenciales, sin embargo, en
los Gltimos afios se determiné que la soya, es una planta capaz de proporcionar a la dieta una

proteina de alta calidad en la alimentacion.

Los efectos que tiene la sustitucién del origen de los nutrientes han sido analizados mayormente
en humanos, pero también existe una gran variedad de modelos de estudio que pueden
proporcionan informacion relevante sobre dichos efectos. Xenopus laevis, es un modelo con
grandes aportes en aspectos de reproduccion y genética, aunque otros elementos acerca de su
ciclo de vida han sido dejados de lado; ante tales precedentes, este trabajo evalu6 el efecto que
tiene el origen proteico de la dieta (vegetal y animal) en el desarrollo, crecimiento y salud 6sea
de X. laevis, empleando técnicas no invasivas y no letales para el estudio y seguimiento de los

organismos.

Se realizd una optimizacioén de la técnica de determinacién del sexo por Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR) punto final en individuos juveniles. Durante el periodo de alimentacion
experimental se realizé un seguimiento de los parametros de desarrollo de los organismos [peso
y longitud Hocico-Cloaca (LHC)] para evaluar el efecto de la dieta y mediante tomografias
computarizadas (CT) se determind la densidad 6sea de fémur de los organismos experimentales.
Las unidades Hounsfield (HU) de los 6rganos de X. laevis fueron determinadas usando los

organos diseccionados de un macho y hembra adultos.

Del sexado genético de 17 individuos juveniles se distinguieron 7 hembras y 10 machos. Se
formaron 6 grupos (3 dietas, 2 sexos) experimentales con pesos y tallas similares y después de
16 semanas de alimentacidn se observaron diferencias de crecimiento en los individuos de la
dieta carnivora y omnivora con respecto a los individuos de la dieta vegetariana. Los andlisis
estadisticos no demostraron diferencias significativas entre las dietas experimentales en machos

y en hembras en las variables de peso final y LHC, ni en los parametros de ganancia de peso y

Vi




tasa de crecimiento, sin embargo, se distinguieron tendencias visuales que sugieren el efecto

negativo de la proteina de soya en el aumento de peso y el retraso del crecimiento en la longitud.

Los efectos sobre la densidad ésea de los organismos demuestran que existe una mayor
densidad 6sea en los organismos que fueron sometidos a la dieta omnivora y carnivora en
comparacion con la obtenida de los organismos con dieta vegetariana, pues existe una relacion
directa entre el peso y talla (medidas morfométricas) con la densidad ésea, pero no se puede
determinar que el efecto generado sea dependiente de la proteina.

Con los resultados obtenidos se puede concluir que existe una tendencia de crecimiento superior
en la dieta carnivora y omnivora que sugiere que a pesar de la disponibilidad similar de proteina
en los alimentos experimentales, existen aspectos fisiolégicos en el organismo que no permiten
el total aprovechamiento de los nutrientes, entre ellos la preferencia por los distintos alimentos
suministrados a los organismos y la presencia de anti-nutrientes en la soya que pueden reducir
en gran proporcion el aprovechamiento de la proteina y otros nutrientes importantes para el

crecimiento como el calcio.

Vil




Capitulo I: Introduccién y antecedentes

En los Ultimos afios, con la creciente preocupacion por las enfermedades crénicas como la
obesidad, las tendencias de alimentacién se han diversificado, no solo porque el acceso a una
extensa variedad de alimentos es cada vez mas sencillo, sino ademas, porque gracias a la
informacion sobre la importancia de una correcta alimentacién para una buena salud se ha
logrado una mayor conciencia sobre la eleccién adecuada de los elementos integrativos de la
dieta, de tal forma que estos cumplan sus funciones energéticas y sensoriales. Una tendencia
social muy recurrente en los Ultimos afios en relacién con la seleccion del alimento es el
vegetarianismo, un movimiento dietético que ha demostrado ofrecer beneficios a la salud y que
ha sido adoptado no solo por sus ventajas nutricionales sino ademas por el apoyo a la
sustentabilidad del ambiente y el respeto a los derechos animales y la religion. A pesar de los
beneficios que demuestra la dieta vegetariana y el apoyo que ha tenido de profesionales de la
salud, al ser una dieta que excluye elementos dietéticos provenientes de cualquier fuente animal
considerada de calidad, ésta debe ser adecuadamente planeada para que el cuerpo realice todas

sus funciones correctamente.

La proteina es uno de los nutrientes con mas funciones en el organismo, por lo que es
fundamental hacer la correcta sustitucion de su fuente de consumo en la dieta. La proteina
vegetal generalmente es considerada como de baja calidad, debido a que no proporciona todos
los aminoacidos esenciales, sin embargo, existen algunas fuentes vegetales como la soya que
proporcionan proteina de alta calidad y ademas ha demostrado sus beneficios en humanos
adultos. A pesar de la basta cantidad de estudios sobre los beneficios de la dieta vegetariana en
adultos (Craig y Mangels (2009); Key et al., 2006; Lietzmann, (2005); Rojas-Allende et al., (2017),

no se ha estudiado a profundidad si la alimentacioén con proteina vegetal de personas en una

etapa activa de desarrollo podria repercutir en la reproduccién y crecimiento de estos, por lo que
realizar estudios con organismos modelo para identificar los efectos que tiene el origen proteico

de la dieta en el crecimiento resulta de gran importancia.

La Nutricién

La nutriciébn es la ciencia de los alimentos, los nutrientes y las sustancias en ellos, y esti

encargada de estudiar el proceso por el cual un organismo obtiene las sustancias necesarias




para cubrir la mayoria de sus necesidades fisiolégicas a través del alimento. La nutricién incluye
un conjunto de eventos involuntarios e inconscientes que se encargan de obtener, asimilar y
metabolizar las sustancias ingeridas para ser utilizados como energia o para ser incorporados a

las distintas estructuras corporales (Vega Franco e lfiarritu Pérez, 2010; Vértice, 2010). La

nutricibn es un conjunto de fenbmenos que no solo incluye procesos quimicos, fisiolégicos,
biol6gicos y celulares encargados de ingerir, digerir, absorber, transportar, utilizar y eliminar las
distintas sustancias obtenidas del alimento, sino ademas considera los eventos por los cuales se
logra este proceso de obtencidon y sus consecuencias, como lo son aspectos sociales,
economicos Yy culturales que en conjunto actan e interactian en relacién con la salud y la
enfermedad (Casanueva y Bourges-Rodriguez, 2008; Téllez Villagémez, 2014; Vega Franco e
IRarritu Pérez, 2010).

La alimentacién, como primera etapa de la nutricién es un proceso que contempla una serie de
actos voluntarios y consientes que cumplen con la funcién de elegir, preparar e ingerir alimentos
que proporcionen al cuerpo los nutrientes necesarios y los cuales dependen de los
requerimientos nutricionales individuales. La demanda de nutrientes no es igual para todos, pues
ésta sufre modificaciones por diversos factores como la edad, sexo, estado fisiolgico,
composicion corporal, actividad fisica y caracteristicas particulares de cada individuo. La
alimentacién y la salud tienen una estrecha relacion, por lo que, gue un individuo tenga una buena
alimentacién es decisiva en el correcto crecimiento y el desarrollo fisico e intelectual (Bourges-
Rodriguez, 2008; Calafas-Continente et al., 2017; Ortega y Requejo, 2015; Vértice, 2010).

Los nutrientes

Puede entenderse como nutriente o nutrimento a toda aquella sustancia quimica asimilable
necesaria para la vida y la funcionalidad de los organismos. El cuerpo es capaz de producir
pequefias cantidades de algunos nutrientes, sin embargo, la mayoria de éstos deben ser
obtenidos de los alimentos consumidos para cumplir sus funciones al metabolizarse,

transformarse y organizarse (Roth, 2007; Vértice, 2010). Cada nutriente cumple al menos una de

sus tres funciones y por lo tanto pueden ser clasificados de acuerdo con éstas:

Funcién energética: suministran energia al cuerpo a través de procesos oxidativos.
2. Funcion estructural: proporcionan los materiales que se requieren para la formaciéon de
las estructuras corporales. Esta funcion es la encargada del crecimiento, cuidado y

renovacion de los tejidos.




3. Funcién reguladora: provee las sustancias necesarias para llevar a cabo el metabolismo

celular, los procesos corporales y su regulacion.

Los distintos nutrientes son importantes para cumplir con su funcién asignada, sin embargo, no
actian de manera individual, sino que es necesaria la interaccién con otros nutrientes para

cumplir su funcién con eficacia (Ortega y Requejo, 2015; Téllez Villagbmez, 2014). Existe otra

clasificacion entre ellos tomando en cuenta el criterio de la disponibilidad, dentro de la cual
existen 3 tipos: a) Nutrientes esenciales: son aquellos que el cuerpo necesita para sus funciones,
pero no puede sintetizar, por lo que es necesario obtenerlos de los alimentos en los que se
encuentran; b) nutrientes no esenciales: el organismo es capaz de producirlos o sintetizarlos por
si mismo a través de otras sustancias; y c) nutrientes condicionalmente esenciales: en la mayoria
de las situaciones el cuerpo es capaz de sintetizar la cantidad suficiente de estos nutrientes, sin
embargo en circunstancias especiales es necesario su consumo pues no se produce la cantidad
Optima. Esta clasificacion es cominmente utilizada en términos de nutricién, sin embargo, no es
un criterio adecuado de clasificacion general, ya que esta basado en las caracteristicas del
consumidor y no en el nutrimento, sin embargo, para consideraciones de la alimentacién en
diferentes organismos, no solamente del ser humano, es importante tener en cuenta los
nutrimentos que cada uno necesita dentro de su dieta (Casanueva y Bourges-Rodriguez, 2008;
Lutz y Przytulski, 2011).

Clasificacion bioquimica: Composiciéon y propiedades

Por ultimo, es necesario clasificar a los nutrimentos de acuerdo con su tipo, entre los que se

encuentran seis grupos:

1. Agua

El agua es vital para la supervivencia ya que constituye la mayor parte del cuerpo humano,
ademas de ser un nutriente que consumimos en su forma pura. Mas de la mitad del peso corporal
es agua, debido a que esta presente en diversas partes y cavidades del cuerpo (células, sangre,
vasos linfaticos, tejidos: muscular, graso y 6seo). La ingesta de la cantidad adecuada de agua
permite el correcto funcionamiento del cuerpo al realizar sus labores: dar forma al cuerpo,

mantener el equilibrio de los fluidos dentro y fuera de las células, regulacion de los impulsos




nerviosos, la temperatura corporal, las contracciones musculares, el transporte de nutrientes y la

excrecion de sustancias de desecho (Lutz v Przytulski, 2011; Thompson et al., 2008).

En el cuerpo el agua se comparte entre tejidos y es reutilizada para diversas tareas, por lo que
la ingesta requerida de agua para el cuerpo puede ser variable debido a que guarda relacion con
la ingesta energética, la actividad fisica diaria, la sudoracién, el consumo de solutos en la dieta,
el estado fisiolégico y la edad. La ingesta recomendada diaria de agua es de 1.5 L
aproximadamente (Lutz y Przytulski, 2011; Salas-Salvado et al., 2014).

2. Minerales

Los minerales son elementos inorganicos que han demostrado cumplir con una funcion
bioquimica o fisiol6gica en el cuerpo y ademas no son degradados durante la digestién o cuando
son utilizados durante el cumplimiento de sus funciones. Dentro de sus funciones tanto cataliticas
como estructurales estén la regulacién metabdlica, intervencion en el proceso de produccion de
energia, mantenimiento y reparacion de tejidos, la sintesis de hemoglobina en la sangre, la
proteccion de dafio oxidativo, el equilibrio hidroeléctrico y acido-base, la regulacién génica, la
respuesta inmune y la estructura celular (Casanueva y Bourges-Rodriguez, 2008; Lutz y
Przytulski, 2011; Salas-Salvadé et al., 2014).

Los nutrientes minerales que deben ser consumidos en la dieta de acuerdo con su concentracion

son (Téllez Villagbmez, 2014):

I. Macroelementos: Calcio, Fosforo, Magnesio, Sodio, Potasio, Cloro, Azufre

II. Microelementos: Cobre, Cobalto, Hierro, Manganeso, Fllor, Zinc, Cromo, Yodo, Niquel,

Estafio, Vanadio, Molibdeno, Silicio y Selenio.

3. Vitaminas

Las vitaminas son sustancias organicas no energéticas ni estructurales, que contribuyen a la
regulacion de procesos fisioldgicos del cuerpo; el cuerpo las necesita en pequefas cantidades
para el metabolismo, el crecimiento y el mantenimiento normales, pues estas actlan como
reguladores de los procesos metabdlicos como la liberacidon energética de los carbohidratos,
lipidos y proteinas y ademas como coenzimas en los sistemas enzimaticos. Las vitaminas son

muy especificas en los que a su funcion se refiere, ya que los procesos corporales en los que




participan no aceptan intercambio de moléculas para cumplir con su funcion, si ho que cada

vitamina es la Unica molécula capaz de desencadenar el proceso (Lutz y Przytulski, 2011;

Thompson et al., 2008). Las vitaminas a diferencia de los demas nutrientes son muy sensibles y

se degradan facilmente. Son susceptibles al calor, la luz, la exposicion al aire y entornos
alcalinos. Las vitaminas pueden clasificarse en funcion de su solubilidad, importante para

determinar como se almacenan, procesan y utilizan:

I.  Liposolubles: van al higado para su posterior uso. Entre ellas estan las vitaminas A, E, D
y K

Il.  Hidrosolubles: Son absorbidas en la pared intestinal y pasan directamente al torrente
sanguineo para ser transportadas a donde son requeridas. Entre ellas se encuentran las
ocho vitaminas del complejo B y la vitamina C

4. Carbohidratos

Son compuestos organicos provenientes en su mayoria de la fotosintesis de las plantas, y por
tanto la fuente principal de obtencién son productos vegetales. Como su hombre lo indica, su
estructura quimica contiene carbono, hidrogeno y oxigeno (CHO); en estos compuestos la
proporcion de hidrogeno y oxigeno es igual a la del agua (2 &tomos de hidrégeno por cada atomo

de oxigeno) (Téllez Villagbmez, 2014; Thompson et al., 2008).

Los carbohidratos constituyen la mayor fuente de energia en la alimentacién humana por 2
razones: a) en una dieta equilibrada proporcionan del 50 al 70% del valor cal6rico total requerido
y b) se degradan con rapidez y como consecuencia, estos son utilizados de inmediato. Se dividen

por su complejidad en (Lutz y Przytulski, 2011; Téllez Villagémez, 2014; Thompson et al., 2008):

l. Simples, conocidos comunmente como azucares:

a. Monosacaridos: Son las moléculas con la estructura quimica mas sencilla, pero
raras veces son encontrados libres en la naturaleza; los mas importantes son las
hexosas: glucosa, galactosa, fructosa y ribosa.

b. Disacéridos: Es la unién de dos moléculas de monosacéridos, que al unirse liberan
una molécula de agua. Las mas importantes son: sacarosa, lactosa y maltosa.

.  Complejos: Cualquiera que tenga 3 o mas moléculas. Estos pueden componerse de

monosacaridos y disacéridos.




a. Oligosacaridos: Conformados de entre 3 a 10 moléculas de monosacaridos. Entre
ellos se encuentra la rafinosa y la estaquiosa.

b. Polisacaridos: Contienen una cantidad superior de monosacaridos. Pueden llegar
a ser cadenas de miles de moléculas unidas entre si. Las mas importantes son el

almidon, el glucégeno vy la fibra.

5. Grasas (lipidos)

Son compuestos energéticos diversos que en su estructura molecular contienen carbono,
hidrogeno y oxigeno al igual que los carbohidratos, sin embargo, la proporcién de oxigeno
respecto al carbono e hidrogeno en los lipidos es menor, lo que les permite agruparse mas
fuertemente y por tanto proporcionar mayor cantidad de energia. Los lipidos proporcionan mas
del doble de energia que proporcionan los carbohidratos y las proteinas (Téllez Villagémez, 2014;
Thompson et al., 2008).

Su composicion quimica y sus propiedades son muy variadas, ya que a pesar de que su unidad
estructural basica es el glicerol, éste puede estar unido a 1, 2 o 3 moléculas de &acidos grasos, y
lo que da origen a sus distintos nombres: glicérido, diglicerido, o triglicérido, segun sea la cantidad
de &cidos grasos contenidos en su estructura. Los lipidos son insolubles en agua y solubles en
solventes orgénicos; en la mayoria de los animales se almacenan en cadenas saturadas
llamadas grasas y en las plantas de forma insaturada en forma de aceites (Lutz y Przytulski,
2011; Téllez Villagbmez, 2014).

6. Proteinas

Las proteinas y péptidos son compuestos organicos complejos que se encuentran en todas las
células de los seres vivos y son componentes esenciales de los tejidos. Asi como los
carbohidratos y los lipidos, las proteinas contienen carbono, hidrogeno y oxigeno en su
estructura, pero, ademas junto con el nitrégeno se agrupan en diferentes bloques denominados
amino&cidos, conformados por un &tomo de carbono central unido a 4 grupos: un grupo amino,
un grupo acido, un atomo de hidrogeno y una cadena lateral llamada grupo R que puede variar

en su estructura (fig. 1).
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Figura 1. (a) Estructura de un aminoacido; (b) El grupo R es lo que diferencia a cada uno de los 20 aminoacidos
importantes para la fisiologia humana, confiriendo a cada uno sus propiedades Unicas.
Nota. Adaptado de Thompson et al., (2008).

El cuerpo es capaz de sintetizar de 10,000 a 50,000 proteinas distintas, no obstante, necesita
del consumo de otras proteinas en la dieta, ya que éstas son la fuente principal de aminoacidos
necesarios para sintesis de las proteinas propias requeridas para las funciones de cada
organismo. Una proteina esta conformada por una combinacién de secuencias de los 20
aminodcidos y que unidos por enlaces peptidicos conforman distintos arreglos que dan como
resultado una variedad de proteinas, cada una con una funcion especifica (Thompson et al.,
2008).

Funciones de las proteinas

Las proteinas tienen una gran cantidad de funciones en los seres vivos, entre ellas (Téllez
Villagbmez, 2014; Thompson et al., 2008):

a) Estructura celular: Dar soporte y forma a las células. Las proteinas constituyen
alrededor del 80% del peso seco de las células.

b) Transporte y almacenamiento de nutrientes.

c) Energia: En una dieta equilibrada pueden proporcionar del 10 al 20% del valor
energeético total, aunque no es la fuente principal de energia.

d) Regulacién de procesos corporales: hormonales (hormonas), contractiles,
inmunoldgicos (anticuerpos) y cataliticos (enzimas).

e) Equilibrio de electrolitos y fluidos.

f) Equilibrio 4cido-base.




g) Mantenimiento y reproduccién celular: Proteinas del nucleo celular,

participantes ademas en la regulacién de sintesis de proteinas.

Calidad proteica

Existen varios métodos para valorar la calidad de una proteina, los cuales relacionan diversos
pardmetros, pero que son de gran utilidad en lo que concierne a la nutricion. El término calidad
proteica se refiere a la capacidad de una proteina de la dieta para dar lugar a una proteina
corporal y ésta se puede evaluar a través de varios indicadores (Casanueva y Bourges, 2008;

Esquivel Herndndez et al., 2005).

Las proteinas son compuestos de alto peso molecular, y aunque el cuerpo es capaz de
producirlas es necesario también su consumo en la dieta, ya que no todos los aminoacidos

requeridos para las proteinas pueden ser sintetizados en el cuerpo. Debido a esta condicion es

gue se puede clasificar a los aminoacidos de la siguiente forma (Téllez Villagémez, 2014):

a) No esenciales: pueden ser sintetizados en el higado a partir de otros aminoacidos por su
capacidad enzimética.
b) Esenciales: no pueden ser sintetizados en el organismo por lo que deben de ser ingeridos
en la dieta.
En la tabla 1 se enlistan los 20 aminoacidos segun su clasificacién de acuerdo con la capacidad
de sintesis por el cuerpo humano, no obstante, es necesario considerar la clasificacion de la
arginina, que, si bien el cuerpo cuenta con el metabolismo adecuado para su sintesis, el
requerimiento de este aminoacido es alto, por lo cual es recomendable su consumo diario en la

dieta, pues se ha observado que una dieta libre de este aminoacido origina una disminucién en

Tabla 1. Clasificacion de los aminoacidos por la capacidad de sintesis en el cuerpo humano

No esenciales

Esenciales
Valina Alanina
Leucina Serina
Isoleucina Glicina
Triptéfano Acido glutdmico
Arginina Glutamina
Fenilalanina Acido aspartico
Treonina Aspargina
Lisina Prolina
Metionina Tirosina
Histidina Cisteina

Tomado de: Téllez Villagémez, (2014).




el crecimiento y disminucion de parametros adecuados en el sistema inmune, reproduccion, y

funciones metabodlicas (Fontana Gallego et al., 2006).

La dieta debe incluir una cantidad adecuada de aminoacidos esenciales para poder sintetizar las
proteinas necesarias para el cuerpo. La calidad proteica es el indicativo de la cantidad de
aminodcidos esenciales presentes en la proteina, dando origen a una clasificacién que las agrupa
en (Messina, 1999; Téllez Villagbmez, 2014; Thompson et al., 2008):

a) Proteinas de alta calidad: Aquellas que contienen 9/10 aminoacidos esenciales en
suficiente cantidad para que al ser degradadas el cuerpo sea capaz de producir
correctamente sus proteinas. Son consideradas proteinas patron y la fuente principal de
éstas son productos de origen animal.

b) Proteinas de baja calidad: No contienen todos los aminoacidos esenciales en suficiente

proporcién y por si solas no pueden apoyar al correcto crecimiento y salud.

Existen otros factores importantes para determinar la calidad proteica, entre ellos la digestibilidad,
gue es la capacidad del organismo para desdoblar las proteinas consumidas por la accién
digestiva y de absorcién, en el ambito de la nutriciobn ésta puede tomar valores de 0-100%, la
mayoria de las proteinas con valores altos (de calidad), son las de origen animal y generalmente

son denominadas proteinas patron (Esquivel Hernandez et al., 2005; Lutz y Przytulski, 2011).

Ademas de la digestibilidad, un criterio relevante adoptado por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) y la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA por
sus siglas en inglés, Food and Drug Administration), existe otro criterio a considerar, denominado
“puntuacion de aminoacidos corregida por la digestibilidad de las proteinas” (PDCAAS, del inglés

Protein Digestibility-Corrected Amino Acid Score) (Messina, 1999; Syama et al., 2012S; Young,

1991), este utiliza la puntuacién quimica (proporcidon en la que se encuentra un aminoacido
indispensable limitante con respecto al patrén de referencia) y un factor de correccion para la
capacidad de digestion con la finalidad de calcular un valor para la calidad proteica. Asi, el
método PDCAAS es equivalente a la puntuacién quimica de un alimento, multiplicado por la
capacidad de digestién de ese alimento, por tanto, las proteinas con mayor capacidad de
digestion son mas completas. En su rango de valores un alimento puede tener un valor PDCAAS
desde 0 hasta un valor maximo de 1.0, el cual es considerado alimento como de calidad superior,
la mayoria de ellos son alimentos de origen animal como la leche, clara de huevo, carne de res,
y algunos de origen vegetal como las legumbres (Liu, 1997; Messina, 1999; Thompson et al.,
2008).




Dieta

Para que el organismo tenga garantizado su correcto funcionamiento y la realizacién de sus
actividades fisicas, es preciso asegurar el consumo de una cantidad de energia Optima
proveniente del metabolismo de los alimentos en la dieta (Ortega y Requejo, 2015). Se define

como dieta al régimen de alimentacién habitual de un individuo, que representa el conjunto de
alimentos y/o platillos consumidos diariamente. Se puede considerar a la dieta como la unidad
funcional de la alimentacién, debido a que las personas eligen los alimentos méas no los
nutrimentos, y sus preferencias estan determinadas por factores biopsicosociales. Para que una
dieta sea considerada correcta es necesario que ésta sea satisfactoria en los 3 aspectos

(Bourges-Rodriguez, 2008; Esquivel Hernandez et al., 2005; Téllez Villagbmez, 2014):

e Bioldgico: Que la dieta contenga los micro y macronutrientes suficientes para cumplir las
necesidades fisiolégicas, resumida en 4 adjetivos: completa, suficiente, mesurada vy
equilibrada. Ademas, es necesario sea inocua, es decir, que no contenga patdégenos o
sustancias perjudiciales. La composicion dietética habitual es variable, ya que debe ser
adecuada a los cambios en los requerimientos nutricionales dependientes de cada
individuo segun su estado fisico. Un cambio en el balance de ingreso y gasto de nutrientes
al organismo, ya sea por carencia o por exceso puede traer consigo enfermedades,

interacciones antagonicas entre nutrimentos o desnutricion (Bourges-Rodriguez, 2008;

Calafias Continente et al., 2017; Téllez Villagémez, 2014).

e Psicoemocional: Es un estimulo que genera atraccién sensorial a los alimentos y
contribuye a la variedad dietética, importante para el consumo de diversidad de platillos
gue tengan afinidad con los gustos y costumbres de los individuos. A mayor diversidad
de alimentos exista dentro de la dieta, mayor es la cantidad de nutrimentos obtenidos y
menor cantidad de sustancias no deseadas acumuladas en el organismo (Bourges-
Rodriguez, 2008).

e Sociocultural: Es el vinculo entre el caracter social y las costumbres de las personas con

las que se convive; entre ellas la religion y la educacion. La relacion costo/disponibilidad

de los alimentos segun las distintas regiones de residencia, también tiene un papel

importante en este aspecto (Bourges-Rodriguez, 2008).

Desde el punto de vista de la nutricidn, la eleccion nutricional y de la dieta conforman un punto
de partida logico para las medidas preventivas de cuidado de salud y de la educacién para
mejorar la calidad de vida, por lo que la dieta ya no sélo tiene un caracter nutricional sino ademas

considera una funcion terapéutica para el mantenimiento del estado de salud y como tratamiento
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de enfermedades que pueden verse modificadas ante el cambio de la composicién alimentaria

(Esquivel Hernandez et al., 2005; Roth, 2007). El acto de comer, desde el punto de vista de la

salud, es el comportamiento mas importante de la humanidad ya que no sélo contribuye a la
satisfaccién del hambre, sino ademas a complacer los demas sentidos (vista, olfato y gusto),
apoyando a la interaccion de individuos y sus dindmicas sociales, econémicas, de salud y éticas

(Hopwood et al., 2020; Vega Franco e liiarritu Pérez, 2010).

Las pautas de alimentacion de un individuo son establecidas desde la infancia, en las que
interviene el &mbito familiar y econémico, ademas de la influencia de los factores externos
anteriormente mencionados. De aqui la importancia de establecer habitos de consumo
adecuados desde los primeros afios de vida, que ayuden a prevenir problemas de salud futuros
(Ortega y Requejo, 2015).

En los dltimos afios, la alimentacion ya no sélo se basa en la accesibilidad de los alimentos, la
cual antes era totalmente dependiente de las estaciones, sino que ademas debe considerarse la
conducta alimenticia, la cual ayuda en la seleccion de los elementos integrativos de la dieta para
lograr que esta cumpla sus funciones: sea suficiente para saciar el hambre, supla las
necesidades bioldgicas del individuo y que el individuo desempefie con eficiencia el trabajo de

cada dia (Fischler, 1995; Vega Franco e liarritu Pérez, 2010). Entre los distintos habitos de

consumo en el mundo, y de gran impacto para la salud se encuentran los siguientes:
El omnivorismo

La alimentacién actual del ser humano es evidentemente omnivora ya que se alimenta como

organismo heterotrofo primario, secundario y a veces hasta terciario (Bourges-Rodriguez, 2008).

El omnivorismo puede ser definido como la capacidad del consumo generalizado de alimentos,
ya que como lo indica la naturaleza biolégica del hombre, no existe una especializacion fisica y/o
metabdlica para el consumo exclusivo de alimentos vegetales o animales, sino que es capaz de

alimentarse de lo que esta disponible (Fischler, 1995; IVU, 2020).

El ser humano al ser considerado consumidor heterétrofo indica que es incapaz de producir su
propio alimento, por lo que debe alimentarse de sustancias externas para nutrirse, ya sea de una
fuente vegetal o animal. Las fuentes vegetales en la alimentacion estan guiadas por la agricultura
y la civilizacion que dictan la necesidad del consumo de cereales, legumbres y/o frutas, mientras
gue los alimentos de origen animal provienen directamente del consumo de otros seres vivos o

productos derivados de estos. Esta variabilidad alimentaria y los factores que la influyen
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determinan los alimentos que pueden ingerirse, ya que, aungque en la naturaleza la mayoria de

los alimentos son biolégicamente comestibles, no todo lo es culturalmente (Fischler, 1995).

De acuerdo con un estudio realizado por Nielsen (2016) y el sitio Statista (2020) , alrededor del

73 y 74% de la poblacion sigue un régimen alimenticio omnivoro, en la que aunque pueden
observarse algunas restricciones al consumo de algun ingrediente, ocasionalmente hay consumo
de carne roja o blanca, reafirmando la teoria de que la capacidad de adaptabilidad que brinda el
ser un consumista generalizado permite subsistir bajo distintos regimenes alimentarios
normalmente dependientes de las regiones geograficas, la disponibilidad de alimentos y la

cultura.

Los animales ocupan un lugar importante dentro del régimen alimenticio de la poblacion humana,
ya que en estos reside la capacidad de aprovechar de manera mas efectiva la produccién
agricola, ya que el humano como organismo no especializado, es incapaz de consumir forrajes
0 subproductos agricolas provenientes de las cosechas. Mientras que no todos los productos de
origen vegetal pueden ser consumidos por el hombre, la carne ha demostrado tener una
capacidad muy alta de aprovechamiento y es considerada una fuente importante de nutrientes,
incluyendo las proteinas y micronutrientes como el hierro, zinc y la vitamina B12. Una dieta con
carne desde la perspectiva humana tiene un aporte facil y variado de nutrientes, ademas que es
capaz de proveer balanceadamente los 10 aminoacidos esenciales, ademas de tener una

digestibilidad de entre 97-99% de las proteinas y 96% de las grasas. (Ayala Vargas, 2018;

Godfray et al., 2018). El tipo de carne y la cantidad consumida en la dieta puede variar entre

individuos en sus comunidades y entre comunidades, no obstante, a pesar de la disponibilidad
de este alimento alrededor del mundo y del bajo costo que tiene con respecto a su precio a lo
largo de la historia, se ha demostrado que es posible obtener la cantidad necesaria de todos los
nutrientes sin la necesidad de consumir carne, solo si existe un consumo variado de otros
alimentos disponibles. Aunque la mayoria de la gente es consciente de que la carne es una
excelente fuente de proteinas, muchas personas se sorprenden al aprender que la calidad de las
proteinas de algunas legumbres es casi igual a la de la carne, sin embargo, tienen el
inconveniente de que no todas son completas nutricionalmente pues pueden no tener algunos
nutrientes como la vitamina B12, C 0 A, o tener aminoacidos esenciales limitados o insuficientes
(Godfray et al., 2018; Thompson et al., 2008).

Los humanos evolucionamos como omnivoros oportunistas y tanto nuestro sistema digestivo
como nuestro metabolismo no estan disefiados para soportar una dieta restringida sélo a

alimentos de origen vegetal o de origen animal, sin embargo, dado que la dieta se ve influenciada
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en parte por la cultura, han surgido una gran cantidad de tendencias alimentarias como el
crudivorismo, el vegetarianismo y el carnivorismo estricto, entre otras que pueden resultar

contradictorias con la herencia bioldgica del ser humano (Mateos y Rodriguez, 2010), por lo que

se han realizado estudios para evaluar las implicaciones positivas y/o negativas a la salud de
dietas que no cumplen con un régimen omnivoro (Clarys et al., 2014; Leitzmann, 2005; Lopez
Portillo et al., 2006, Navarrete Rodriguez et al., 2015).

Dieta carnivora y pescetarianismo

En la actualidad, vivimos en un mundo de desigualdad alimentaria, ya que la base alimentaria de
la mayoria de las personas son los productos animales y sus derivados, sin embargo, no toda la
poblacidn tiene acceso a estos recursos. A pesar de que la carne no es un componente esencial
de la dieta humana, un gran nimero de personas en el mundo, adoptan dietas altas en energia
proveniente de ésta. Se sabe que la carne aporta algunos nutrimentos que son dificiles de
obtener de productos vegetales, tales como la lisina, el hierro biodisponible y el zinc, ademas de
gue la calidad de la proteina animal es ligeramente mayor que la proteina obtenida de plantas.
Sin embargo, también es conocido que los productos de origen animal son fuente primaria de
grasa saturada (que no han demostrado tener beneficios a la salud o niveles minimos de
consumo seguro), la cual es responsable de incrementar los riesgos de enfermedades cardiacas,

diabetes y algunos tipos de cancer (Walker et al., 2005).

Por tanto, gracias a las diferentes modificaciones al consumo de carne, se ha sustituido el
consumo de carne roja a otro tipo de carnes como la carne blanca (de aves) o la carne de
pescado, de las cuales la Ultima puede entrar en una clasificacion de dietas semi-vegetarianas
pues aun existe consumo de carne. Estas dietas han sido propuestas pues son fuente de
proteinas, pero con menor riesgo de contener sustancias que puedan ser desencadenadoras de
enfermedades cardiovasculares como las observadas cuando hay consumo de carnes rojas. Una
de las fuentes de proteina animal obtenidas de animales marinos es la del pescado y la del
camaroén (Craig y Mangels, 2009; Syama et al., 2013; Walker et al., 2005).

Segun diversas fuentes, la carne de camarén contiene entre 19% y 51% de proteina, la cual esta
constituida por 20 a-aminoacidos encontrados en diferentes proporciones que satisfacen los
requerimientos dietéticos del ser humano. El perfil de aminoacidos del camardén indica que este
es un alimento de alto valor nutrimental para el humano ya que su proteina est4 caracterizada
como de calidad al poseer un alto valor de digestibilidad (85%) comparado con este valor

biol6gico en otras fuentes. Ademas de este valor clasificado como proteina de calidad, también
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su valor de PDCAAS es alto, ya que este es de 1 o 100%, indicando que es una proteina de

calidad superior (Syama et al., 2012; Young, 1991).

A pesar de todas las ventajas de la dieta basada en productos de origen animal, el consumo
inadecuado de estos productos puede conllevar consecuencias negativas a la salud, como se
menciond anteriormente, por lo cual un reto importante de salud publica en el ambito nutrimental
es proveer la cantidad de proteina adecuada y los nutrimentos necesarios para el cuerpo humano
sin causar un consumo desmesurado de grasa saturada (Walker et al., 2005).

Vegetarianismo

Una tendencia social en el ambito de conducta alimenticia que ha ido en aumento en los Ultimos
afos es el vegetarianismo, el cual ha surgido como un movimiento dietético importante en
culturas occidentales por los beneficios que este ofrece a la salud, su contribuciéon a un ambiente
mas sustentable, el respeto a los derechos animales y la religibn como los principales motivos
de adopcién (Clarys et al., 2014; Hopwood et al., 2020; Lépez Portillo et al., 2006). La dieta

vegetariana puede definirse como aquella que no incluye el consumo de carne roja, de aves,
pescado 0 mariscos, asi como productos que contengan estos. Dado que este tipo de dieta se
define por la restriccion de elementos dietéticos y su composicion puede variar, es posible
clasificarla en diferentes grupos: 1) Dieta lacto-ovo vegetariana, en la cual se restringe el
consumo de carne animal, pero si se consumen alimentos derivados de animales, tales como:

leche, queso, yogurt, huevos, entre otros; a su vez puede subclasificarse en lacto-vegetariana y

ovo-vegetariana; 2) dieta vegana, en la que no se consume ningun producto de origen animal, y

3) dieta semi-vegetariana, en las que se consume menos carne que en la dieta omnivora, entre
ellas se encuentra la dieta flexetariana y pescetariana como algunos ejemplos (Craig y Mangels,
2009; International Vegetarian Union [IVU], 2020; Key et al., 2006; Leitzmann, 2005; Ruby, 2012).

Muchas personas pueden describirse a si mismas como vegetarianas, pero dentro de su dieta
aun pueden incluir pescado, pollo o incluso carne. Estos vegetarianos autoidentificados pueden
ser descritos como semi-vegetarianos en algunos estudios, sin embargo, a pesar de la existencia
de las distintas clasificaciones dentro de la dieta vegetariana se han observado estas
inconsistencias de identificacion dentro de este régimen alimenticio y en sus patrones de
alimentacion. Esta variacion en los habitos alimenticios puede llegar a explicar por qué existen
conclusiones controversiales y diversas en la literatura sobre los beneficios y riesgos que tiene
el seguir una dieta vegetariana, y por tanto es necesaria la asesoria individual para evaluar la
calidad nutricional de la dieta de un vegetariano o autoidentificado vegetariano (Craig y Mangels,
2009; Key et al., 2006; Leitzmann, 2005; Ruby, 2012).

14




Tendencias y nimeros

El nimero de vegetarianos que hay en el mundo es incierto, sin embargo, algunas encuestas
realizadas en los ultimos afios ofrecen informacion que puede dar una idea de la proporcién de
vegetarianos en cada pais o region. En 2019, el sitio The Vegetarian Resource Group reportd

gue en Estados Unidos un 4% de su poblacién es vegetariana (Stahler, s.f.); en el afio 2008, The

European Vegetarian Union indic6 que India tiene un 40% de vegetarianos; para 2009, Reino
Unido contaba con un 3%, segun la UK Food Standards Agency (Ruby, 2012) y en el caso de
México se reporta que entre un 20 y 28% de la poblacion es vegetariana segun cifras del Estudio
Global sobre Salud y Percepciones de Ingredientes, realizado por la compafiia de consultoria
Nielsen (2016) y del festival gastrondmico “Gourmet Show” edicion 2018 (Becerril, 2018);

describiendo a México como uno de los paises con mayor ndmero de vegetarianos en

Latinoamérica, pues supera la media por region de 12% reportada por Nielsen (2016).

Algunas encuestas han demostrado que una gran cantidad de las personas consideradas
vegetarianas, siguen su dieta sin apoyo 0 asesoramiento de un nutriélogo y basan sus dietas en
informacidon encontrada en internet. Segun el primer censo vegano en México, realizado por el

sitio de internet Vegan Police (2016), el 51.2 % de las personas que se consideran veganas

nunca han consultado a un nutriélogo, mientras que el 44.4% lo hizo alguna vez y no regreso.

Segun Brignardello et al., (2013), en Chile se reporta que la principal fuente de informacién en

nutricién vegetariana/vegana es internet y sélo un 10% consulta a profesionales de la salud.
Estas cifras indican que los conocimientos que tienen los vegetarianos pueden ser insuficientes
para lograr una dieta equilibrada y evitar la carencia de nutrientes, que puede generar problemas

importantes en la calidad de la alimentacion.
Perspectiva nutricional

De acuerdo con las recomendaciones de la Asociaciéon Dietética Americana (ADA), las dietas
vegetarianas apropiadamente planeadas, incluyendo a las veganas, que son las mas restrictivas
en cuanto a los elementos integrativos de la dieta, son saludables, nutricionalmente adecuadas
y pueden aportar beneficios a la salud en la prevencion y tratamiento de ciertas enfermedades.
Ademas, éstas son adecuadas para todos los individuos durante todas las etapas del ciclo de

vida (Craig y Mangels, 2009). A pesar de estas perspectivas sobre la dieta vegetariana, es

importante resaltar las consideraciones sobre la falta o deficiencia de nutrientes criticos para el

desarrollo humano y los cuales deben de ser sustituidos, tales como: proteina, acidos grasos
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n-3 de cadena larga, calcio, hierro, yodo, zinc, retinol, vitamina D y vitamina B-12 (Clarys et al.,
2014; Craig y Mangels, 2009; Key et al., 2006).

Las dietas vegetarianas con un régimen adecuado tienen una gran cantidad de ventajas para su
consumidor, tales como bajos niveles de colesterol, disminucién del riesgo de enfermedades
cardiacas, menores niveles de presion arterial y menor riesgo de hipertensién y diabetes tipo 2.
Ademas, las personas bajo esta dieta tienden a tener un menor indice de masa corporal (IMC) y
en general menores tasas de incidencia de cancer. Las diferencias nutricionales de la dieta
vegetariana en comparacion con la omnivora pueden explicar algunas de las ventajas a la salud

gue ya se han mencionado (Craig y Mangels, 2009; Key et al., 2006).

El cambio de una dieta omnivora a una dieta vegetariana implica el consumo de diversos
nutrientes de origen vegetal para cumplir los esquemas nutricionales de una dieta de calidad.
Uno de los elementos principales que debe cambiar su fuente de obtencion (origen animal por
vegetal), es la proteina, que permita obtener la cantidad necesaria de ésta para que el cuerpo
cumpla sus funciones y se considere una dieta equilibrada (Rizzo y Baroni, 2018). Las legumbres

tienen un papel importante en poblaciones que siguen una dieta basada en el consumo de
plantas, y no es sorpresa que el consumo de éstas es mayor en vegetarianos que en personas

omnivoras. Las legumbres han sido reconocidas por su contenido proteico y mas recientemente

por su contenido de fibra soluble (Messina, 1999).
El papel de la soya en las dietas vegetarianas

Glycine max o mejor conocida como soya es una especie de legumbre originaria del este de Asia
y es considerada uno de los cultivos mas exquisitos y nutricionalmente valorados. La soya ha
sido consumida ampliamente alrededor del mundo como una fuente rica de proteina en comidas
y bebidas, ademas de ser continuamente modificada en varios productos y predominantemente

consumida como tofu, leche y salsa de soya (Naresh et al., 2019). De acuerdo con cifras de

Brignardello et al., (2013), el reemplazo de las proteinas de origen animal en vegetarianos y

veganos es de 87,5% y 90,6% respectivamente; ambos grupos indicaron que en su mayoria lo
realizan mediante la ingesta de leguminosas y proteina de soya. La soya posee propiedades
versatiles que la hacen apropiada para llevar a cabo su transformacién en diversos productos
para el consumo humano, tales como extensor de la carne, afiadido de bebidas de leche, formula
alimenticia infantil, pastillas comprimidas de leche o embutidos, y recientemente se confirmo el
gran contenido (hasta 62%) de esta leguminosa en atin enlatado (Kumar et al., 2010;
Procuraduria Federal del Consumidor [PROFECQ], 2019; Rizzo y Baroni, 2018).
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El contenido proteico contenido en la soya ha sido determinado como el méas alto comparado con

otras legumbres y cereales (Naresh et al., 2018), que ademas, en conjunto con su aporte calérico,

hace que la soya tenga un gran potencial de enfrentar el problema de malnutricidon que se sufre
en muchos paises en desarrollo y también puede explicar la razén de su popularidad entre

poblaciones vegetarianas (Kumar et al., 2010; Rizzo y Baroni, 2018).

Componentes nutricionales de la soya

La soya tiene 2 componentes mayoritarios usados para diversas aplicaciones: la proteina y el
aceite. Esta semilla contiene entre el 36%-46% de proteina dependiendo del cultivo, lo que
representa casi el doble de contenido proteico que otros cereales y legumbres usados como
sustitutos en las dietas vegetarianas; y entre 18% y 22% de aceite (Chito Truijillo et al., 2017;

Naresh et al., 2019; Rizzo y Baroni, 2018). Ademas de la proteina y el aceite, la soya esta provista

con diversas sustancias que le aportan un alto valor nutrimental, tales como carbohidratos,
vitaminas, minerales (P, Ca, Mg, Fe, Na, K), enzimas, acido fitico, fibra y especialmente sus
isoflavonas, las cuales permiten que la soya sea denominada como un alimento que ayuda a la

prevenciéon de enfermedades (Naresh et al., 2019).

La proteina de soya es denominada de calidad puesto que su contenido de aminoacidos es
practicamente equivalente al de las proteinas de origen animal, y constituye una proporcion

balanceada de los 10 aminoacidos esenciales requeridos por el cuerpo humano (Chito Truijillo et

al., 2017; Kumar, et al., 2010; Naresh et al., 2019). La soya tiene un valor de digestibilidad de

aminodcidos entre 0.9 y 1.0 (el valor maximo para un alimento es 1.0), siendo de los valores mas
altos de digestibilidad entre las legumbres, ademas de tener una concentracion de aminoacidos
gue puede exceder los requerimientos nutricionales. Si la soya se utiliza como fuente Unica de
proteina, cubre las necesidades de todos los aminoacidos indispensables en nifios y adultos
cuando se ingiere a una concentracion de 0.6 g proteina/kg de peso corporal por dia (Bodwell et
al., 1980; Messina, 1999; Young, 1991).

Por otro lado, la soya contiene isoflavonas, las cuales pertenecen a una clase funcional de
fitoquimicos no esteroideos llamados fitoestrogenos que poseen la estructura quimica y funcional
similar a los estrogenos enddgenos humanos y las cuales se sintetizan por distintos estimulos
por estrés ambiental en las plantas. Las principales isoflavonas presentes en la soya son la

genisteina, daidzeina y gliciteina (Rizzo y Baroni, 2018). Las isoflavonas se encuentran en

distintas legumbres como la soya, en distintos tipos de frijol (rifidn, pinto, blanco), el trébol rojo,

entre otras, pero soélo en la soya éstas tienen una funcion importante y su contenido en la planta
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varia de acuerdo con el cultivo y el lugar de la siembra. Las isoflavonas tienen la habilidad de
interactuar con los receptores de estrégeno (ERs) debido a su estructura similar al 173-estradiol.
Sin embargo, las isoflavonas tienen una potencia estrogénica baja en comparacion con el
estradiol. De hecho, la afinidad de las isoflavonas con los ERa y ERB son 1/1000 y 1/3 veces
respectivamente. La afinidad por los ERs es mas alta en la genisteina que en la daidzeina (Rizzo
y Baroni, 2018).

Los estudios sobre las ventajas y desventajas de una dieta vegetariana han sido probados en
humanos adultos y en algunos modelos roedores (Giuberti et al., 2018; Gordillo Lima, 2019;

Orwoll et al., 1992, Rojas Allende et al., 2017), sin embargo, existen pocos estudios que evalien

el efecto que ésta pueda tener en infantes o adolescentes humanos y como podria repercutir en
su desarrollo y crecimiento. Algunos acercamientos al posible efecto que tiene la eleccion de los
componentes nutricionales de la dieta sobre la salud estdn enfocadas a la presencia o ausencia
de condiciones de salud crénicas como niveles de colesterol, diabetes, enfermedades
cardiovasculares y cancer por mencionar algunas (Craig y Mangels, 2009), no obstante, las

repercusiones que puede generar en el crecimiento, observado a través de medidas
morfométricas como la talla, ha sido poco estudiado en etapas tempranas. Si bien, se ha
estudiado como lograr una correcta nutricion en jovenes e infantes a partir de dietas restrictivas

como la vegetariana (Lépez Portillo et al., 2006), donde aln se encuentran en un periodo activo

de crecimiento, no se han percibido repercusiones sobre la talla y/o complexion final de los
individuos, aunque aun no se contemplan muchos otros elementos que se pueden ver

influenciados por un cambio en el origen proteico de la dieta.

En el humano, el completo desarrollo de los huesos se determina en la adolescencia puesto que
durante este periodo la acumulacion de masa 0sea es acelerada y mas del 50% de esta se reline
en este tiempo para finalmente alcanzar un pico de masa 6sea (PMO) el cual puede verse
influenciado por factores genéticos, mecénicos, hormonales y nutricionales. El hueso es un tejido
conjuntivo rigido encargado de dar soporte, proteccion y movimiento a la estructura corporal, y
que ademds estd en constante remodelado, resultado de un balance entre la formacién y
reabsorcion del tejido. El tejido 6seo puede diferenciarse en: a) hueso trabecular, un tejido poroso
gue tiene laminas con arreglo irregular que le dan una apariencia de esponja y el cual conforma
principalmente las epifisis de los huesos largos y el interior de la mayor parte de los huesos; y b)
hueso cortical, un tejido denso y rigido de baja porosidad que proporciona proteccion y soporte
y que constituye la mayor parte de la diafisis de los huesos largos y la parte externa de todos los

huesos del cuerpo; los aportes de estos dos tejidos, junto con otros elementos participantes en
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el remodelado 6seo permiten determinar la masa ésea de los huesos del esqueleto (Cooper et

al., 2015; Fernandez-Tresquerres et al., 2006a; Fernandez-Tresguerres et al., 2006b). Si bien, la

genética tiene una funcién importante para la determinacién del crecimiento del esqueleto, los
factores de alimentacion e ingesta adecuada de nutrientes tiene un efecto significativo sobre la
salud de los huesos, por lo que una variacion en la ingesta de alimentos durante los periodos
clave de desarrollo del esqueleto pueden modificar el crecimiento y remodelacién 6sea, de ahi
gue cambios en el peso y la composicidn corporal en cualquiera de los extremos (deficiencia o
exceso) resultan en modificaciones en la densidad 6sea (DO) de los huesos (Cooper et al., 2015).

El estudio de los posibles efectos de la dieta en otros organismos modelo en etapas juveniles,
puede no solo ofrecer informacion relevante acerca de aspectos dificiles de observar en el
crecimiento humano como tasas de crecimiento, aprovechamiento nutricional y reproduccion,
sino ademas aumentar el conocimiento sobre caracteristicas de alimentacion, crecimiento y
reproduccion de estos modelos, importantes para otras areas de investigacion. Los estudios
disponibles estan limitados en gran medida a modelos mamiferos como los roedores o a especies
acudticas utilizadas para consumo humano y en estos se han encontrado efectos controversiales
en diversos parametros de la salud como el crecimiento, parametros hematoldgicos e

inmunoldégicos y salud 6sea (Bodwell et al., 1980; Giuberti et al., 2018; Heikkinen et al., 2006),

sin embargo, poco se sabe si estos efectos también estan presentes en otros modelos de estudio

no mamiferos, por ejemplo, los anfibios.

Modelos de estudio en la investigacion: Xenopus laevis

X. laevis (fig. 2), conocida cominmente como rana africana de garras es un anfibio acuatico
ampliamente utilizado en estudios de investigacion en biologia celular, molecular y del desarrollo,
genética, fisiologia, toxicologia, entre otros; debido a numerosas ventajas que ofrece, por citar
algunas: facil mantenimiento; huevos y embriones numerosos, de gran tamafio y resistentes a la
manipulacién; bien conocida genética, y rutas moleculares y enddcrinas conservadas (Reed,

2005; Sive et al., 2010). A pesar de su importancia en el area cientifica, existe relativamente poca

informacion en muchos ambitos, incluyendo régimen nutricional 6ptimo, tasas de crecimiento,
tratamiento de enfermedades comunes, Unidades Hounsfield, entre otros, los cuales podrian
impactar directamente en el bienestar del organismo, la calidad de los oocitos, los mecanismos
para promover un comportamiento reproductivo con el menor estrés (caracteristicas que solo

han sido reportadas como anecdoticas) y en su uso en otros campos de la ciencia.
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Figura 2. Macho juvenil albino X. laevis

Caracteristicas fisicas generales de X. laevis

X. laevis es un anfibio Unico en morfologia ya que tiene aspectos fisicos muy particulares: carece
de lengua y oidos visibles. Su cuerpo es aplanado y su cabeza tiene forma acucharada, mas
pequefia que su cuerpo, tiene 2 ojos redondeados pequefios en la parte superior de su cabeza
y no presenta parpados. Posee dientes supra maxilares, pero no palatinos ni parétidas; al carecer
de lengua tiene una menor cantidad de papilas gustativas, las cuales se encuentran en el paladar
y piso de la boca. Sus extremidades superiores son pequefias sin membranas, mientras que las
posteriores son largas y musculosas, con membranas interdigitales bien desarrolladas; El dorso
es multicolor y puede presentar manchas de gris olivo, café o gris, la parte ventral es blanquecina
o amarillenta y su piel es lisa y resbalosa, capaz de secretar mucosa como mecanismo de
defensa ante patégenos y depredadores. En comparacion con otras ranas, estas carecen de un
saco vocal, sin embargo, pueden generar “llamados de apareamiento” gracias a la contraccién
de los musculo laringeos. Asi como algunos peces, esta especie cuenta con un sistema sensorial
denominado linea lateral, que le permite percibir cambios en la presién del agua, lo que le permite
localizar facilmente sus presas (Solis M, 2004).

X. laevis es un organismo totalmente acuatico, sin embargo, es capaz de desplazarse cortas

distancias hacia otros cuerpos acuaticos, gracias a sus patas traseras largas y fuertes y su piel
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resbaladiza, pero es altamente susceptible a la desecacion por lo cual s6lo puede permanecer
fuera del agua poco tiempo antes de deshidratarse y morir (Crayon, 2005). Los adultos se
encuentran adaptados a la vida acuética. Presentan una piel lisa y con abundante mucosidad. El
cuerpo es hidrodinamico, con patas musculosas que presentan membranas interdigitales bien
desarrolladas. El rasgo mas caracteristico del género Xenopus es la presencia de formaciones
corneas a modo de “ufias negras” en los tres dedos internos de las patas, por lo que también se

le conoce como sapo de garras (Garvey, 2000; Solis M, 2004).

Reproduccién y genética de X. laevis

Una vez alcanzada la etapa de reproduccion activa, entre los 10 y 18 meses post-metamorfosis,
X. laevis puede reproducirse hasta cuatro veces al aiio. X. laevis presenta un dimorfismo sexual
gue se expresa de dos maneras: 1) variacién en el tamafio, y 2) las hembras presentan una
extension cloacal al final del abdomen, lo que permite diferenciar a los individuos en una etapa
adulta (Garvey, 2000). Es importante mencionar gue las tallas maximas de crecimiento para un
individuo de etapa adulta no se alcanzan cuando este llega a la madurez sexual, es decir cuando
ya es capaz de reproducirse, si no que pueden pasar afios hasta que el individuo alcance su
tamafio maximo. Los machos pueden llegar hasta los 80 mm de talla entre los 2 y los 4 afios, y

las hembras hasta los 120 mm a los 5 afios (McCoid v Fritts, 1989).

Aun cuando X. laevis presenta un dimorfismo sexual, para individuos jovenes que adn no llegan
a la madurez es complicado hacer una diferenciacion sexual visual. Dado que esta especie
ademas presenta similitudes morfoloégicas con la rana de garras tropical Xenopus tropicalis, es
necesario la incorporacion de métodos moleculares que permita hacer distinciones mas sencillas
y rapidas, que normalmente no pueden ser resueltas a través de una distincion morfolégica. X.
laevis es una especie alotetraploide con un numero de cromosomas 2n=36, agrupados en 18
pares de cromosomas homélogos y un sistema cromosomico de determinacién de sexo ZZ/ZW

y siendo las hembras el sexo heterogamético (Veloso et al., 2004, Yoshimoto et al., 2008).

A pesar de conocerse que en esta especie la determinacion del sexo depende de los
cromosomas sexuales Z y W, estos son homomorficos, es decir, que visualmente son muy
similares a los autosomas y por lo tanto no pueden ser diferenciados por métodos cromosémicos

(Roco et al., 2015) como la técnica de cariotipo, sino que es necesaria la identificacion de uno o

varios genes asociados a los cromosomas sexuales y que generalmente estan encargados de la

determinacion sexual del individuo, generalmente conocidos como genes determinantes del sexo
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(GDS). En los ultimos afios se ha estudiado el papel de algunos genes en la diferenciacion del
sexo en anfibios, sin embargo, poco se ha utilizado la identificaciébn de estos genes como un
sistema de determinacién sexual en estudios que impliquen el seguimiento de los individuos y
estdn mayormente enfocados a estudiar la genética de las especies. Hasta el momento en X.
laevis se conocen algunos genes y regiones especificos de los cromosomas sexuales Z/W y es
posible identificarlos a través de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés) en sus distintas modalidades (Mawaribuchi et al., 2017; Yoshimoto et al.,
2010; Yoshimoto et al., 2008).

La PCR es una reaccién enzimatica in vitro que permite amplificar exponencialmente una
secuencia especifica de ADN haciendo uso de la enzima polimerasa y primers especificos que
se alinean a la secuencia de interés. Esta técnica molecular es ampliamente usada para estudiar
los acidos nucleicos y cada una de sus modalidades, pues posee caracteristicas y ventajas que
permiten estudiar diferentes propiedades del ADN segun el objetivo del estudio (Krebs et al.,
2014; Tamay de Dios et al., 2013). El uso de la técnica de PCR para la determinacion del sexo

tiene ventajas frente a las técnicas de sexado convencionales a través de la identificacién del
dimorfismo sexual, ya que éste sélo es perceptible una vez iniciada su etapa de reproduccion
activa (10-18 meses post-metamorfosis), por lo que esta técnica no puede ser usada en
individuos juveniles que aun no tienen un dimorfismo evidente. Por otro lado, la PCR es una
técnica sensible, reproducible y eficaz que solo necesita una pequefia cantidad de ADN molde
para amplificar las secuencias de interés y que permite evaluar la condicion genética del individuo

en cualquiera de las etapas del crecimiento (Solis M, 2004).

Aspectos de interés de X. laevis

A pesar de su importancia como modelo biolégico, existen aspectos de X. laevis que no se han
investigado a profundidad, como son las unidades Hounsfield (HU). Las HU son una
representacion proporcional del grado de atenuacion de rayos X provenientes de una Tomografia
Computarizada (CT) en un tejido. En la reconstruccion de la imagen se asigna a cada pixel una
HU para mostrar graficamente una representacion de la densidad del tejido, siendo esta ultima

dependiente de la anatomia y composicion del tejido analizado (White y Pharoah, 2009). Una de

las aplicaciones mas utilizadas de la CT es la densitometria 6sea, encargada de evaluar la salud
Osea de los huesos en funcion de su densidad de mineralizacion; el establecimiento de HU es

muy recurrente en estudios humanos, generalmente en aplicaciones biomédicas de diagnéstico,
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pero no ha sido explorada o explotada su aplicacion con modelos biolégicos y su uso para

diversas investigaciones.

El uso de esta técnica es de gran importancia ya que representa una alternativa de diagnéstico
no invasiva para distintos escenarios clinicos como identificacion de lesiones intradseas,
reconocimiento de procesos benignos o malignos de masas en distintos tejidos (pulmones,

cerebro, etc.), o la diferenciacion histolégica de lesiones (Dellan et al., 2015), por lo que

determinar las HU puede dar ventajas para estudios in vivo que necesitan tener un seguimiento

de los organismos experimentales sin la necesidad de ser sacrificados.
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Capitulo II: Justificacion

Las presiones sociales actuales como el modo de vida, estrés, los estereotipos, corrientes
culturales, religién o inclusive el poder adquisitivo han impactado al ser humano en muchos de
sus ambitos, incluyendo el plano alimenticio. Aunque la gran mayoria de la poblacion sigue una
dieta omnivora, muchos grupos poblacionales eligen dietas con menor o nulo contenido de
proteinas animales, reemplazando éstas por proteinas vegetales, especialmente las derivadas
de la soya, sin embargo, el impacto sobre otros aspectos como el desarrollo, crecimiento y la
reproduccion a corto y largo plazo no se ha considerado o bien sélo se ha enfocado a estudios
en adultos humanos y en roedores. Para el caso de los anfibios, especialmente X. laevis, la
informacion disponible es mayormente relacionada a aspectos moleculares y celulares asociados
a sus oocitos y embriones, pero existe relativamente poca informacién en aspectos como
régimen nutricional 6ptimo, tasas de crecimiento, tratamiento de enfermedades comunes, entre
otros. El aprovechar las ventajas de este modelo para validar los efectos de una dieta alta en
proteina vegetal comparada con una a base de proteina animal como el camarén, en organismos
juveniles brinda la oportunidad de explorar los efectos sobre el crecimiento de estas aplicando

tecnologias como la tomografia computarizada.

Objetivos

General:

Comparar los efectos de dos dietas altas en proteina, una de origen vegetal y una de origen

animal, en el crecimiento y densidad 6sea de X. laevis.

Especificos:

e Optimizar las condiciones de PCR multiplex para sexado de X. laevis.
e Analizar el efecto de dos dietas de diferente origen proteico sobre el crecimiento de X.
laevis.

e Analizar el efecto de las dietas sobre la ganancia de peso en X. laevis juveniles.
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o Determinar el efecto de las dos dietas sobre la densidad 6sea de X. laevis juveniles
mediante tomografia computarizada.

e Establecer las unidades Hounsfield en hueso y 6rganos de X. laevis juveniles y adultos.

Hipotesis

De acuerdo a la informacién contradictoria presente en la literatura respecto a los efectos del
origen de la dieta en el desarrollo y en conjunto con algunas observaciones previas hechas sobre
el crecimiento de X. laevis, se puede sugerir que dietas que contienen proteina animal (pura o
mixta) tendrdn mayor aprovechamiento para el crecimiento en comparacion con una dieta que
contenga exclusivamente proteina de origen vegetal, dado que a pesar de ser considerada como
proteina de alta calidad, la proteina de soya usada en este estudio puede no tener el mismo
rendimiento para el crecimiento, especialmente en el peso. Ademas, en conjunto con el posible
bajo aprovechamiento de la proteina para el mantenimiento y aumento de masa muscular, se
considera que la DO de los organismos con una dieta vegetariana sera menor a la presentada
por los organismos omnivoros y carnivoros, indicando que la dieta vegetariana tiene un efecto

negativo sobre la densidad del hueso.
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Capitulo lll: Métodos

Sexado de organismos por PCR

Se realiz6 una busqueda bibliografica de primers reportados en estudios previos para la
identificacion de cromosomas sexuales por métodos moleculares. Las secuencias de primers
identificados fueron analizados con la herramienta web “Standard Nucleotide BLAST”

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) usando la opciéon Megablast (Optimize for highly similar

sequences) para encontrar las secuencias con similitud a cada primer. Los resultados con 100%
de similitud a secuencias de X. laevis fueron sometidas a una PCR virtual en el programa Serial
Cloner (Version 2.6.1) para corroborar su especificidad con la secuencia obtenida en BLAST y
determinar el tamafio de los fragmentos esperados. Los resultados permitieron elegir a los
candidatos ideales para elegir un sistema de determinacion del sexo.

La optimizacion de la técnica de sexado de individuos X. laevis requirié ademas de la evaluacién
de distintos métodos para la obtencién del ADN de manera eficiente por lo que un macho y una
hembra X. laevis adultos fueron utilizados como individuos control para la optimizacién en todas

sus etapas.
Extraccion de ADN

Se evaluaron dos métodos de extraccion de ADN usando dos diferentes fuentes biolégicas que

pueden ser obtenidas sin provocar dafio mayor al organismo.
Fuentes biolbgicas

Células de mucosa epitelial: Los individuos control fueron tomados cuidadosamente con guantes

para evitar contaminantes y se hizo pasar un hisopo estéril sobre el epitelio para recoger células
superficiales que se desprenden de la mucosa que segregan. Una vez que el hisopo fue frotado
alrededor de 5 veces por todo el cuerpo éste fue almacenado en 3 mL de buffer fosfato salino

(PBS) para mantener las células y su posterior uso para la extraccion de ADN.

Sangre: Se utilizd el protocolo establecido por Cedillo-Garcia (2019, dato no publicado),
brevemente: Cada individuo control fue depositado en una solucion anestésica de agua potable
con esencia de clavo en proporcion 1:5000 y mantenidos en ésta hasta que el individuo
presentara leves reflejos de movimiento. Una vez anestesiados, se pinché la zona interdigital de

la pata trasera derecha con un capilar con punta afilada y se recogié cuidadosamente la sangre
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expulsada con un capilar heparinizado. Posteriormente, la muestra fue depositada en un tubo

cdnico para su uso inmediato.
Métodos de extraccién de ADN

Método no comercial: Para las muestras sanguineas se realizé un lavado celular agregando a

las muestras solucién PBS aforando a 1mL, mientras que las muestras epiteliales fueron
homogeneizadas. De cada muestra, 1mL fue transferido a un tubo nuevo, y fueron centrifugadas
por 5 minutos a 2,000rpm; al pellet celular se le agregd 200uL de buffer de lisis (0.5%
dodecilsulfato sédico [SDS], 40mM tris(hidroximetil) aminometano [Tris], 80mM &cido
etilendiaminotetraacético [EDTA], 200mM cloruro de sodio [NaCl]) y 0.2mg de proteinasa K (PK),
se homogeneiz6 y fue incubada a 56°C por una hora a 550rpm; posteriormente se aumento la
temperatura a 95°C por 5 minutos para inactivar la PK. La muestra se centrifugé por 5 minutos a
13,000rpm y se transfirid el sobrenadante a un tubo limpio; se agregaron 20uL de NaCl 5M y
400pL de etanol puro frio. El contenido se homogeneiz6 por inversion y se dejo reposar a 4°C
por 10 minutos; se centrifugd a 13,000rpm por 5 minutos y se deseché el sobrenadante. El pellet
fue lavado con 800 pL de etanol/H.O libre de nucleasas al 70% y se centrifugé a 13,000rpm, se
retir6 el sobrenadante dejando secar por aproximadamente 3 minutos, y finalmente se

resuspendié en 20uL de agua libre de nucleasas.

Kit de extraccién: La extraccion de ADN control fue realizada directamente con células de epitelio

y muestras sanguineas usando el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN, Cat. No. 69504) y el kit
Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit (Zymo Research, Cat. No. D4068), siguiendo las instrucciones
del proveedor. Las muestras obtenidas de las extracciones fueron cuantificadas en un nano-
espectrometro (NanoDrop® 2000, Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA) para conocer
su concentracion y sus radios de contaminacion. Las muestras con buena concentracion y
calidad fueron tomadas como ADN control para la optimizacion de la PCR. Todas las muestras

se mantuvieron a -20°C hasta su uso.
Optimizacion de PCR punto final

De todos los primers candidatos para sexado (ver tabla 2), se eligieron los primers dm-w y dmrtl
(resaltados con un asterisco) y el gen de control interno Histone 4 [H4,
Fwd: 5-CGGGATAACATTCAGGGTATCACT-3, Rev: 5-ATCCATGGCGGTAACTGTCTT
CCT-3], 189pb) los cuales fueron sintetizados y adquiridos en Sigma-Aldrich, en presentacion
deshidratada. Los primers fueron hidratados con H,O libre de nucleasas de acuerdo con las

instrucciones del proveedor y almacenados a -20°C.
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Optimizacién de primers

Se realizé una PCR con gradiente de temperatura para los 3 pares de primers propuestos para
determinar la temperatura de anillamiento en la amplificacion de los fragmentos bajo las
siguientes condiciones: 20 ng ADN genémico (ADNg) control (9/3), 1 unidad Taq (Taq DNA
Polymerase, Invitrogen, Cat. No. 18038), 1X Tag DNA Polymerase PCR Buffer (Invitrogen, Cat.
No. 18067-017), 3mM MgClI2 (Invitrogen), 0.2uM Forward Primer
(DM-W/DMRT1/H4), 0.2uM Reverse Primer (DM-W/DMRT1/H4), 0.2uM dNTPs, H>O cbp 20uL.
La PCR de gradiente de temperatura se realiz6 utilizando 5 temperaturas en un rango de 58 a
62°C, bajo el siguiente ciclo de amplificacion:

Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos
Desnaturalizacion 95°C 1 minuto
58°C/59°C/60°C/
Anillamiento 1 minuto X 30 ciclos
61°C/62°C
Extension 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 10 minutos

Los productos de la PCR fueron corridos en un gel de agarosa al 2.5% en TAE (7uL de reaccién,
2uL de buffer de carga 5X, 1uL de SYBR DNA Stain 11X [Jena Bioscience, Cat. No. PCR-273])
a 100V por aproximadamente 1 hora y visualizados en un transiluminador UV. El volumen

restante de cada reaccion fue almacenado a -20°C.
PCR punto final

Una vez determinada la temperatura optima de amplificacion que fuera coincidente con cada par
de primers se repiti6 la PCR con la temperatura de anillamiento establecida bajo las mismas

concentraciones de reactivos y condiciones de ciclado.
Optimizacion de PCR multiplex

Teniendo las condiciones adecuadas de amplificacién se realiz6 una sola reaccion de PCR con
los primers DMRT1 y DM-W bajo las siguientes condiciones: 20 ng ADNg control (2/3), 1 unidad
Taq (Tag DNA Polymerase, Invitrogen, Cat. No. 18038), 1X Tag DNA Polymerase PCR Buffer
(Invitrogen, Cat. No. 18067-017), 3mM MgCI2 (Invitrogen), 0.2uM DMRT1 Forward Primer, 0.2uM
DMRT1 Reverse Primer, 0.2uM DM-W Forward Primer, 0.2uM DM-W Reverse Primer, 0.2uM

dNTPs, H20 cbp 20pL y se corrieron con el siguiente ciclo de amplificacion:
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Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos

Desnaturalizacion 95°C 1 minuto
Anillamiento 59°C 1 minuto % 40 ciclos
Extension 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 10 minutos

Los productos de la PCR multiplex control fueron corridos en un gel de agarosa al 2.5% en TAE
(7uL de reaccion, 2uL de buffer de carga 5X, 1uL de SYBR DNA Stain 11X [Jena Bioscience,
Cat. No. PCR-273]) a 100V por aproximadamente 90 minutos y visualizados en transiluminador
UV. El volumen restante de cada reaccion fue almacenado a -20°C.

Sexado de organismos juveniles

El ADNg de los individuos X. laevis experimentales fue obtenido de una extraccion directa de
muestras sanguineas de los individuos usando el kit Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit (Zymo
Research, Cat. No. D4068) segun las instrucciones del proveedor. Las muestras de ADNg
obtenidas fueron cuantificadas en un nano-espectrofotometro (NanoDrop® 2000, Thermo Fisher,
Waltham, Massachusetts, USA) se realizaron alicuotas de cada muestra con una concentraciéon
de 20ng/uL y se almacenaron a -20°C.

Se realiz6 una PCR multiplex con los primers dmrtl y dm-w (ver tabla 2, resultados y discusién)
bajo las siguientes condiciones: 20 ng ADNg experimental, 1 unidad Taq (Taq DNA Polymerase,
Invitrogen, Cat. No. 18038), 1X Taq DNA Polymerase PCR Buffer (Invitrogen, Cat. No. 18067-
017), 3mM MgCI2 (Invitrogen), 0.2uM DMRT1 Forward Primer, 0.2uM DMRT1 Reverse Primer,
0.2uM DM-W Forward Primer, 0.2uM DM-W Reverse Primer, 0.2uM dNTPs, H20 cbp 20uL y se

corrieron con el siguiente ciclo de amplificacion:

Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos
Desnaturalizacion 95°C 1 minuto
Anillamiento 59°C 1 minuto % 35 ciclos
Extensién 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 10 minutos

Los productos de la PCR multiplex fueron corridos en un gel de agarosa al 2.5% en TAE como

se ha descrito previamente.
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Formulacion de dietas experimentales

Se adquirieron harinas de diferente origen proteico para la elaboracion del alimento: 2 harinas de
pescado de diferente proveedor (venta a granel, marcas no registradas) y una harina de soya
(venta a granel, marca no registrada). Estos productos fueron utilizados para elaborar diferentes
lotes de alimento de la siguiente manera: a) Alimento vegetariano (V1): se agregd una proporcion
5:1 de harina de soya y goma xantana, esta Ultima, utilizada como el agente aglutinante, dos
gotas de aceite de ajo como agente conservador y agua hasta la formacion de una pasta semi-
espesa y homogénea. Posterior a la homogeneizacion de la masa, esta se extendid sobre papel
encerado de cocina hasta la formacion de una fina capa y se secé en un flujo de aire (40°C), por
aproximadamente 2.5 h para eliminar la humedad; b) Alimento carnivoro de pescado (C1y C2):
se siguié el mismo procedimiento propuesto para el alimento de soya con dos diferentes harinas
de pescado (C1= harina de pescado 1 y C2= harina de pescado 2). Una vez que se sec0 cada
mezcla de alimento, esta se separd del papel encerado y se fragmentd en pequefnas hojuelas,

las cuales se almacenaron en un recipiente plastico hermético hasta su uso.

Para determinar que la cantidad de proteina es similar entre los alimentos experimentales, 50
gramos de cada alimento fueron enviados para su analisis bromatoldgico en el laboratorio Food
Service Center (Toluca, Estado de México), que incluyen el andlisis fisicoquimico del contenido
de proteina, humedad, grasa, cenizas y carbohidratos. El alimento vegetariano V1 obtuvo un
contenido proteico del 42.5%, mientras que las mezclas de alimento carnivoro C1 y C2 tuvieron
un contenido proteico menor del 29.33 y 29.49%, respectivamente. Considerando los resultados
previos, se calcul6 el contenido proteico original de las harinas de pescado (harina 1= 35.19%;
harina 2= 35.38%) para formular una nueva propuesta de alimento carnivoro, ahora afiadiendo
hidrolizado de caseina para lograr cantidades similares de proteina en comparacién con el

alimento vegetariano.

El nuevo lote de alimento carnivoro (C3) se realizé de la siguiente manera: se agregaron 226 g
de harina de pescado 2, 45.2 g de goma xantana, 28.5 g de hidrolizado de caseina, dos gotas
de aceite de ajo y agua hasta la formacion de una pasta semi-espesa y homogénea. La masa se
extendio sobre papel encerado de cocina hasta la formacién de una fina capa y se dejo secar al
aire libre por alrededor de 12 h. Una vez seco el alimento, se repiti6 el proceso de formacién de
hojuelas y almacenamiento. Las mezclas de los alimentos se enviaron para su andlisis
bromatoldgico en el laboratorio Food Service Center (Toluca, Estado de México). El contenido
proteico del alimento C3 no fue el adecuado (31.25%), por lo que se consideré un cambio de

materia prima. El nuevo alimento carnivoro (C4) sustituy6 la harina de pescado por camarén seco
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molido sin exoesqueleto (venta a granel, marca no registrada) y se realizé de la misma forma
gue en los lotes C1 y C2. El analisis bromatolégico realizado al alimento reveldé un contenido

proteico (53.7%) superior al deseado por lo que era necesario elaborar otro alimento.

Para la elaboracion del nuevo alimento carnivoro (C5) se mezcl6 la harina de pescado 2 y el
camardn seco molido en proporciones adecuadas para lograr el contenido proteico similar al
deseado: se agregaron 135 g de harina de pescado 2, 115.5 g de camardn seco molido, 50.1 g
de goma xantana, dos gotas de aceite de ajo y agua hasta formar una pasta semi-espesa, la
pasta se extendié en una fina capa sobre papel encerado de cocina y se dejé secar al aire libre
por aproximadamente 12 h. El andlisis bromatol6gico mostré que este alimento contenia un
porcentaje similar de proteina al deseado (39.98%) por lo que se utiliz6 como alimento para la

dieta experimental.

Formacién de grupos

Se adquirieron 20 individuos X. laevis juveniles albinos de aproximadamente 5 meses de edad
(4cm longitud hocico-cloaca [LHC]) y fueron mantenidos bajo condiciones de laboratorio: tanques
de agua con capacidad de 40 L, con volumen de agua madura (NaCl, azul de metileno y
acondicionador de agua [siguiendo las instrucciones del proveedor (Acuario ABE, Toluca, Estado
de México)]) ~6L, fotoperiodo de 12 h de luz, temperatura 18-22°C para su adaptacion. Los
individuos adultos fueron tomados de animales previamente adquiridos y mantenidos en

cautiverio en el laboratorio.

Animales contemplados para el experimento: Después del procedimiento de adaptacion a
condiciones de laboratorio y sexado por biologia molecular, se contdé con 15 ranas X. laevis
juveniles (4-5 cm LHC, 7 meses) albinas; ademas de contar con 6 machos adultos (5-6 cm LHC,
2 afos) pigmentados y 3 hembras adultas (8-9 cm LHC, 3 afios) pigmentadas identificadas por
su dimorfismo sexual. Los grupos con organismos juveniles se formaron tomando en cuenta: a)
sexo (machos y hembras) y, b) similitud en sus pesos y LHC iniciales, para finalmente establecer
6 grupos con dos organismos cada uno, divididos por sexo (machos o hembras) y las dietas:
control (omnivora) y experimentales: carnivora y vegetariana. Con los organismos adultos
pigmentados se formaron tres grupos (2 machos, 1 hembra), divididos por la dieta: control,

carnivora y vegetariana.

Se realiz6 una prueba de normalidad Shapiro-Wilks con los valores iniciales de peso y LHC de

machos y hembras juveniles para identificar el tipo de prueba estadistica al cual someter las
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medidas morfométricas y pardmetros a evaluar. Estos valores posteriormente fueron sometidos
a pruebas de Kruskal-Wallis (homélogo de ANOVA de un factor para comparacion de mas de
dos grupos independientes con datos no paramétricos), con un intervalo de confianza de 90%
para verificar la similitud de las medidas morfométricas en el tiempo inicial. Las diferencias
significativas fueron establecidas para un valor p < 0.1 y diferencias no significativas para valor

p > 0.1 utilizando el paquete estadistico IBM SPSS Statistics version 25.
Alimentacién y crecimiento

Los organismos se mantuvieron en acuarios de 40L con 6L de agua madura con fotoperiodo de
12 h de luz y temperatura ambiente de 18-22°C. Fueron alimentados durante 16 semanas con
su respectiva dieta 2 veces por semana ad libitum (aproximadamente 40 minutos), tiempo
después del cual se retiraron los restos de comida para evitar la contaminacion del agua.

Evaluacién de valores relativos del crecimiento

Para medir la longitud hocico-cloaca (LHC) que comprende del hueso pre-maxilar a la cloaca fue
utilizado un vernier digital; posteriormente los organismos se colocaron individualmente sobre
una toalla de papel humeda para retirar el exceso de agua y se pesaron haciendo uso de una
balanza digital con precision de = 0.1g. Se realiz6 una medicidn previa al inicio de la alimentacion
para verificar pesos y LHC similares y durante 16 semanas de alimentacién diferencial. Con los

registros de peso y LHC registrados se calcularon los siguientes parametros:
Ganancia de peso: evalla la ganancia de peso durante el periodo de alimentacién
GP (g) = Peso final — Peso inicial
Tasa Especifica de Crecimiento (TEC) (%/dia): Evalta la ganancia porcentual de peso por dia.

(log10 peso final (img) —log 10 peso inicial(mg)) 100
x

TEC = (% dia) = e

Los resultados fueron sometidos a pruebas de Kruskal-Wallis (hom&logo de ANOVA de un factor
para comparacion de mas de dos grupos independientes con datos no paramétricos), con un
intervalo de confianza de 90%. Las diferencias significativas fueron establecidas para un valor p
< 0.1y diferencias no significativas para valor p > 0.1. Se utiliz6 el paquete estadistico IBM SPSS

Statistics version 25.
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Tomografia Computarizada y establecimiento de HU

Las CT para la determinacion de densidad 6sea (DO) de fémur fueron realizadas en Multimédica

Santa Elena, Ixtlahuaca, Estado de México.

Determinacién de DO: Individuos juveniles de X. laevis fueron colocados en una solucion 1:5000

de agua madura con aceite de clavo por aproximadamente 4 minutos, hasta que no presentaron
reflejos de retraccion de extremidades inferiores. Posteriormente, fueron escaneadas en un
tomoégrafo computarizado helicoidal (TOSHIBA, Aquilion 16) en una posicion extendida de sus
extremidades anteriores y posteriores, bajo los siguientes parametros técnicos:

a. Intervalo de imagen: 002 mm
b. Espesor de reconstruccion: 002 mm
c. 110kV, 35mA.

Las imagenes se analizaron en el portal de visualizacion de Multimédica Santa Elena
(herramienta virtual) haciendo uso de las herramientas elipse y regla para determinar las
unidades Hounsfield del hueso cortical en la parte media de la diafisis del fémur derecho. Los
valores de DO del fémur fueron comparados entre las diferentes dietas (control vs.
experimentales) y se realiz6 un analisis estadistico Kruskal-Wallis para determinar si existe

variacion significativa en la densidad ésea en funcién de la dieta consumida.

Establecimiento del numero Hounsfield en 6rganos de X. laevis:

Un macho y una hembra adultos de X. laevis fueron anestesiados con la solucion de esencia de
clavo previamente descrita y escaneados en un mastografo MAMOMMAT Fusion (SIEMMENS)
para visualizar su anatomia; posteriormente fueron sacrificados por sobredosis de anestesia con
tricaina y los 6rganos fueron diseccionados cuidadosamente y colocados por separado en
diferentes columnas con agua y escaneados en un tomografo computarizado SOMATOM

Emotion Duo (SIEMMENS) bajo los siguientes parametros técnicos:

d. Intervalo de imagen: 2 mm
e. Espesor de reconstruccion: 2 mm
f. KV 110, 36mA

Las imégenes fueron reconstruidas y analizadas en el software de visualizacion RadiAnt DICOM
Viewer en los tres planos espaciales (axial, coronal y sagital) y considerando 2 regiones de

interés (ROI): ROI amplia, que abarca la mayor parte del 6rgano estudiado y ROI reducida
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(considerando un &rea arbitraria de 5mm? aproximadamente), que contempla la periferia y el
centro del érgano. Los datos de media de HU y desviacion estandar para las dos ROI de cada
organo fueron registrados y analizados por estadistica descriptiva para determinar el rango de

HU de cada érgano.
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Capitulo IV: Resultados y discusion

Pruebas moleculares para sexado

X. laevis cuenta con un dimorfismo sexual fisico identificando la extension cloacal y la diferencia
en la talla, como puede ser observado en la figura 3, en donde se puede distinguir que los
individuos adultos macho (3D) son de tamafio significativamente menor que las hembras (3C),
mientras que en los individuos juveniles macho (3A) y hembra (3B) no es perceptible la diferencia
en tamafo, ademas de no observarse la extension cloacal en la hembra lo que dificulta la labor
de diferenciar organismos en su etapa juvenil. La diferencia en las tallas dependiente del sexo
es un aspecto relevante para considerar en el disefio de proyectos que involucren a esta variable
de estudio, dado que sus valores de crecimiento no son los mismos, por lo que considerar el
sexado genético de individuos de esta especie en sus etapas juveniles es una buena estrategia

para investigaciones presentes y futuras.

ol S

ol

Figura 3. Individuos albinos juveniles y adultos de X. laevis. Individuos juveniles: A) Macho, B) Hembra. Individuos
adultos C) Hembra, extension cloacal distinguible (flecha morada), D) Macho.

Dado que el presente estudio toma en cuenta al peso y la LHC de los individuos, era importante
agrupar a los organismos de acuerdo con su sexo, en funcién de hacer un seguimiento para

evaluar el crecimiento. Las técnicas basadas en biologia molecular son una gran ventaja pues
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permiten determinar el estatus sexual de los organismos aun cuando todavia no son evidentes
las diferencias fisicas que distinguen a un macho de una hembra, por lo que la identificacién de

los cromosomas sexuales en el organismo es una manera sencilla de identificar el sexo genético.

Con el paso del tiempo se han propuesto diferentes primers para la amplificacion de secuencias
especificas de los cromosomas Z/W de X. laevis haciendo uso de las distintas modalidades de
la PCR; en la busqueda bibliogréafica se identificaron 10 pares de primers candidatos para usar
como sistema de determinacién sexual en los individuos juveniles de este estudio y los cuales

se muestran en la tabla 2.

Con los primers disponibles para identificacién de GDS se determin6 que la PCR punto final era
la técnica méas adecuada para este estudio por sus multiples caracteristicas: a) Es una técnica
cualitativa, es decir sélo evalua la presencia/ausencia del gen de interés y no es necesaria la
cuantificacion puesto que la determinacion del sexo genético no depende del nimero de copias
de los GDS; b) los reactivos y el equipo disponible; el LaBiMoDe cuenta con los reactivos y equipo

necesarios para PCR’s punto final y analisis de los productos de la PCR (amplicones), realizar

Tabla 2. Primers identificados para GDS en X. laevis

Gen o regién Tipo de PCR Secuencia Tp TA
.. Fw CCACACCCAGCTCATGTAAAG 21pb
dm-w ac* Gendmica ~259pb
Rv GGGCAGAGTCACATATACTG 20pb
W-specific 1 , . Fw CACTTGCAGGGTTGCATTTTC 21pb
b Genomica NE
(W1) Rv ATGCAGTTGTCCCTGTGATC 20pb
W-specific 3 . Fw AAAACCATGACCTCCCGGATAC 22pb
b Gendmica NE
(W3) Rv TAGGGAGGGGTTTGGAGGTTC 21pb
_ Fw AACAGGAGCCCAATTCTGAG 20pb
dmrtl ac* Genbmica ~203pb
Rv AACTGCTTGACCTCTAATGC 20pb
Z-specific 1 (Z1) . Fw AGTCGAACCAGTCCCGCCAG 20pb
Gendmica NE
b Rev CCTCGATCAAACACATCTCG 20pb
Z-specific 2 (Z2) .. Fw AGTTGCAGTACCATTTCTTC 20pb
b Gendmica NE
Rv TAAAGTGCCAGCAGGGAGCC 20pb
i Fw CATTGCAAAGACAGCAAGCT 20pb
dmw b* Tiempo real NE
Rv TCTGTGTTGCAGCATCAGCA 20pb
i Fw TAACCCGACAGCAGTCCATAC 21pb
scanw b Tiempo real NE
Rv GCCGCATCAAAGTCTCGACT 20pb
i Fw ATGGAGAGAAATCTGGTG 18pb
ccdc69w P Tiempo real NE
Rv TGCTTAGCAGCTCCTCAGAT 20pb
. Fw CAGGTGGAGTTGAACTGCAC 20pb
capn5z P Tiempo real NE
Rv CGTGTCACCAGGATTAAACA 20pb

Fuentes bibliogréaficas: @Yoshimoto et al., (2008). "Mawaribuchi et al., (2017). COCDE (2015).
Tp: No. de pares de bases del primer. TA: tamafio de amplicon
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una PCR de otro tipo implica el uso de sistemas reporteros de fluorescencia, generalmente
sondas, ademas de equipo especializado de deteccidn, por lo que la PCR punto final es la opcion
mas indicada en cuestién de economia y disponibilidad de recursos; y finalmente c) el andlisis
de amplicones, para verificar la amplificacion exitosa y el tamafio de banda adecuado. Con estas
propiedades se concluye que la PCR punto final es la que mejor se adaptaba al estudio y

capacidades del laboratorio.

Dado que la técnica elegida fue la PCR punto final se descartaron los 4 pares de primers que
estan disefiados para PCR en tiempo real (dm-w, scanw, ccdc69w y capn5z), y conforme a los
resultados de la herramienta basica de busqueda de alineacion local, mejor conocida como
BLAST por sus siglas en inglés (anexo 1), también fue posible descartar el primer Z2, ya que
este no demostro tener alineaciéon con alguna secuencia del genoma de X. laevis, en la base de
NCBI. El resto de los primers candidatos demuestran ser adecuados para la amplificacion de
secuencias por lo que con la herramienta PCR virtual del programa Serial Cloner (anexo 2) fue
posible obtener la temperatura de anillamiento (Tm) factible para la reaccion y el tamafio de los
amplicones esperados dado que, para algunos primers, estos datos no estan reportados en la
literatura, por lo que era necesario generarlos como un factor de discernimiento; los datos

obtenidos se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Resumen de resultados BLAST y PCR virtual

Primer Cadena molde usada GenBank ID Tm Tamafio
Xenopus laevis DNA. BAC clone - XLB1- o
dm-w LI, TR S T AP013026.1 | 58.4°C | 260pb
Xenopus Iaev!s DNA, BAC clone XLB1- AP014668.1 | 58.4°C | 254pb
W1 061P14, strain: J, complete sequence
Xenopus laevis DNA. BAC clone - XLB1-
AP013026.1 | 58.4°C | 254pb
344G18, complete sequence 013026 P
Xenopus laevis DNA, BAC clone XLB1- R
w3 218F05, strain: J, complete sequence APO14673.1 1 63.3°C | 316pb
PREDICTED Xenop'us'laews doublesex and XM 018250
mab-3 related transcription factor 1L homeolog 580 1 56.4°C | 204pb
DMRT1 (dmrtl.L), transcript variant X1, mRNA '
Xenopus laevis DNA. BAC clone XLB1-
AP013016.1 4° 204
234B17, complete sequence 013016 56.4°C 04pb
Xenopus IaeV|s‘DNA, fosmid clone XLFIC- AP014677.1 | 58.4°C | 371pb
71 012019, strain J, complete sequence
Xenopus laevis DNA, BAC clone XLB1- o
137C07, strain J, complete sequence APOISETILAL | 98A5E | ST
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Acorde con los resultados BLAST y PCR virtual, y a los propésitos de sexado de este estudio, se
encontré que los primers dm-w y W1 amplifican la misma secuencia interés (azul) y se descart6
al primer W3 (amarillo), debido a que su Tm rebasa de entre 5 a 7°C a la Tm de los primers
candidatos para el cromosoma Z, aspecto no adecuado para la realizacion de una PCR multiplex.
Aunque tanto el primer DMRT1 como Z1 pueden ser usados para sexado, la OCDE en su
documento “The Larval Amphibian Growth and Development Assay (LAGDA)” (OCDE, 2015)
propone al método de Yoshimoto et al., (2008) como el adecuado para el sexado genético de X.

laevis, el cual utiliza a dmrtl y dm-w como los genes de interés. En el pollo, el gen dmrtl tiene
un papel importante en la formacion de testiculos y esta ligado al cromosoma Z, por dichas
razones se propuso que éste cumple con una funcion similar en X. laevis; en el estudio de

Yoshimoto et al., (2008), se logré demostrar que en X. laevis: a) el gen no esta ligado al

cromosoma sexual Z, pues gracias a la técnica de FISH (Hibridacion Fluorescente in situ, por
sus siglas en inglés) se evidencia que presenta 2 copias (DMRT1a y DMRT1B) en los

cromosomas XLA1L y XLALS (Session et al., 2016), nomenclatura utilizada puesto que X. laevis

€s un organismo tetraploide; b) dmrtl tiene un papel importante en la formacién de testiculo y c)
se identificé un gen paralogo a dmrtl que sélo esta presente en individuos femeninos: dm-w. Con
el aislamiento de dm-w, se revel6 que este gen cumple con una funcién antagénica a dmrtl, y
por tanto es responsable de inhibir la funcién de dmrtl y participar en la formacién de ovarios. A
través de la técnica de FISH se reconoci6 la presencia de dm-w en el cromosoma XLA2L

(Session et al., 2016), estableciendo a este por primera vez como el par de cromosomas sexuales

en X. laevis y a dm-w como el primer gen ligado al cromosoma W.

El descubrimiento de estos dos genes implicados en la determinacion del sexo, hicieron posible

para Yoshimoto et al., (2008) proponer el sistema de sexado genético para X. laevis, en estadio

larvario y organismos adultos. A pesar de que dmrtl demostré no ser un gen ligado al cromosoma
Z, este cumple una importante funcién en la diferenciacién sexual, y la amplificacion de su
secuencia es pertinente pues puede ser considerado un gen control para la PCR, que aumente
la confiabilidad del sexado al estar presente en ambos sexos, y s6lo depende de la presencia de
dm-w cambiar el estatus genético de un organismo para diferenciar entre un macho y una
hembra, por lo que DMRT1 fue el primer seleccionado para el sexado, descartando asi a Z1
(rojo) como secuencia de identificacion, sin embrago no se descarta su utilidad en otros métodos

similares. Aunque Mawaribuchi et al., (2017) en afios posteriores proponen nuevas secuencias

especificas de los cromosomas sexuales como la amplificacion de secuencias especificas de Z

y W o propone nuevos genes identificados en estos cromosomas (fig. 4), segun analisis BLAST
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Figura 4. Representacion esquematica de loci especifico de Z y W en X. laevis cromosoma 2L (XLA2L). En rosa 'y
azul se muestran las regiones especificas de Z y W. Con flechas se muestra la posicién de los primers propuestos.
Tomada de Mawaribuchi et al., (2017).

y PCR virtual realizados para este estudio (resultados no mostrados) estos demuestran no ser

adecuadas para sexado genético usando como cadena molde ADNg.

La cadena molde a utilizar para esta PCR es ADNg, y la fuente de obtencion y el método de
extraccion son factores criticos para obtener material genético de calidad y pureza. En la biologia
molecular existen una gran cantidad de métodos de extraccién y fuentes biolégicas entre ellas la
sangre, saliva, tejidos u drganos; en el caso de animales de laboratorio, se han desarrollado
algunos métodos que requieren el sacrificio del animal o biopsias con técnicas altamente

invasivas para el animal que implican su sufrimiento (Mendoza et al., 2012a). En el desarrollo de

esta investigacion, se priorizé el uso de técnicas no destructivas o letales, que permitan el
seguimiento del experimento una vez logrado el sexado genético y el sufrimiento en la menor

medida posible de los organismos experimentales.

Para los anfibios, se han propuesto métodos de extraccién que implican en la mayoria de las
ocasiones la obtencién de sangre total a través del recorte de alguno de sus digitos (toe clippling),
un método muy usado no solo en la extraccién de sangre, sino como método de identificacion,
sin embargo, es un método altamente invasivo, ya que modifica la fisiologia del animal. Algunos

autores como Mendoza et al. (2012a, 2012b) han propuesto nuevos métodos de extraccion de

ADN para anfibios, que pretenden ser menos dafiinos con el organismo, uno de los métodos usa
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como fuente bioldgica la mucosa epitelial y otro la obtencién de sangre total a través de la puncion
de la vena media abdominal. El uso de sus técnicas demostrg ser efectivo con una extraccion de
ADN total de calidad, sin embargo, es posible mejorar dichos métodos o proponer nuevos que

sean menos dafiinos con el organismo a estudiar.

Una vez alcanzado el periodo de adaptacion de los organismos, durante el cual hubo pérdida de
tres individuos, se propusieron dos métodos de obtencién de ADN en X. laevis similares a los
gue propone Mendoza et al. (2012a, 2012b) y los cuales son descritos en la metodologia. El

método de obtencién de sangre total fue propuesto por Cedillo-Garcia (datos no publicados) en
LaBiMoDe e implica la obtencién de sangre a partir de la vena dorsalis pedis, teniendo acceso a

ella a través del espacio interdigital de la extremidad posterior derecha (Millard y Stephenson,
1940) como se observa en la figura 5. Al ser este un método semi-invasivo, necesario para
perforar la membrana interdigital para acceder a la vena, el uso de anestesia es necesario para
reducir el dolor en los individuos y una forma mas rapida de recoleccién de sangre, pues durante
el periodo de inconsciencia el organismo no presenta reflejos de retraccion de extremidades que

pueden dificultar el proceso (Vazquez et al., 2013).

Figura 5. Recoleccién de sangre total de zona interdigital de X. laevis

En el proceso de extraccion se percibié que la dosis empleada de aceite de clavo como
anestésico (200uL/L) en LaBiMoDe es adecuada para inducir, segun criterios de Vazquez et al.
(2013), la fase 5 de induccion de anestesia que contempla la pérdida total de la respuesta
estimulos, ritmo opercular lento (movimiento de inhalacion y exhalacion) y pérdida de todos los
reflejos; también se observa que el tiempo de exposicidn al anestésico guarda gran relacion con

la talla del organismo, pues a mayor talla, mayor el tiempo de exposicion. Durante el proceso de
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anestesia para la extraccion de sangre total para los individuos juveniles dos organismos
fallecieron, probablemente debido a un exceso en el tiempo de exposicién al anestésico, por

tanto, en este proceso es necesario vigilar cuidadosamente al organismo.

La calidad y concentracién del ADNg, son dos factores criticos para pruebas moleculares ya que
de estos depende el correcto funcionamiento de las técnicas. De acuerdo con los métodos
utilizados para la extraccion de ADN segun la muestra biol6gica y el proceso de extraccion se
obtuvieron los valores de cuantificacion que permitan seleccionar las muestras mas adecuadas

y los cuales se muestran en la tabla 4.

La técnica que demostré mayor eficacia en calidad y concentracion fue el uso de kit QIAGEN
(remarcado en verde en la tabla 4), usando como fuente bioldgica la sangre total. Es importante
destacar la ventaja del uso de la sangre total, pues la concentracién obtenida es alta tomando en
cuenta el volumen aproximado utilizado (~200uL) ya que los eritrocitos de anfibios son nucleados
y es posible obtener una mayor cantidad de ADNg.

Tabla 4. Concentracion y calidad de ADNg control con los diferentes métodos de extraccion

Muestra Método de Fuente biolbaica Concentracioén Radio Radio
extraccién 9 (ng/uL) 260/280 | 260/230
Método no comercial 2.096 5.25* 0.047
Mucosa
epitelial .
Hembra Kit QIAGEN 10.199 0.148 0.189
control Método no comercial 10.449 0.13 0.087
Sangre
total Kit QIAGEN 126.44 1829 | 168"
Método no comercial 9.75 0.124 0.017
Mucosa
epitelial .
Macho Kit QIAGEN 14.05 0.2 0.052
control Método no comercial 12.349 1.26 0.169
Sangre
total Kit QIAGEN 99.050 1.929 | 2.199

Nota: * valor del radio fuera de rango, “Valor menor a rango aceptado de pureza

Dada la sensibilidad de la técnica de PCR, esta reaccion puede amplificar con un minimo de
20ng de ADNg por lo que incluso con una baja extraccién de material genético como la observada
en el método de extraccibn no comercial y mucosa epitelial seria posible realizar la PCR, sin

embargo, la baja pureza del ADN es un factor que puede inhibir la reaccion y no permitir la
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amplificacién de secuencias. Segun los resultados mostrados en la tabla 4, existe contaminacion
con proteinas (radio 260/280<1.8) y componentes organicos (radio 260/230<1.8) en todas las

muestras a excepcion de las obtenidas con sangre total y el kit de extraccién QIAGEN.

A pesar de la informacion bibliografica sobre el protocolo de amplificacién de las secuencias de

interés para el sexado de X. laevis (Yoshimoto et al., 2010; Yoshimoto et al., 2008), es importante

corroborar la reproducibilidad del proceso de sexado, por lo que se realiz6 una PCR con gradiente
de temperatura (descrita en métodos) para el primer dm-w. Esta secuencia puede ser la mas
importante de corroborar, dado que es la que define el sexo genético femenino, mientras la
secuencia de dmrtl es considerada en la bibliografia como un control interno para la PCR. Como
se muestra en la figura 6. el gradiente de temperatura resulta en la presencia de dos bandas
amplificadas: una banda bien definida a una Tm de 59°C (flecha naranja) y otra banda de menor
intensidad a una Tm de 60°C (flecha verde), que se encuentran en un peso de entre 200bp y
300bp, tamafio aproximado de la banda esperada de dm-w (260pb). También es perceptible un
arrastre de ADNg observado como un barrido fluorescente que interfiere con la interpretacion del
gel de agarosa, esto puede deberse a una cantidad en exceso de ADNg para la PCR o el uso de
ADNg degradado.

1000pb

300pb
200pb
100pb

Figura 6. Optimizacion de Tm de dm-w. 1) Escalera molecular (100 pb), 2) Blanco (Tm=60°C), Tm a probar: 3) 58°C,
4) 59°C, 5) 60°C, 6) 61°C, 7) 62°C.

Una nueva PCR punto final con un nuevo ADNg control (9) fue realizada para los primers de
sexado dm-w y dmrtl y el gen de control interno Histona 4 (H4) utilizado en LaBiMoDe con
Tm=59°C, la cual demostr6 ser mejor para la amplificacion de dm-w en la PCR con gradiente de

temperatura; en la figura 7 se observa que las tres secuencias de interés amplifican a la misma
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temperatura, lo que hace posible utilizar a dm-w y dmrtl como primers de sexado en una PCR

multiplex.

1000ph #

—
. 300pb

R < 200pb

100pb

Figura 7. Productos de PCR. Carril 1) H4 (flecha azul), 2) Blanco dmrtl, 3) dmrtl (flecha verde), 4) Escalera
molecular (100pb), 5) blanco dm-w, 6) dm-w (flecha rosa).

En la PCR multiplex de prueba (fig. 8) con la Tm determinada como adecuada (59°C) y segun
las condiciones de amplificacion descritas en métodos, se comprobd la presencia de las bandas
dmrtl (flecha verde) y dm-w (flecha rosa) tanto en las reacciones individuales como en la reaccion
multiplex, sin embargo, también se distingue la amplificacién de una banda de tamafio similar a
dm-w (flecha amarilla) en el carril 3; la presencia de esta banda indeseada puede significar la
contaminaciéon de la reaccion blanco con ADNg control, por lo que fue necesario repetir la
reaccion para comprobar el correcto funcionamiento de la PCR multiplex en el sexado de
organismos. El resultado de la nueva PCR multiplex control para dmrtl y dm-w se muestra en la
figura 9 en ella se observa la presencia de las bandas de dmrtl y dm-w en las PCR’s individuales
y multiplex sin la presencia de bandas indeseadas. Con ambos resultados obtenidos de la PCR
multiplex prueba se decidié disminuir la cantidad de ciclos de amplificacion de 40 a 35 para el
sexado de los organismos a manera de obtener un menor ancho de banda para una mejor

interpretacion de resultados.
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L ) -1000 pb

Figura 8. Optimizacion de PCR multiplex para sexado genético. Carril 1) blanco dmrtl, 2) dmrtl (flecha verde), 3)
blanco dm-w, 4) dm-w (flecha rosa), 5) escalera molecular (100pb), 6) blanco multiplex (dmrt1+dm-w), 7) Reaccién
multiplex (dmrtl+dm-w).

---1000pb

---300pb

---200pb

Figura 9. PCR multiplex control Q. Carril 1) Blanco dmrt1, 2) dmrtl (fleche verde), 3) blanco dm-w, 4) dm-w (flecha
rosa), 5) blanco reaccion multiplex (dmrtl + dm-w), 6) reaccion multiplex (dmrtl + dm-w),
7) Escalera molecular (100pb).

Con los nuevos parametros de ciclado para la PCR multiplex se someti6 a los 17 individuos

juveniles a sexado genético para ser divididos de acuerdo con el sexo. Como se observa en la
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figura 10, 7 individuos son identificados como hembras, por la presencia de las bandas dmrtl
(flecha verde) y dm-w (flecha rosa), mientras que otros 10 individuos son identificados como
machos, pues solo hay amplificacién de la banda dmrtl. De acuerdo con la cantidad de hembras
y machos obtenidos por el sexado genético era posible formar 6 grupos experimentales divididos
en los 3 tipos de dietas (2 hembras, 3 machos), no obstante, una vez pesados y medidos (LHC),
se hizo una homogeneizacién de grupos para tener un peso y medidas iniciales similares, lo que
resultdé en la formacion de 6 grupos de evaluacion, 3 grupos con 2 machos y 3 grupos con 2
hembras para las dietas experimentales: carnivora y vegetariana; y la dieta omnivora (dieta

estandar/control). Se formaron también 3 grupos con una hembra y dos machos adultos X. laevis

N BT T s 8% oW 10% 11§ 12K 13F 14 F 158 168 1

-1500pb e -1500pb
1200pb S -1200pb
A

s

S -600pb

it

-300pb
o o p

<« -200pb

e e

sl -1500pb
el -1200pb

.

=

e

S -600pb

< -300pb
S ¢ 200pb

Figura 10. Sexado de individuos X. laevis juveniles. Amplificaciones de controles de la reaccién: Carriles A1, B1)
blanco dmrtl; A2, B2) dmrtl (flecha verde); A3, B3) Blanco dm-w; A4, B4) dm-w (flecha rosa); A5, B5) blanco
multiplex (dmrtl + dm-w); A6, B6) reaccion multiplex control (@ / dmrt1 + dm-w). Escalera molecular 100pb (Carriles
7A, 17A, 7B). Individuos hembra: Carriles 10A, 12A, 14A, 16A, 10B, 11B y 13B. Individuos macho: 8A, 9A, 11A,
13A, 15A, 8B, 9B, 12B, 14B, 15B.
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pigmentados cada uno para las dietas carnivora, vegetariana y omnivora. La determinacion del
sexo en los individuos adultos se realiz6 por identificacion del dimorfismo sexual identificado por

la diferencia en el tamafio y la presencia/ausencia de la extension cloacal.

Con los resultados obtenidos, se puedo constatar que las pruebas PCR con las secuencias dmrtl
y dm-w asociadas al sexo, son adecuadas para el sexado de los organismos X. laevis con
condiciones similares a las previamente establecidas en la bibliografia y éstas suponen una
ventaja en tiempo y certeza por sobre las técnicas de diferenciacion morfolégica cominmente
utilizadas. Si bien, no se hicieron hallazgos nuevos con respecto a las secuencias de
identificacion obtenidas en literatura, si se logro establecer un método Gtil para sexar organismos
de diversas edades post-metamorfosis usando sangre como muestra biologica para la obtencion
de ADNg, sin la necesidad de recurrir a técnicas altamente invasivas que frecuentemente son
empleadas en la investigacion y que representan sufrimiento y/o muerte para los organismos
estudiados. Este método poco invasivo permite hacer un seguimiento temprano de los individuos
experimentales cuando es necesario evaluar pardmetros de estudio en donde la edad es un

factor relevante.

Efecto de las dietas sobre parametros de crecimiento de X. laevis

Para la alimentacién de los grupos en las dietas experimentales a evaluar era necesaria la
formulacion del alimento cuyo contenido nutrimental en relacion con la cantidad de proteina fuera
similar. El alimento comercial usado en LaBiMoDe (Nutripec desarrollo 3.5mm, Purina) para la
alimentacion de organismos X. laevis en cautiverio, contiene, segun la informacién proporcionada
por el proveedor un 35% de proteina y 7% de grasas y puede ser catalogado como un alimento
omnivoro, pues este contiene: carne y alimentos de origen animal, pescado y derivados,
verduras, vitaminas, minerales y aditivos. Basandonos en el contenido declarado de la dieta

habitual de los organismos en cautiverio (McWilliams, 2008), se propuso un contenido similar de

proteina (+40%) para las dietas experimentales; para lograrlo fueron necesarias diferentes
mezclas a base de harinas de diferente origen proteico; las hojuelas resultantes de estas mezclas
se sometieron a analisis bromatolégico en el laboratorio Food Service Center (Toluca, Estado de
México) para conocer el contenido de proteinas, cenizas, grasas, carbohidratos y humedad, los
cuales se muestran en la tabla 5. Como se puede apreciar en los resultados de la bromatologia,
para el alimento carnivoro, el porcentaje de proteinas deseado (~40%) se logré hasta la quinta

mezcla (C5) con harina de pescado y camaron, la cual contiene una cantidad similar de proteinas
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Tabla 5. Analisis bromatolégicos de las formulaciones de los alimentos elaborados

©
§ Fuente Proteina (%) Cenizas | Grasas | Carbohidratos | Humedad
= (%) (%) (%) (%)
H+
Harina de
a 50.60 16.02 19 22.99 8.49
soya
vl | EeseE 42.50 5.71 28.54 11.88 11.37
soya
Harina de
pescado 1° 35.38
c1 | Holuelade 29.33 22.28 5.92 34.84 7.63
pescado 1
Harina de 59.36 . 25.12 : 3.85
pescado 2
cz | Holuelade 29.49 33.86 8.45 15.53 12.67
pescado 2
Hojuela de
C3 pescado / 31.25 35.72 8.41 15.75 8.9
caseina
ca | Holuelade 53.7 9.85 | 10.24 20 6.21
camaron
Hojuela de
C5 pescado / 39.98 9.85 11.37. 28.24 10.56
camaron

Nota. 2 Contenido conocido por bromatologia. ® Dato calculado. ¢ Datos reportados por el proveedor

en relacion con las hojuelas de soya (V1) y con el porcentaje proteico propuesto; ademas de
haber reducido considerablemente el porcentaje de cenizas (minerales y material organico) en

comparacion con las otras mezclas de alimento que solo contenian harina de pescado.

Como ya se ha mencionado con anterioridad, el crecimiento de X. laevis no depende del alcance
de la madurez sexual, sino que éste es paulatino y los organismos consiguen el maximo en su

talla en afios posteriores a la etapa de reproduccién activa (Garvey, 2000; Solis M, 2004); por

consiguiente, la talla como variable de estudio puede ser monitoreada en un rango amplio de
tiempo inclusive cuando los organismos ya son considerados adultos. A pesar de estas
consideraciones, en el periodo inicial de desarrollo es posible ver una mayor diferencia en el ritmo
de crecimiento y realizar seguimientos de este puede dar informacién importante sobre los
factores que lo afectan, por lo que resulta relevante evaluar el efecto que puede generar el

cambio en el origen proteico de la dieta.
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Para verificar que los grupos experimentales divididos por sexos y dieta experimental iniciaran
con medidas de peso y longitud similares, primero fue necesario realizar una prueba estadistica
para comprobar que no existieran diferencias significativas entre los grupos. Para el analisis
estadistico, primero se realiz6 una prueba de normalidad para conocer si los datos registrados
en las dos variables de crecimiento (peso y LHC) siguen una distribucion normal. La prueba de
normalidad Shapiro-Wilks muestra que no hay diferencias significativas entre los valores de peso
en machos (p = 0.935 > 0.1) y hembras (p = 0.727 > 0.1) y los valores de LHC en machos (p =
0.497 > 0.1) y hembras (p = 0.890 > 0.1) con un 90% de confianza, por lo que se puede concluir
gue los datos provienen de una poblacién normal. Dado que el tamafio de las muestras para
cada grupo experimental es muy pequefio (n=2) y la distribucién en cada grupo no puede ser
comprobada adecuadamente (por el tamafio de la muestra), entonces es necesario utilizar
pruebas no paramétricas para los andlisis, sin embargo, es importante recalcar que al utilizar
pruebas no paramétricas en datos que cumplen el supuesto de normalidad, la potencia de las
pruebas para rechazar las hipétesis nulas se ve reducida.

La similitud de los pesos en el tiempo inicial del experimento se comprobd con una prueba de
Kruskal-Wallis (homdlogo de prueba ANOVA de un factor); la prueba demuestra que los
organismos experimentales hembras (p = 1.0 > 0.1) y machos (p = 1.0 > 0.1) comenzaron la
alimentacién con pesos similares entre tratamientos con un 90% de confianza. Durante el periodo
de alimentacion, las dietas experimentales y estandar fueron suministradas a su grupo
correspondiente a lo largo de 16 semanas, en las cuales los individuos fueron pesados
semanalmente y los datos registrados para realizar los calculos de los parametros de

crecimiento: ganancia de peso y tasa de crecimiento.

En la figura 11 se muestra el peso promedio semanal de las hembras por cada grupo
experimental, en donde puede apreciarse que existe una tendencia de aumento de peso similar
entre el grupo omnivoro (0) y carnivoro (¢) después de un posible periodo de adaptacion a la
dieta (semanas 5-8), mientras que en el grupo vegetariano (A) se nota un descenso paulatino
pero constante de peso durante todo el periodo de alimentacion. Estas mismas tendencias de
peso también se observan en los machos (fig. 12), sin embargo, en estos ultimos el aumento de
peso después del periodo de posible adaptacion al alimento, es en menor proporcion en
comparacion con el observado en las hembras, y el cual podria ser explicado por la presencia

del dimorfismo sexual en X. laevis.
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Figura 11. Peso promedio hembras juveniles
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Figura 12. Peso promedio machos juveniles
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Aunque en los individuos juveniles existen tendencias de crecimiento diferentes en funciéon de la
dieta, la prueba Kruskal-Wallis para el peso final muestra que las diferencias entre los pesos de
los grupos en hembras (p = 0.368 > 0.1) y machos (p = 0.565 > 0.1) no son significativas con un
90% de confianza. Con los registros de pesos durante el periodo de alimentacién se calcularon
dos parametros para evaluar el efecto de la dieta en el peso: ganancia de peso y tasa de
crecimiento en peso; la ganancia de peso permite conocer la cantidad en gramos que cada grupo
aument6/disminuy6 durante el periodo de alimentacion y la tasa de crecimiento en peso
representa el porcentaje de peso ganado. En la tabla 6 se muestran los pardmetros de peso
calculados, de los cuales se percibe que los mayores valores de ganancia de peso y tasa de
crecimiento en machos y hembras no son especificos de un grupo experimental, puesto que para
las hembras estos se distinguen en el grupo carnivoro y en los machos en el grupo omnivoro, no
obstante, de acuerdo con las pruebas de Kruskal-Wallis no existen diferencias significativas entre
las dietas con un 90% de confianza.

Tabla 6. Valores promedio de parametros de crecimiento en peso entre dietas (tratamientos) y sexos

Ganancia de peso Tasa de crecimiento
Carnivoro | Omnivoro | Vegetariano | Carnivoro | Omnivoro | Vegetariano
Hembras +4.70gr° +3.90gr -2.35qr +22%° +17% -11%
Valor-P p=0.156 > 0.1* p =0.180 > 0.1*
Machos +1.00gr +1.95gr° -2.60gr +5% +10%° -13%
Valor-P p =0.156 > 0.1* p=0.156 > 0.1*

Nota: * Estadistico obtenido por prueba de Kruskal-Wallis. ° Valores maximos

La similitud entre los perfiles de peso entre las dietas carnivora y omnivora puede ser atribuida
a que ambos alimentos contienen proteina animal, ya sea en su forma pura o mixta, resultando
en un aprovechamiento semejante de la proteina, pues, a pesar de no contener ésta en la misma
proporcién, su consumo permite mejorar el aprovechamiento de la proteina vegetal, como ha
sido descrito en literatura acerca de las dietas omnivoras en humanos y roedores (Clarys et al.,
2014; Giuberti et al., 2018, Godfray et al., 2018, Gordillo Lima, 2019) sin tener que pasar por un

periodo de adaptacion fisiolégico (no evaluado) como se ha observado en otras especies

acuaticas (Heikkinen et al., 2006) y solo depende de una adaptacion sensorial en las condiciones

de cautiverio.
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Por otro lado, la similitud de las medidas de longitud fue analizada en el tiempo inicial del
experimento con la prueba de Kruskal-Wallis para hembras (p = 1.0 > 0.1) y machos (p= 0.867 >
0.1) entre tratamientos, comprobando que no existian diferencias significativas entre los grupos
y por lo tanto los organismos experimentales comenzaron la alimentacién con longitudes
similares con un 90% de confianza. En la figura 13, se puede observar el cambio de la LHC
promedio de las hembras respecto a los grupos experimentales, y en la cual se identifica que la
dieta carnivora (0) y omnivora (0) tuvieron un constante aumento en proporciones similares. En
el caso de la dieta vegetariana (A) se puede advertir que su LHC permanecié estable en las
primeras semanas de alimentacién con un ligero aumento después de la semana 5 con respecto
de la LHC inicial.
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Figura 13. LHC promedio hembras juveniles

Ahora bien, en la LHC promedio de los machos (fig. 14) también se perciben tendencias de
crecimiento mayores en las dietas carnivora (¢) y omnivora (o), sin embargo, en comparacion
con las tendencias observadas en las hembras de estos mismos grupos, el aumento de LHC no
es constante en la dieta omnivora. En la dieta vegetariana (A) se identifica un incremento de
longitud regular a lo largo de todas las semanas de alimentacién en comparacion con las hembras
de esta misma dieta y con las mesetas de crecimiento observadas en diferentes semanas de

alimentacion en los individuos de la dieta omnivora.
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Figura 14. LHC promedio machos juveniles

La prueba Kruskal-Wallis para evaluar las diferencias de LHC entre los grupos experimentales
indica que no existen diferencias significativas entre las medidas de LHC entre las dietas
experimentales para machos (p = 0.368 > 0.1) y hembras (p = 0.368 > 0.1) con un 90% de

confianza.

En comparacion con el peso, las medidas de LHC no pueden tener valores negativos,
(representativos de pérdida), sin embargo, si se puede apreciar que los valores de incremento
de longitud permanecen estables a pesar de encontrarse en un periodo activo de crecimiento
tomando en cuenta su edad aproximada (11-12 meses en el tiempo final). Si bien, de acuerdo
con las medidas morfométricas obtenidas durante el periodo de alimentacion se observé que la
dieta vegetariana desencadenaba una pérdida continua de peso en hembras y machos, también
se pudo percatar que esta pérdida no significé un alto al crecimiento en la longitud, aunque si se
vio reducido. En la literatura no se ha encontrado que exista una relacion bien definida entre el
peso y la longitud, sin embargo de acuerdo a lo observado durante el experimento sugiere que
la velocidad de crecimiento en longitud puede estar determinada por el peso resultando en dos
posibles vertientes: a) solo el tiempo de alcance de la talla final se ve modificado ante variaciones
en el peso (dependientes de la dieta) o; b) hay una afeccion a la talla final después del término
de la etapa de crecimiento activa, no obstante, como el periodo de alimentacion diferencial de

este estudio no contempla etapas adultas avanzadas en las que se pueda determinar la talla
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maxima final de los organismos, no se puede hacer un acercamiento hacia los efectos finales

gue tiene la dieta con respecto al crecimiento.

Como se menciond con anterioridad, el tamafio de la muestra para cada grupo experimental es
un factor clave para probar las hipétesis, por lo que una n pequefia, como la de este estudio,
reduce las posibilidades de sustento estadistico para las observaciones ya descritas, por lo que
considerar la informacién proporcionada por las medidas y el seguimiento visual puede revelar
informacion importante acerca de las tendencias de crecimiento en funcion de la dieta. En la
figura 15 se advierte que las hembras representativas de los grupos carnivoro y omnivoro (Ay B
respectivamente) son notablemente de mayor tamafio que la hembra del grupo vegetariano (C),
tomando en cuenta su longitud y su masa corporal previamente presentadas en la figura 13.

Figura 15. Organismos hembra juveniles: A) Carnivoro, B) Omnivoro, C) Vegetariano.

Para el caso de los machos (fig. 16) este cambio no es tan evidente, aunque los organismos de
las dietas carnivora y omnivora (A y B respectivamente) son mas grandes en comparacion con
los organismos vegetarianos (C). Estas diferencias no son tan marcadas puesto que los machos,
al tener una longitud maxima inferior a la de las hembras y por consiguiente un ritmo de
crecimiento menor, hace mas dificil observar los efectos en el tiempo final, aunque es posible
inferir que la diferencia encontrada en sus tallas, mayormente en el peso, esta relacionada
directamente con el aprovechamiento de la proteina segun su fuente de obtencién en la nutricién
y ganancia de masa corporal y de ésta ultima puede depender el ritmo de crecimiento de los

individuos.
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Figura 16. Individuos machos juveniles: A) Carnivoro, B) Omnivoro, C) Vegetariano.

Ahora bien, mientras que los individuos juveniles aln se encuentran en un periodo de crecimiento
activo, se espera que los individuos adultos ya hayan logrado su talla maxima, por lo que no se
esperaban aumentos relevantes de peso y longitud. Durante el periodo de alimentacién
diferencial se pudo apreciar que las dietas que contienen proteina animal en su forma pura o
mixta (naranja y azul) permiten el mantenimiento relativo del peso para hembras y machos,
mientras que la dieta vegetariana (verde) tiene como efecto la pérdida de peso en ambos sexos,
sin embargo, este efecto se ve a mayor escala en la hembra (fig. 17).
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Figura 17. Peso individuos adultos

En el seguimiento de la LHC de los organismos adultos (fig. 18) se puede observar que no hay
tendencia al aumento de longitud en las hembras; por otro lado, en los machos, para los tres
tipos de dietas hay un aumento constante de longitud que puede indicar que, a pesar de su edad
y el alcance de su madurez sexual, los organismos adn no alcanzaban su longitud méxima, sin
embargo, esta no se vio influenciada por el tipo de dieta consumida como se observé en los

individuos juveniles.

Como parte de una hipétesis inicial, las dietas omnivora y carnivora tendrian mayor
aprovechamiento de la proteina para el aumento de peso en comparacién con la dieta
vegetariana, sin embargo, se observo que en esta Ultima el aprovechamiento de la proteina mas
bien fue insuficiente para provocar un aumento, puesto que se registraron pérdidas de peso con
respecto de los valores iniciales. Haciendo un comparativo porcentual de pesos finales entre los

sexos de las distintas dietas se observa que: las hembras de las dietas omnivora y carnivora son
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Figura 18. LHC individuos adultos

un 18-20% mas grandes que los machos de estas dietas, mientras que las hembras de la dieta
vegetariana son 7% mas grandes que los machos vegetarianos. El porcentaje de diferencia en
peso entre sexos segun la dieta junto con las observaciones anteriores, puede indicar que los
organismos experimentales que consumieron proteina vegetal no siguieron los patrones de
crecimiento convencionales que contempla el dimorfismo sexual y la etapa de crecimiento activo
determinada por su edad, lo que hace necesario analizar por qué la dieta vegetariana con
proteina de soya, tiene un efecto negativo sobre el crecimiento, a pesar de que esta proteina es

considerada de calidad.

La proteina de soya es de calidad, puesto que cumple satisfactoriamente con criterios como: alta
digestibilidad (>90%), valores altos de PDCAAS (~1.0) y es de los pocos alimentos de origen
vegetal que tiene en cantidad suficiente todos los aminoécidos esenciales para el humano

(Messina, 2016). Se ha sefalado que los anfibios, al igual que los humanos requieren el consumo

de 10 aminoécidos esenciales en la dieta, y los cuales han demostrado ser los mismos para
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ambos (ver tabla 1) (Brennes-Soto et al., 2019; Veterian Key, 2017); por lo que considerando que

la proteina de soya, desde la perspectiva de la nutricibn humana esta catalogada como de alta
calidad, esta caracteristica también puede aplicar en la nutricion de anfibios, de modo que es
posible considerar, que incluso si ésta es utilizada como Unica fuente de proteina, es capaz de
satisfacer las necesidad recomendadas, puesto que tiene la misma capacidad de

aprovechamiento si es comparada con proteinas patron (Young, 1991).

A pesar de los estandares de calidad de la proteina de soya, existen estudios que revelan que el
consumo exclusivo de proteina vegetal puede resultar en una eficiencia reducida de su

aprovechamiento, lo que implica que los requerimientos nutricionales de proteina en humanos

sean mas altos en comparacion con la Ingesta Diaria Recomendada (IDR) (Craig y Mangels,
2009). Aunque, durante la alimentacién diferencial de los organismos X. laevis se observé que
todos los organismos consumian la cantidad de alimento necesaria para estar satisfechos, segun
observaciones reportadas en la literatura, el consumo de alimento a saciedad no siempre se ve
reflejado como una nutricion adecuada, dado que existen varios aspectos que pueden modificar

el aprovechamiento del alimento (Brennes-Soto et al., 2019; Heikkinen et al., 2006). En etapas

juveniles, la mayoria de los organismos, no cuentan con el volumen estomacal completo
comparado con organismos en etapas adultas o cercanas al desarrollo total pues aun se
encuentran en una etapa temprana del crecimiento, por lo que es importante que el volumen
alimenticio consumido por estos organismos sea capaz de aportar los nutrientes suficientes para
el correcto desarrollo. Hay evidencias que muestran que los alimentos vegetales no contienen la
misma densidad energética que un alimento omnivoro o carnivoro, es decir que una porcién del
mismo peso no brindard la misma cantidad de energia necesaria para los procesos
catabolicos/anabdlicos del organismo. Si bien, los alimentos pueden tener las mismas
proporciones de nutrientes en su composicién, esto no significa que estos sean aprovechados

de la misma manera (Craig y Mangels, 2009; Heikkinen et al., 2006; Lopez Portillo et al., 2006;

McWilliams, 2008). Dicho esto, es posible considerar que la pérdida de peso observada en los

organismos vegetarianos pueda ser debida a que existe un déficit energético entre el alimento
consumido y la energia necesaria para realizar las funciones del organismo, incluida la digestién

del alimento.

El balance entre el consumo y el metabolismo del alimento tiene un efecto importante en el
crecimiento y desarrollo de anfibios, por lo que es importante considerar adecuadamente los
requerimientos nutricionales de estos. Para los anfibios, al ser (en su mayoria) carnivoros

naturalmente, se contempla una necesidad de consumo de 30-60% de proteina (McWilliams
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2008), sin embargo, cambios a su régimen alimenticio pueden implicar nuevas consideraciones
alimenticias. La literatura menciona que las dietas vegetarianas pueden contener cantidades
elevadas de fibra (carbohidratos complejos), las cuales no solo pueden impedir la absorcién de
micronutrientes indispensables para el crecimiento (entre ellos el calcio y el zinc), sino ademas
reducir la cantidad de energia metabolizable para cumplir con las funciones normales, por lo que,
aunque la cantidad de nutrientes en el alimento sean similares entre el alimento, estos pueden

no ser aprovechadas de la misma manera y por tanto afectar el crecimiento (Craig y Mangels,

2009; Lopez Portillo et al., 2006; Naresh et al., 2019). Por otro lado, se ha observado que, en

peces carnivoros, el consumo de proteina de soya como sustituto de la proteina animal debe
estar limitado a un 20-30% ya que, un porcentaje mayor puede generar una reduccion del
crecimiento y la utilizacion del alimento, gracias a la presencia de anti nutrientes, como los fitatos

(Heikkinen et al., 2006) e inhibidores de proteasas. Los inhibidores de proteasas son los anti

nutrientes que han demostrado tener mayor influencia sobre la digestibilidad de las proteinas, ya
gue, al reducir su digestibilidad, estas no pueden ser aprovechadas adecuadamente. Si bien se
han planeado estrategias para reducir los niveles de anti nutrientes en la soya y en la harinas
(aungque se sabe gque las harinas por su proceso de elaboracién ya pueden tener un nivel mas
bajo de anti nutrientes), aun se observan disminuciones en el aprovechamiento energético de la

proteina de soya (Kumar et al., 2010; Ridner et al., 2006; Rizzo y Baroni, 2018). Aunado a estas

evidencias, se ha observado que, con modificaciones en el régimen alimenticio, existen cambios
en la histologia intestinal de peces (pliegues intestinales, vacuolas y microbiota) y aves resultado
de un posible proceso de adaptacion a la nueva dieta; no obstante, mientras el consumo de
alimento no esté limitado, estos cambios no siempre implican deficiencias nutricionales que
pueden esperarse, pues estas pueden ser compensadas con un aumento en el consumo de
alimento (Brennes-Soto et al., 2019; Heikkinen et al., 2006).

En X. laevis alin no se han estudiado a profundidad los efectos fisiol6gicos que genera un cambio
en el régimen alimenticio, pero se sabe que los anfibios son capaces de mostrar flexibilidad
digestiva ante un cambio de dieta, el consumo de alimento y la estacionalidad en donde se
pueden observar algunos cambios en el tracto digestivo que ayudan a la actividad enzimatica

para evitar desencadenar los efectos de la malnutricion (Brenes-Soto et al., 2019). A pesar de

los cambios que se pueden realizar para compensar en cambio en la dieta, no siempre se logran
frenar los efectos adversos que un cambio de alimento puede desencadenar. Basandonos en

observaciones hechas sobre peces carnivoros y algunos anfibios (Brenes-Soto et al., 2019;

Heikkinen et al., 2006) la respuesta al cambio de dieta en X. laevis en este estudio, y la

compensacion de nutrientes pudo verse modificada en gran medida si se variaba también la
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cantidad de alimento consumido. Si bien, el aumento en la ingesta de alimento es una estrategia
adecuada para una nutricibn completa en los organismos, también existe otro factor que puede
afectar la respuesta alimenticia: la atraccion sensorial. Sabemos que, X. laevis es una especie
carnivora después de la metamorfosis y al ser una especie acudtica, ésta carece de lengua, por
lo cual solo cuenta con papilas gustativas pequefias en la cavidad bucal, ademas de poseer un
sensible sistema de olfaccion, por lo que es capaz (aunque no se sabe hasta qué punto) de
responder a estimulos sensoriales del alimento, por ejemplo, a los jugos de la carne ricos en

aminoacidos, disueltos en el agua (Solis M, 2004). A pesar de que no se analizé el

comportamiento de los organismos como un parametro de este estudio, se observé que el factor
de atraccion al alimento tuvo influencia sobre el tiempo de respuesta para la ingesta de alimento:
los organismos carnivoros tenian una respuesta inmediata al suministro de alimento, incluso si
éste no estaba en su campo visual; los organismos omnivoros respondian inmediatamente
después de que el alimento entraba en su campo visual, mientras que los organismos del grupo

vegetariano consumian el alimento tiempo después del que el alimento habia sido visualizado.

La alimentacion ad libitum, tiene el propdsito de suministrar alimento en funcién de la saciedad
por lo que la cantidad exacta de alimento consumido no era posible de cuantificar, sin embargo,
se observé que la cantidad consumida por los grupos vegetarianos era menor aungque similar a
la de los grupos carnivoro y omnivoro, por lo que considerando el tiempo de consumo, la
atraccion sensorial y la saciedad, se sugiere que, si existia una necesidad de aumento en el
consumo de alimento para el mantenimiento del peso en los organismos vegetarianos, €stos no
lograron una adecuada compensacion de nutrientes pues no hubo un aumento en la ingesta.
Ante una inevitable carencia de nutrientes en la alimentacién, X. laevis puede responder a dos
distintas fases a la inadecuada nutricién: a) la energia necesaria es tomada de la reserva de
carbohidratos y lipidos (grasa visceral y cuerpos lipidicos); y b) cuando no existe reserva de
energia, ésta es obtenida del catabolismo de proteinas (Solis M, 2004).

Recordemos que las proteinas no sélo cumplen una funcién estructural para la formacion y
mantenimiento de tejidos como el musculo y el hueso, sino ademas tienen una funcion
energética. De acuerdo con lo ya mencionado, si la dieta vegetariana no es capaz de aportar la
energia suficiente para realizar los procesos catabdlicos y anabdlicos normales, existe un
desbalance energético que modifica el aprovechamiento de nutrientes y que puede verse
reflejado con la pérdida de peso, ya sea por la disminucidn de grasa visceral o0 de masa muscular.
Con estas observaciones se puede asegurar que, en los organismos de este experimento, una

dieta con proteina animal dentro de los rangos establecidos por los requerimientos nutrimentales

59




para anfibios es capaz de suministrar la nutricion adecuada, y que durante un proceso de
crecimiento es capaz de proveer los nutrientes necesarios para el aumento de tejidos para un
desarrollo 6ptimo. Ademas, se percibe que no existen cambios drasticos en el proceso de
crecimiento (aumento de peso y longitud) cuando la proteina animal se consume de forma pura
0 combinada con proteina vegetal, por lo que ambos regimenes de alimentacién (carnivoro y
omnivoro) pueden ser llevados a cabo sin efectos sobre el ritmo de crecimiento. Sumado a esto,
es importante no dejar de considerar las ventajas de incluir proteina vegetal en la dieta, pues
ésta puede ayudar a reducir complicaciones de salud generadas por una dieta completamente
carnivora viéndola desde una perspectiva humana. Al observar que al combinar el origen proteico
en la dieta de X. laevis no hay cambios evidentes en las medidas morfométricas se pueden
contemplar el aumento en el uso de dietas combinadas (animal y vegetal) que permitan el
correcto desarrollo, pero disminuyendo los riesgos a la salud, no sélo como ha sido observado
en humanos, sino ademas que pueda brindar las ventajas que también ha demostrado. Por otro
lado, debe considerarse que, aunque existe una gran variedad de estudios que apoyan la
sustitucion de la proteina animal por la vegetal en su totalidad en animales carnivoros, aun
cuando la proteina es de calidad como la de la soya, los requerimientos nutricionales no siempre
seran equivalentes, puesto que existen otros componentes que pueden afectar el crecimiento
como lo son el perfil lipidico y los carbohidratos en el crecimiento de X. laevis (Brenes-Soto et al,
2019).

Muchos estudios en humanos sustentan que infantes con dietas vegetarianas durante su
crecimiento tienden a ser mas delgados, con menor indice de masa corporal (IMC) y de menor
talla que el promedio de la poblacién, aunque esto no implica que no se lleve a cabo un desarrollo
normal pues en la etapa adulta humana estas mismas variables son similares a las de los
vegetarianos “convertidos” durante la adultez, por lo que no se puede precisar que una dieta

adoptada desde la infancia afecte la talla final (Cooper et al., 2015; Craig y Mangels, 2009) . Si

bien durante la alimentacion diferencial en este estudio se observan tendencias de crecimiento
diferentes entre los organismos que consumen proteina animal (pura o mixta) y los que
consumen proteina vegetal, los andlisis estadisticos no demuestran que existan diferencias
significativas entre las dietas que puedan ayudar a concluir que el origen proteico tiene influencia
directa sobre las medidas morfométricas de pesoy longitud, sin embargo es necesario considerar
gue los organismos experimentales aln se encuentran en una etapa de crecimiento activa, por
lo que seria necesario evaluar estas medidas en su tamafio maximo final. A pesar de que el
periodo de alimentacion de este estudio no permite evaluar las medidas morfométricas para los

individuos cuando estos hayan alcanzado su talla maxima, si se puede advertir que el consumo
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de una dieta con proteina vegetal exclusiva disminuye el ritmo de crecimiento en los organismos
experimentales, lo que puede implicar: a) aumento en el tiempo de crecimiento, o b) reduccion
en la talla maxima final. Ahora bien, ademas de sugerirse el analisis de las tallas finales bajo las
dietas experimentales sugeridas, también es necesario acoplar estrategias complementarias
para hacer mas similar el alimento suministrado, pues el aprovechamiento no solo depende de
la proporcion de proteina, sino también del aporte calérico que brinda, puesto que aunque las
proteinas cumplen en su mayoria con funciones estructurales para el cuerpo, estas pueden verse
modificadas para cumplir con funciones més primordiales para el organismo, como para cumplir

con las necesidades energéticas.

Visto ahora desde la nutricion humana, tomando en cuenta que los humanos, asi como los
anfibios no tenemos la fisiologia necesaria para llevar a cabo una alimentacién estrictamente
vegetariana es necesario considerar las implicaciones a la salud que esta puede tener. Las
tendencias de cambio en la alimentacién llegan en su mayoria en etapas de desarrollo tardio o
adultas, en la cual ya se ha logrado el desarrollo maximo determinado para cada individuo, sin
embargo, como ya hemos observado si ésta es introducida en etapas mas jévenes, es posible
gue no provoqgue estragos en la salud, sin embargo, asi como lo observado durante este estudio,
puede implicar una reduccion en el ritmo de crecimiento y una complexién corporal mas baja en
comparacion con otras dietas. Estudios en otros modelos como los roedores, también mencionan

gue el seguimiento de dietas vegetarianas resulta en bajas inmunolégicas (Gordillo Lima, 2019)

sin embargo, la repercusion final en el desarrollo humano desgraciadamente no puede ser
probada en un tiempo corto ademas de que, en los humanos, a diferencia de otros modelos
animales, no existe una talla maxima fija, sino que esta se ve influenciada en gran medida por la
genética. Si bien no se concluye definitivamente que una dieta vegetariana estricta, repercute en
el crecimiento por el origen proteico de ésta, aun cuando la proteina vegetal es de calidad como
en el caso de la soya, si se observa un modelo de crecimiento diferente al que se sigue

normalmente bajo una dieta que contiene proteina animal (Cooper et al., 2015).

El consumo continuo de alimentos con soya en la dieta humana puede no reflejar inmediatamente
los efectos que esta desencadena, sin embargo, conocer las ventajas y desventajas de su uso
permite una concientizacion mas profunda de los elementos integrativos de la dieta, ya que esta
no solo afectara a la talla y composicién corporal como el musculo y la grasa, sino ademas puede

tener efectos en otras estructuras importantes, como el hueso.
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Efecto de las dietas sobre densidad 6sea en X. laevis

El fémur es el hueso largo con el hueso cortical mas duro y grande de todos los huesos presente
mayormente en la zona tubular alargada de gran espesor denominada diafisis y que se ensancha
a los extremos; el hueso cortical disminuye su espesor cuando comienza a aparecer el hueso
esponjoso en la epifisis. En X. laevis los movimientos rapidos y con fuerza como los necesarios
para la caza de la presa, el desplazamiento dentro del habitat, la huida ante depredadores y otras
funciones dependen directamente de las extremidades inferiores (compuestas de huesos largos)
pues son las estructuras corporales que contienen la mayor proporcién de masa muscular y los
huesos mas resistentes capaces de resistir flexiones y torsiones (Brennes-Soto et al., 2019;
McWilliams, 2008; Solis, 2004).

Con la alimentacién diferencial de los organismos X. laevis se observé que en las medidas
morfométricas existen tendencias de crecimiento diferentes y dependientes del origen proteico
de la dieta. Ahora bien, también resulta relevante identificar los efectos que el origen proteico de
la dieta puede tener sobre la salud ésea, ya que, de acuerdo con la literatura, el papel que la
proteina desempefia sobre el remodelado éseo es importante pues ésta brinda los aminoacidos
necesarios para el desarrollo de la matriz del hueso ademas de intervenir en el proceso de
remodelado, por ello cambios en el régimen alimenticio han demostrado tener efectos

controversiales sobre la salud 6sea.

La mejor manera de medir la salud del hueso es estimar la densidad 6sea con técnicas
radiolégicas en las que la densidad del tejido estd determinada por la atenuacion de las

radiaciones ionizantes emitidas por una fuente al atravesarlo (Dellan et al., 2015). Aunque la

densitometria 6sea en humano generalmente se realiza con una técnica mejorada de rayos X, la
CT también ha demostrado ser una técnica que puede ser utilizada para evaluar la salud de los
huesos, pues ofrece la ventaja de obtener las HU, que son valores numéricos que reflejan el
amortiguamiento de los rayos X que atraviesan el tejido. El grado de atenuacion, dependiente de
la composicion y densidad del tejido, es cuantificado por el tomégrafo y convertido a HU que
pueden tomar valores desde -1,024 (valor del aire), hasta 3,071 (valor maximo de la escala
abierta) y siendo O (cero) el valor del agua. Tejidos altamente densos y/o mineralizados como el

hueso pueden tener valores = 200 HU y estos aumentan en funcion de la densidad (Ramirez

Patifio et al., 2013). Esta técnica de diagndstico al ser poco invasiva permite dar seguimiento a
organismos experimentales sin necesidad de sacrificarlos para hacer un andlisis de sus

elementos corporales.
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Conociendo las ventajas que brinda la CT y el uso de las HU para conocer el estado de
mineralizacion del hueso, los organismos X. laevis experimentales fueron sometidos a CTs para
determinar la densidad 6sea del hueso cortical en la region media de la diafisis del fémur derecho
de cada organismo después del periodo de alimentacion diferencial a fin de conocer el efecto
gue el origen proteico de la dieta tiene sobre la DO. Esta regién del fémur fue seleccionada como
zona de analisis de HU pues es la zona con mayor densidad de hueso y en la que es posible
notar una afeccién avanzada a la remodelacion 6sea reflejada como una disminucion en la DO.
Durante el andlisis de imagenes fue importante seleccionar solo el &rea periférica del fémur, a fin
de Unicamente tomar en cuenta el hueso cortical evitando asi la cavidad medular que puede

modificar las mediciones de HU’s pues la densidad del tejido en conjunto suele ser mas baja.

En la figura 19, se puede apreciar el proceso de analisis en el visualizador en linea de las
tomografias para determinar la DO. En lineas y flechas amarillas se muestran las mediciones
(distancia, longitud) que permiten identificar la(s) zona(s) de interés en el plano axial (19a) y
coronal (19b) para realizar las mediciones de HU en hueso.

.b'/%cho adulto (vegetariano) #1
v

11.75 mm

1.23mm

1.49mm 30.48 mm
2361 mm

30 Si mm

Mean: 860.00 HU
StdDev: 39.82 HU
Area: 1.03 mm?

Figura 19. llustracion de proceso de determinacion de densidad ésea de fémur.

En la figura 19b puede observarse la distribucion de hueso cortical (zonas blancas) y hueso
esponjoso (zonas grises) en los huesos largos de las extremidades inferiores; la zona de analisis
seleccionado dentro del fémur es una zona con gran proporcién de hueso cortical por lo que se

espera tenga valores de HU altos. Con los datos recabados, se realiz6 un grafico con los rangos
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de HU obtenidos y que estan relacionados directamente con la densidad 6sea del fémur que
presentan los organismos de acuerdo con la dieta con la que fueron alimentados (fig. 20). Como
puede apreciarse los grupos (machos y hembras) con dieta vegetariana son los que presentan
menores valores de DO de fémur en comparacion con los obtenidos para las dietas
experimentales carnivora y omnivora, observaciones que coinciden con la hip6tesis inicial sobre
el efecto que podria tener el consumo de una dieta con proteina vegetal con respecto de la
densidad 6sea del hueso.
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Grupos

Figura 20. Densidad Osea promedio de hueso cortical de fémur en organismos experimentales

Se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis para la DO final de los organismos experimentales, y la
cual mostré que existe diferencia significativa entre las dietas para hembras (p = 0.082 <0.1) y
machos (p = 0.082 < 0.1). Como puede observarse, los organismos bajo dieta vegetariana
presentan una alta disminucion sobre la DO (34-40% en hembras y 21-44% en machos) en
comparacion con las dietas carnivora y omnivora, lo que sugiere que esta dieta favorece la
pérdida de densidad 6sea. Ahora bien, los organismos con dietas que contienen proteina animal
(pura o combinada) tienen valores mas altos de DO, sin embargo, siguen 2 patrones de densidad

diferentes: en la dieta omnivora se observa que los machos son los individuos con menor DO en
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comparacion con las hembras de esta misma dieta, mientras que en “la dieta carnivora (al igual
gue en la dieta vegetariana), la DO de los machos es mayor (>20%) que la registrada en las
hembras; esta ultima observacion ya ha sido reportada en X. laevis, pues tomando en cuenta
gue los machos necesitan mayor soporte y rigidez del esqueleto Utiles para actividades como la
cazay la defensa. Suponiendo que las DO de los organismos carnivoros son los valores estandar
para determinar el estado de salud adecuado del hueso cortical debido a su naturaleza carnivora,
se observa que una dieta combinada de proteina vegetal y animal (dieta omnivora) mejora el
aprovechamiento de los nutrientes para la remodelacién 6sea en las hembras, puesto que en
esta dieta se logran rangos mas pequefios de densidad en comparacion con la dieta carnivora
gue tiene un rango mas amplio y un valor promedio de HU mas bajo, no obstante, en el caso de
los machos de estas dos dietas, el consumo de una dieta omnivora disminuye en gran nivel la
densidad (~30%), incluso provocando que no se siga el modelo de DO tradicional, en el que los
machos tienen valores de DO mas altos que las hembras.

En los anfibios, se identifica una condicion denominada Enfermedad Metabdlica del Hueso o
MBD por sus siglas en inglés, en la cual se observan cambios significativos en el hueso derivado
de diversas deficiencias en los nutrientes presentes en el organismo. Uno de los signos mas
relevantes de la MBD es la disminucion de la mineralizaciéon en el hueso, que vista desde un
analisis por CT disminuye las HU por una baja en la densidad de los huesos. Existe una gran
cantidad de factores que pueden desencadenar la MBD, por ejemplo, radios Calcio: Fosforo
inadecuados, excesos de vitamina D y deficiencias en el consumo de calcio y proteinas en la
dieta, siendo estas Ultimas uno los factores mas comunes por los que se puede observar la
desmineralizacion 6sea. Se ha detectado una relacién directa entre la complexién corporal de los
organismos y la salud del hueso: pesos inferiores a los valores considerados 6ptimos producen
debilidad en el hueso debido a una baja en la DO resultado de la desmineralizacion (Brennes-
Soto et al., 2019; McWilliams, 2008; Orwoll et al., 1992; Ramirez Patifio et al., 2013; Veterian
Key, 2017). De acuerdo con la informacion ya conocida sobre la MBD, la disminucion de DO

observada en los organismos X. laevis vegetarianos puede estar directamente relacionada con

las medidas morfométricas bajas, sobre todo en peso, que presentan estos, por lo que es

necesario analizar el papel que tiene la dieta sobre la DO.

En la bibliografia se destaca la importancia de la proteina dietética en la formacion y
mantenimiento de la salud del hueso, pues es la encargada de proporcionar los aminoacidos
necesarios para sostener el continuo desarrollo de la matriz del hueso (coldgeno > 95%). Aun

cuando se ha observado la relacion directa entre el peso y la densidad 6sea, no se sabe
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exactamente como es que ésta ultima se ve afectada por la ingesta deficiente de proteinas, pues
en conjunto con las proteinas, las dietas pueden también tener deficiencias en otros nutrientes
participantes en el remodelado éseo y la mineralizacion de la matriz 6sea como el calcio, el

fosforo y la vitamina D (Craig y Mangels, 2009; Orwoll et al., 1992). También se ha relacionado

una deficiencia de proteina de la dieta con la disminucién de la concentracién del factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), encargado de incrementar el numero y funcion de los
osteoblastos, los cuales intervienen de forma activa en el remodelado 6seo (Eernandez-

Tresqgures et al., 2006b), sin embargo, también se ha demostrado que dietas bajas en proteina,

pero con proporciones adecuadas de los demas nutrientes y el aporte calérico necesario, la DO
de los huesos no se ve disminuida (Craig y Mangels, 2009; Cooper et al., 2015; Orwoll et al.,

1992). En las tres dietas utilizadas el contenido proteico fue similar, y aun considerando un nivel
de aprovechamiento proteico mas bajo en la dieta vegetariana, de acuerdo con la informacion de
literatura se puede inferir que la cantidad de proteina consumida puede no ser el factor que afecte
la DO en los organismos vegetarianos, sino mas bien la deficiencia o mal aprovechamiento de

otros nutrientes indispensables para la salud de los huesos como el calcio.

El hueso, es una estructura en constante remodelacién que actlla como reservorio natural de
minerales como el calcio y fosforo y que esta encargado de dar soporte al cuerpo. La resistencia
de los huesos depende de un balance positivo de formacidn y reabsorcion de matriz 6sea y del
nivel de mineralizacién de ésta. Los niveles de mineralizacién del hueso son susceptibles a
cambios nutricionales que impacten sobre el balance de remodelacién o los niveles de minerales
reservados en el hueso, pues si no existen niveles adecuados de éstos ultimos, el hueso es la
fuente principal de obtencién para que el cuerpo realice sus funciones adecuadamente (Cooper

et al., 2015; Fernandez-Tresguerres et al., 2006a; 2006b). Los hallazgos con respecto a las

consecuencias que conlleva una dieta vegetariana en la salud indican que puede existir una
disminucion en la ingesta de calcio, pues muchas fuentes dietéticas de este mineral se
encuentran presentes solamente en productos de origen animal. A pesar de ello, la soya, uno de
los principales alimentos consumidos por los vegetarianos, es una legumbre rica en calcio,
fosforo, hierro, zinc, entre otros y de la cual se pueden obtener los valores necesarios de estos
minerales para el organismo, aunque también tiene una desventaja ya antes descrita: la
presencia de anti nutrientes. Los fitatos, son anti-nutrientes presentes en la soya, los cuales no
permiten la correcta asimilacion de micronutrientes como el calcio, provocando que, aunque los
niveles de ingesta de este y otros minerales sea la adecuada, una gran cantidad de estos no

entre adecuadamente al organismo y sea excretado en los desechos (Ridner et al., 2006;

Messina vy Messina, 2010; Orwoll et al., 1992). Ante estas circunstancias, los niveles de

66




mineralizacién de los huesos pueden disminuir, por lo que la DO se veria afectada en organismos
gue presenten este déficit asociado a la dieta. Esta condicidn presente en la soya puede explicar
por qué a pesar de que el alimento vegetariano suministrado a los organismos experimentales
fue el adecuado (de acuerdo con los niveles de calcio reportados en la soya), este no es capaz
de lograr mantener la DO a niveles similares con los organismos con dieta que contiene proteina

animal.

Sumado a esto, se sabe que la salud de los huesos no se mantiene en todas las etapas de la
vida; en mujeres en etapas postmenopausicas el balance de remodelaciéon de hueso se vuelve

negativo, por lo que aun cuando se logra una ingesta adecuada de nutrientes, rapidamente hay

disminucion de DO y aumenta el riesgo de fracturas (Cooper et al., 2015; Fernandez-Tresguerres
et al., 2006b). La soya ha demostrado ser un alimento vegetal (cuando aporta adecuadamente
todos los nutrientes necesarios) capaz de retrasar la pérdida de DO en los huesos gracias a la
presencia de las isoflavonas. Las isoflavonas son compuestos bio-activos muy similares a los
estrogenos, que son capaces de interactuar con sus receptores. El remodelado 6seo en gran
medida esta regulado por hormonas, una de los mas importantes es el estrdgeno; en etapas
menopadusicas, los niveles de estas hormonas van en declive, sin embargo, se ha propuesto que
el consumo de soya, rica en isoflavonas puede actuar como un sustituto de los estrégenos
perdidos en este periodo, derivando asi en un mantenimiento de la salud de los huesos pues la
regulaciéon del remodelado se mantiene. Es muy importante, poner especial énfasis al
mantenimiento de la salud de los huesos en las mujeres, puesto que la proporcion de la densidad
en el esqueleto de las hembras con respecto de los machos es esperada a ser menor, pues el
factor hormonal tiene gran influencia sobre el nivel de mineralizacién de los huesos (Cooper et
al., 2015; Craiq y Mangels, 2009; Liu, 1997; Messina, 2016; Ridner et al., 2006).

Dada la afinidad de las isoflavonas por los receptores de estrégeno Ra y RB (Ridner et al., 2006),

se entiende su énfasis en su uso para la obtencién de beneficios en la salud, sin embargo, ain
deben de ser estudiados mas a profundidad en funcion de los niveles necesarios para generar
respuestas favorables y ademas los efectos secundarios (positivos 0 negativos) que su consumo
puede desencadenar, por ejemplo, en el ambito reproductivo. X. laevis es un modelo de estudio
ampliamente usado por sus ventajas en la investigacion en la reproduccién y la biologia del
desarrollo; estudiar mas a profundidad los efectos que tiene la soya en estos aspectos de
importancia en este modelo puede mejorar los conocimientos que ya se tienen de las ventajas
de la soya en la salud, pues aun se desconocen muchos aspectos de esta planta y existe ademas

mucha controversia de su uso en dietas vegetarianas.
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Tomografia Computacional y unidades Hounsfield

Otro aspecto considerado dentro del diagndstico pero que no ha sido utilizado en X. laevis es la
determinacion de las unidades Hounsfield (HU), las cuales son una representacion proporcional
del grado de atenuacién de rayos X provenientes de una Tomografia Computarizada (CT) en un
tejido. En la reconstruccién de la imagen se asigna a cada pixel una HU para mostrar la imagen
gue representa la densidad del tejido, esta ultima dependiendo de la anatomia y composicién del
tejido analizado (White y Pharoah, 2009). El establecimiento de las unidades de Hounsfield es

muy recurrente en estudios humanos, generalmente en aplicaciones biomédicas de diagnéstico,
pero no ha sido explorada o explotada su aplicacion con modelos biolégicos y su uso para
investigaciones cientificas. El uso de esta técnica es de gran importancia ya que representa una

alternativa de diagndstico no invasiva para distintas condiciones (Dellan et al., 2015) y determinar

las HU puede dar ventajas para estudios in vivo que necesitan el seguimiento de los organismos

experimentales.

Como uno de los objetivos del proyecto es establecer las HU de cada érgano en X. laevis, un
macho y una hembra adultos fueron transportados al LACCPRIM, anestesiados y sacrificados
por los métodos humanos anteriormente descritos. El escaneo de la hembra y el macho en el
mamografo (fig. 21) permite distinguir algunos de los 6rganos importantes en su ubicacion
anatémica original como los huesos, pulmones y la masa oocitica en la hembra. Una vez
extraidos los 6rganos, éstos se suspendieron dentro de una columna de agua utilizando un hilo
y se escanearon por CT. Los 6rganos fueron analizados utilizando el software RadiAnt DICOM
Viewer para establecer un promedio de las HU utilizando la elipse como herramienta de
delimitacion de area. En la figura 22 puede observarse el proceso de analisis de las
reconstrucciones en los tres planos o ejes de visualizaciéon (axial, coronal y sagital) abarcando
con la herramienta elipse (en verde) la region de interés (ROI) amplia, que abarca la mayoria del
organo, y la ROI reducida (figura no mostrada) que abarca un area arbitraria de 5mm2 en el area
medular de cada 6rgano. Los datos obtenidos del analisis de las reconstrucciones para cada
organo fueron analizados por estadistica descriptiva y se obtuvieron los rangos de valor paras
las HU en los 6rganos, a fin de mostrar los valores que pueden tomar en funcién de su densidad
y composicion. Los rangos de valores HU para cada 6rgano en macho y hembra se encuentran
en la tabla 7 y se comparan sus valores obtenidos con los valores ya determinados para el

humano.
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Figura 22. Proceso de analisis de HU de érganos de X. laevis (grasa visceral). Planos: a) Axial, b) Coronal, c) Sagital
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Tabla 7. Unidades Hounsfield promedio de 6rganos de X. laevis y humano.

Organo HU macho HU hembra HU humano
Muslo 25a50 40 a 60 35a50
Intestino 40 a 65 40 a 65 40 a 80
Fémur 170 a 300 410 a 790 250 a 1000
Higado 40 a70 50a70 40 a 80
Testiculo/Masa oocitica -5a85 30ab5 -
Tenddn -20a 90 30a50 66 a 102
Corazoén 5a80 40 a 60 10 a 60
Musculo abdominal 5a80 20a 40 -
Grasa -110 a-80 -60 a -40 -30 a -66
Piel -65 a -20 15a25 -30a 60
Estomago 25a60 5a60 40 a 80
Pulmones -530 a -285 -240a-60 -200 a -830
Vesicula Biliar - 25a40 -
Oviducto - 10a 35 -
Vejiga - 10a 20 -
Mdasculo - 25a40 10 a 40

Aunque, en un comparativo simple de HUs entre humano y X. laevis los valores son similares,
estos aun no pueden ser tomados como definitivos, dada la profundidad de este estudio, el cual
solo tomé en cuenta un individuo adulto de cada sexo y se hizo la determinacién de HU’s fuera
de su estructura anatémica natural por lo cual los valores, a pesar de que clinicamente son
aceptables, es necesario considerar otros aspectos para establecer estos rangos de valores
como adecuados y comparables: a) incrementar el nUmero de organismos analizados, b) analizar
los 6rganos dentro y fuera de su estructura anatdmica original y c) utilizaciéon de otras

herramientas que mejoren la calidad del andlisis, por ejemplo, el uso de contrastes.

Determinar las HU para otros modelos bioldgicos distintos al ser humano tales como X. laevis
puede ser de gran ayuda para la investigacion cientifica ya que permitiria analizar y diagnosticar
las condiciones de salud o enfermedad de estos organismos en estudio, sin necesidad de
sacrificarlos, permitiendo dar seguimiento a estos, ademas de que el uso de modelos de estudio
para evaluar condiciones médicas que se pueden presentar en el humano permite realizar
investigaciones en periodos de tiempo mas cortos y permitiendo la identificaciones de otros

aspectos que en algunas ocasiones pueden ser dificiles de observar en humanos.

70




Capitulo VI: Conclusiones y Perspectivas

CONCLUSIONES

e El origen proteico de la dieta demostro establecer tendencias de crecimiento diferentes
en los organismos experimentales, siendo la proteina de soya la proteina con menor
aprovechamiento para el aumento de peso.

e Las dietas omnivora y carnivora demuestran que son capaces de mantener el aumento
de peso esperado en una etapa de crecimiento activa, sin importar que la dieta omnivora
contiene una proporcion de proteina vegetal.

e La dieta con proteina de soya demostr6 generar una disminucién en el ritmo de
crecimiento en longitud en los organismos experimentales; las dietas carnivora y
omnivora mantienen el crecimiento esperado.

e El origen proteico en la dieta no es el Unico factor del que depende el peso y el ritmo de
crecimiento, sino también debe ser considerado el aporte caldrico de la dieta.

e Lasoya es un alimento vegetariano que a pesar de cumplir con un estatus de calidad de
la proteina y la presencia alta de otros nutrientes como el calcio y componentes bio-
activos (isoflavonas), su aprovechamiento en organismos no vegetarianos se ve
disminuido por su nivel de anti nutrientes.

e X. laevis es un modelo capaz de adaptarse a cambios en su régimen alimenticio, sin
embargo, ante la falta de informacion sobre metabolismo y adaptaciones al alimento,
debe de sugerirse un plan de alimentacion mas organizado tomando en cuenta sus
condiciones fisiologicas.

e Se comprobo la relacién de peso y complexion corporal del organismo con la densidad
0sea, pero no se demostrd que el origen proteico sea el responsable de los cambios
observados en la salud del hueso.

e Las unidades Hounsfield de X. laevis determinadas para macho y hembra son similares

a las que se conocen en el humano.
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PERSPECTIVAS

e Para un anadlisis mas completo del efecto del origen proteico de la dieta, se sugiere
analizar ademas del contenido fisicoquimico de los nutrientes (proteinas, carbohidratos,
grasas, etc.), también la proporcion de aminoacidos presentes en las dietas.

o Contemplar a la grasa visceral y las proporciones masa corporal/grasa visceral como
factores morfométricos a evaluar en los efectos de la dieta.

o Contemplar al calcio como variable de estudio y analizar los cambios en sus niveles en
diferentes tiempos (por ejemplo: inicial, intermedio y final).

e Para un andlisis mas completo, el estudio puede contemplar el uso de organismos en la
etapa inmediata después de la metamorfosis y continuar por periodos largos hasta que
estos logren su talla maxima e incluso la reproduccion.

e Realizar un estudio similar en rangos amplios de tiempo puede ayudar a calcular la
eficiencia proteica para el crecimiento en otros modelos de estudio (no roedores).

e Proponer un sistema de modelado que permita conocer la densidad dsea correcta a partir
de la determinacion de HU's.

e Evaluar los niveles de isoflavonas en distintas etapas de la alimentacion diferencial para

conocer si existen efectos reproductivos con el consumo de proteina de soya.
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Anexo 1. Resultados BLAST

Query: None Query ID: lcl| Query_37369 Length: 21

>Xenopus laevis DNA. BAC clone: XLB1-344G18, complete sequence
Sequence ID: AP@13026.1 Length: 81273
Range 1: 75377 to 75397

Score:42.1 bits(21), Expect:0.17,
Identities:21/21(100%), Gaps:0/21(0%), Strand: Plus/Minus

Query 1 CCACACCCAGCTCATGTAAAG 21

LEEERREEEETTTTEEEET L
Sbjct 75397 CCACACCCAGCTCATGTAAAG 75377

Figura 23. DM-W (Fwd)

huery: None Query ID: lcl|Query 505851 Length: 2@

>Xenopus laevis DNA. BAC clone: XLB1-344G18, complete sequence
Sequence ID: AP013026.1 Length: 81273
Range 1: 75138 to 75157

Score:4@.1 bits(20), Expect:0.63,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(@%), Strand: Plus/Plus

Query 1 GGGCAGAGTCACATATACTG 20
LECECEEEEEEEETTTTT T

Sbjct 75138 GGGCAGAGTCACATATACTG 75157

Figura 24. DM-W (Rev)

Query: None Query ID: lcl|Query_ 35093 Length: 21

>Xenopus laevis DNA, BAC clone: XLB1-061P14, strain: J, complete sequence
Sequence ID: APQ14668.1 Length: 81455
Range 1: 41304 to 41324

Score:42.1 bits(21), Expect:0.17,
Identities:21/21(100%), Gaps:0/21(0%), Strand: Plus/Minus

Query 1 CACTTGCAGGGTTGCATTTTC 21

Sbjct 41324 CACTTGCAGGGTTGCATTTTC 41304

>Xenopus laevis DNA. BAC clone: XLB1-344G18, complete sequence
Sequence ID: AP913026.1 Length: 81273
Range 1: 4659 to 4679

Score:42.1 bits(21), Expect:0.17,
Identities:21/21(100%), Gaps:0/21(0%), Strand: Plus/Plus

Query 1 CACTTGCAGGGTTGCATTTTC 21

ARRRRRRRRAR Ry
Sbjct 4659 CACTTGCAGGGTTGCATTTTC 4679

Figura 25. W specific 1 (Fwd)
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huery: None Query ID: lcl|Query 32769 Length: 20

>Xenopus laevis DNA, BAC clone: XLB1-061P14, strain: J, complete sequence
Sequence ID: APO14668.1 Length: 81455
Range 1: 41071 to 41090

Score:40.1 bits(20), Expect:0.66,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(0%), Strand: Plus/Plus

Query 1 ATGCAGTTGTCCCTGTGATC 20

Sbjct 41071 ATGCAGTTGTCCCTGTGATC 41090

>Xenopus laevis DNA. BAC clone: XLB1-344G18, complete sequence
Sequence ID: AP@13026.1 Length: 81273
Range 1: 4893 to 4912

Score:40.1 bits(20), Expect:0.66,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(0%), Strand: Plus/Minus

Query 1 ATGCAGTTGTCCCTGTGATC 20

Sbjct 4912 ATGCAGTTGTCCCTGTGATC 4893
Figura 26. W specific 1 (Rev)

Query: None Query ID: lcl|Query 35751 Length: 22

>Xenopus laevis DNA, BAC clone: XLB1-218F@5, strain: J, complete sequence
Sequence ID: APQ14673.1 Length: 119567
Range 1: 115422 to 115443

Score:44.1 bits(22), Expect:0.043,
Identities:22/22(100%), Gaps:0/22(0%), Strand: Plus/Minus

Query 1 AAAACCATGACCTCCCGGATAC 22

Sbjct 115443 AAAACCATGACCTCCCGGATAC 115422

Figura 27. W specific 3 (Fwd)

Query: None Query ID: lcl|Query 3857 Length: 21

>Xenopus laevis DNA, BAC clone: XLB1-218F@5, strain: ], complete sequence
Sequence ID: AP@14673.1 Length: 119567
Range 1: 115128 to 115148

Score:42.1 bits(21), Expect:0.17,
Identities:21/21(100%), Gaps:0/21(0%), Strand: Plus/Plus

Query 1 TAGGGAGGGGTTTGGAGGTTC 21
NRRRRARAAR AR
Sbjct 115128 TAGGGAGGGGTTTGGAGGTTC 115148

Figura 28. W specific 3 (Rev)
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puery: None Query ID: lcl|Query 60737 Length: 20

>PREDICTED: Xenopus tropicalis doublesex and mab-3 related transcription factor 1
(dmrt1), mRNA

Sequence ID: XM ©31890717.1 Length: 2540

Range 1: 1063 to 1082

Score:40.1 bits(20), Expect:0.66,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(0%), Strand: Plus/Plus

Query 1 AACAGGAGCCCAATTCTGAG 20
ARRRRRRR RN
Sbjct 1063 AACAGGAGCCCAATTCTGAG 1082
>PREDICTED: Xenopus laevis doublesex and mab-3 related transcription factor 1 L
homeolog (dmrtl.L), transcript variant X1, mRNA
Sequence ID: XM_018250680.1 Length: 2259
Range 1: 1154 to 1173

Score:40.1 bits(20), Expect:0.66,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(0%), Strand: Plus/Plus

>Xenopus laevis DNA. BAC clone: XLB1-234B17, complete sequence
Sequence ID: AP913016.1 Length: 12260
Range 1: 3187 to 3206

Score:40.1 bits(20), Expect:0.66,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(0%), Strand: Plus/Plus

Figura 29. DMRT1 (Fwd)

Query: None Query ID: lcl|Query_56455 Length: 20

>Xenopus borealis doublesex- and mab-3-related transcription factor 1B (dmrtl.L) mR
Sequence ID: MK997575.1 Length: 2167
Range 1: 1332 to 1351

Score:40.1 bits(20), Expect:0.66,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(0%), Strand: Plus/Minus

Query 1 AACTGCTTGACCTCTAATGC 20

Sbjct 1351 AACTGCTTGACCTCTAATGC 1332

>PREDICTED: Xenopus laevis doublesex and mab-3 related transcription factor 1 L
Sequence ID: XM ©18250680.1 Length: 2259
Range 1: 1338 to 1357

Score:40.1 bits(20), Expect:0.66,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(@%), Strand: Plus/Minus

>Xenopus laevis DNA. BAC clone: XLB1-234B17, complete sequence
Sequence ID: AP@13016.1 Length: 12260
Range 1: 3371 to 3390

Score:40.1 bits(20), Expect:0.66,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(0%), Strand: Plus/Minus

Figura 30. DMRT1 (Rev)




Query: None Query ID: lcl|Query 50795 Length: 20

>Streptomyces venezuelae strain ATCC 21782 chromosome, complete genome
Sequence ID: CP@29190.1 Length: 7525322
Range 1: 7322711 to 7322730

Score:40.1 bits(20), Expect:0.66,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(0%), Strand: Plus/Plus

Query 1 AGTCGAACCAGTCCCGCCAG 20

Sbjct 7322711 AGTCGAACCAGTCCCGCCAG 7322730

>PREDICTED: Xenopus laevis uncharacterized LOC108705497 (LOC108705497), ncRNA
Sequence ID: XR ©001933792.1 Length: 690
Range 1: 357 to 376

Score:40.1 bits(20), Expect:0.66,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(0%), Strand: Plus/Minus

Query 1 AGTCGAACCAGTCCCGCCAG 20

Sbjct 376 AGTCGAACCAGTCCCGCCAG 357

>PREDICTED: Hyalella azteca very low-density lipoprotein receptor-like
(LOC108680555), mRNA

Sequence ID: XM 018169410.1 Length: 4622

Range 1: 1318 to 1337

Score:40.1 bits(20), Expect:0.66,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(0%), Strand: Plus/Plus

Query 1 AGTCGAACCAGTCCCGCCAG 20

AR RRANARNRAARS
Sbjct 1318 AGTCGAACCAGTCCCGCCAG 1337

>Xenopus laevis DNA, fosmid clone: XLFIC-012019, strain: J, complete sequence
Sequence ID: APO14677.1 Length: 35069

Range 1: 357 to 376 Range 2: 1359 to 1373

Strand: Plus/Plus

Score:48.1 bits(20), Expect:0.66, Score:30.2 bits(15), Expect:640,

Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(0%) 'Identities:15/15(100%), Gaps:0/15(e%),

Strand: Plus/Plus

Query 1 AGTCGAACCAGTCCCGCCAG 20 Query 6 AACCAGTCCCGCCAG 20
ARRNRRRNARRARRRAARY ARRRRRNRAARNY

Sbjct 376 AGTCGAACCAGTCCCGCCAG 357 Sbjct 1359 AACCAGTCCCGCCAG 1373

Figura 31. Z specific 1 (Fwd)




Query: None Query ID: 1cl|Query 14279 Length: 20

>PREDICTED: Xenopus laevis uncharacterized LOC108705497 (LOC108705497), ncRNA
Sequence ID: XR_001933792.1 Length: 690
Range 1: 6 to 25

Score:40.1 bits(20), Expect:0.66,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(0%), Strand: Plus/Plus

Query 1  CCTCGATCAAACACATCTCG 20

Sbjct 6  CCTCGATCAAACACATCTCG 25

>Xenopus laevis DNA, fosmid clone: XLFIC-012019, strain: J, complete sequence
Sequence ID: APO14677.1 Length: 35069
Range 1: 6 to 25

Score:40.1 bits(20), Expect:0.66,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(0%), Strand: Plus/Plus

>Xenopus laevis DNA, BAC clone: XLB1-137C07, strain: J, complete sequence
Sequence ID: APQ14671.1 Length: 119170
Range 1: 35948 to 35967

Score:40.1 bits(20), Expect:0.66,
Identities:20/20(100%), Gaps:0/20(0%), Strand: Plus/Plus

Figura 32. Z specific 1 (Rev)

Query: None Query ID: lcl|Query_50191 Length: 20

>Providencia rettgeri strain YPR31 chromosome, complete genome
Sequence ID: CP@53896.1 Length: 4605722
Range 1: 704162 to 704180

Score:38.2 bits(19), Expect:2.6,
Identities:19/19(100%), Gaps:@/19(8%), Strand: Plus/Minus

Query 2 GTTGCAGTACCATTTCTTC 20

Sbjct 704180 GTTGCAGTACCATTTCTTC 704162

Figura 33. Z specific 2 (Fwd)

Query: None Query ID: lcl|Query 26541 Length: 20

>PREDICTED: Alligator mississippiensis tripartite motif-containing protein 15-like
Sequence ID: XM ©019499332.1 Length: 1955
Range 1: 684 to 702

Score:38.2 bits(19), Expect:2.6,
Identities:19/19(100%), Gaps:0/19(0%), Strand: Plus/Plus

Query 2  AAAGTGCCAGCAGGGAGCC 20
FEEEEEETETTTTT T

Sbjct 684 AAAGTGCCAGCAGGGAGCC 702

Figura 34. Z specific 2 (Rev)

85




ANnexo 2. PCRs virtuales para determinar el tamafio del amplicén

— [ — S
9 E=S =N
Run a PCR = e

PCR(X. laevis) DM-W.txt.xdna

Primer 1 Name Comments 0 char Total length Type Topology to
[ DWW Fw (2027) bt xdna | ®DNA 260 DA Linear C 1
Size: 0+21=21nt (_1Deg. DNA [ Locked fength
s G | Show features l:l
) Oliga tail not identical to the targst sequence Eaamen el ol gl e el . T oo o , SSQUENCE  Comments | Exremilies Features
5| |[ccacaceeaccrenteTanne |3 p
- A

s0|aaTon »
Primer 2 Name Comments 0 char £

1o AACRARAACATATE
[ Du-W Rev (2021) b xdna | @®DNA 127 |maca
Size:  0+20-20nt ”Deg. DNA e
Tm: 58.4/58.4 248
Oligo tail not identical to the target sequence Segment identical to the target s=quence asa)

5| || cescacasreacaratacte |2 | Open || S o
Oligos for PCR Copy Oligos see

€38
>Primer 2 : DM-W Rev (2021).txt.xdna -- Size : 0 + 20 = 20 nt -- Tm initial/Tm final : ~ €87
58.4 / 58.4 726
(GGGCRGAGTCACATATACTS T
AT B34 [=]
=
v
o | Graphichap | Sequencelap & Fing |
Select Target DNA | phic Map S g

Show Selection Information & Translation

| EvaluatePCR | Run PCR | |
PCR fragment length :

fis DNA. BAC clone: XLB1-344G18, comph 81273 nt

Figura 35. PCR de DM-W

I ®runorcn (=)= =]
|
Run a PCR == Serie Cones romma 1o,
1 PCR(AP014668.1 Xenopus laevis DNA, BAC ¢
Primer 1 Name Comments GEE Total length Type Topalogy to
[ W-speciic1 (Fw) ttxdna | ®0NA ]
254 DNA Linear
Size: 0+21=21nt () Deg. DNA
Tm: 594/594 - [ Locked Elluvm
Oiigo tail not identical to the targst sequence ‘Segment identical to the target sequence ~/ Show features.
5 ‘ ‘ |CM.'[IGCAGGGI'[G(;MIITC |3' Open Save » Sequence Comments Extremities Features
N TRRIACTATAACICRATMT g
Primer 2 Name Comments 0 char ;: -
| W-specific 1 (Rev).xdna | (® DNA 148 AE
157
Size: 0+20=20nt () Deg. DNA 24€ |CAACTGCAT
Tm:  58.4/584 =
Oligo tail not identical to the target sequence ‘Segment identical to the target sequence =
5 ‘ ‘ | ATGCAGTIGICCCTGTEATC | 3 | Open Save =
- 540
Dligos for FCR Copy Oligos |
>Primer 2 : W-specific 1 (Rev).xdna —— Size : 0 + 20 = 20 nt — Tm initial/Tm final : " =
S8.4 / 58.4 .
(ATGCAGTTGICCCTGTGATC 785
v 824 El
| selectTarget DA | 2 craphicMap | Sequencemiap ||Find |
 Evaluate PCR | | Run PCR | | |
A i Show Selection Information & Translation
|, DMA, BAC clone XLB1-061P14, strain Jx 81455 nt PCR fragment length : Wap
| selectTargetona m y S | | 2 | ocrapnichap | sSequenceMap |& Find |
: VAEE PER = [ Show Selection Information & Translation |
evis DNA. BAC clone - XLB1-344G18, com 31273 nt

Figura 36. PCR de W-specific 1
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Lo =SR]

|

Fie Serial Cloner Format

Primer 1 Name Comments 0 char PCR(AP014673.1 Xenopus laevis DNA, BAC ¢
[ w-specific 3 (Fw)xdna | @D Tatal length Type Topslogy
Size: 0-22=22nt ) Deg. DNA 316 DNA Linear

Tm: 621/62.1 [ Locked

Oligo tail not identical to the target sequence ‘Segment identical to the target sequence ~ Show features

() PCR (X, laevis) W-specific 3.txtxdna [= ][ = =]

| [raraccareaccreccseatac 3 | Open | o , SSUnSE Comments Exvemities  Festurss
FPeY
Primer 2 Name GComments 0 char 5; il
[W-specific 3 (Revixdna | ®DNA ] i
Size: 0:21=21nt ) Deg. DNA Lo AT erane]
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. 2s2
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B24 E
Select Target DNA | SavE || Graphic Map ” Sequence Map |@Hnd |

|s DNA, BAC clone XLB1-218F05, strain Jx 119557 nt

[ Show Selection Infarmation & Translation

Figura 37. PCR de W-specific 3

Figura 38. PCR de DMRT1 (mMRNA)

© =S R
u n a ' R e Serial Cloner Format g
1 ), transcript variant X1, mRm.txt.xdnaﬂ
Primer 1 Name Comments 0 char Total length Type Topalogy
| DMRT1 (Fw) xdna | ® DNA 204 DNA Linear
Size: 0+20=20nt (_1Deg. DNA [ Locked
Tm 56.4/58.4
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Oligo tail not identical 1o the target sequence Segment identical 1o the target sequente —
5 | | ‘ |3, Open e N Sequence  Comments Extremities Festures
1
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(@ RunaPCR

[=1& =]

Primer 1 Name Comments 0 char
[ DMRT1 (Fw) xdna | @DNA
Size: 0:20=20nt () Deg. DNA

Tm: 58.4/584
Oligo tail not identical to the tanget sequence

Segment identical to the target sequence
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Size: 0+20=20nt (") Deg. DNA
Tm: 5641564
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v
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Figura 39. PCR de DMRT1 (DNA)

=
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Figura 40. PCR de Z-specific 1
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