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RESUMEN 

La malnutrición es un desequilibrio entre la ingesta de nutrientes y las 

necesidades energéticas básicas, origina alteraciones del balance energético, estrés 

oxidativo y recambio de proteínas. Los aminoácidos no son sólo importantes 

precursores de la síntesis de proteínas y otros compuestos nitrogenados, sino que 

también participan en la regulación de la mayoría de los procesos metabólicos. En 

este trabajo se propuso examinar si la malnutrición proteica crónica altera los 

niveles de algunas enzimas hepáticas, generando un ambiente favorable para el 

desarrollo de hepatocarcinogénesis y, además, si la ingesta permanente de 

metionina ejerce un efecto hepatoprotector. Para ello, se diseñó y aplicó un modelo 

experimental a ratones hembra BALB/c. El mismo consiste en la aplicación de 3 ciclos 

de alimentación, constituido cada uno por 5 días de dieta carente de proteínas y 

aminoácidos seguidos de 5 días de realimentación con dieta completa. Un protocolo 

parecido se utilizó para examinar la acción del aminoácido metionina, que fue 

agregado a la dieta aproteica en la proporción que posee la dieta completa. Además, 

dado que las alteraciones metabólicas causadas por la malnutrición proteica crónica 

pueden acrecentar la susceptibilidad al desarrollo de hepatocarcinogénesis (HCC), se 

analizaron los efectos de los tratamientos nutricionales en animales inyectados con 

dietilnitrosamina (DEN). Los resultados obtenidos mediante una amplia gama de 

técnicas bioquímicas e histológicas sugieren que la malnutrición proteica crónica 

modifica ciertas enzimas hepáticas en el mismo sentido al descripto para el desarrollo 

de HCC, aumentando el estrés oxidativo, y alterando parámetros físicos, bioquímico ï 

moleculares, e histológicos que configuran un marcado daño hepático. En su mayoría, 

estas alteraciones también se presentan en los ratones inyectados con DEN, con la 

añadidura del desarrollo de focos preneoplásicos. Estos, junto con la disminución en la 

actividad apoptótica, promoverían el desarrollo de tumores malignos a largo plazo.  
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Por otro lado, este estudio también demuestra que la ingesta permanente de 

metionina ejerce una acción hepatoprotectora previniendo, en algunos casos en forma 

total y otros en forma parcial, las alteraciones generadas por la malnutrición proteica 

crónica en presencia o ausencia de DEN.  

  



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Introducción general
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Malnutrición proteica, influencia de los aminoácidos. 

Muchos factores pueden causar malnutrición, la mayoría de los cuales se 

relacionan con una dieta pobre en alguno de sus componentes principales, ya sean 

hidratos de carbono, lípidos ó proteínas.  

En animales, la desnutrición proteica produce pérdida de peso, retardo en el 

crecimiento, incremento en la susceptibilidad a enfermedades infecciosas y en caso 

extremo la muerte (Young 1994; Fafournoux y col., 2000). Estudios realizados en 

ratones muestran que la privación dietaria de proteínas afecta de manera diferente a 

distintos órganos. Bajo estas condiciones el contenido total de proteínas disminuye en 

mayor proporción en hígado (40%) (Conde y Scornik 1976) y riñón (20%) (Addis y col., 

1936), y en menor proporción en los demás órganos y tejidos. Además, se producen 

modificaciones en el contenido de ribosomas tisulares y disminución del crecimiento 

corporal (Pain y col., 1974; Conde y Franze-Fernandez 1980). 

Durante la década del 50, se analizó el rol de los aminoácidos en los 

requerimientos nutricionales a partir de estudios del balance de nitrógeno. Estos 

estudios definieron un grupo de 8 aminoácidos cuya omisión en la dieta genera un 

balance de nitrógeno negativo. Estos aminoácidos se denominaron esenciales y son 

requeridos para mantener la salud en el adulto. Ellos son: isoleucina, leucina, lisina, 

metionina, fenilalanina, treonina, triptófano y valina (Rose 1957; Rose 1968). Más 

adelante, algunos investigadores demostraron que la suplementación con aminoácidos 

esenciales a una dieta sin proteínas no disminuye la pérdida de nitrógeno, pero sí 

mejora el balance del mismo (Yokogoshi y Yoshida 1976), previniendo las 

consecuencias fisiológicas ocasionadas por su déficit. Esto se fundamentó en el hecho 

de que los aminoácidos esenciales son importantes reguladores del crecimiento, 

influyendo directamente sobre la síntesis y degradación de las proteínas (Conde y 



4 
 

Scornik 1976). La tasa de síntesis proteica de los diferentes tejidos animales es 

controlada por el suministro de aminoácidos. Cuando éste es inadecuado, los 

diferentes tejidos responden con una respuesta adaptativa importante (Mortimore y 

Poso 1984; Meijer y col., 1993). Los aminoácidos pueden actuar como sustratos 

glucogénicos, transportadores de nitrógeno, neurotransmisores y reguladores del 

recambio proteico, la actividad enzimática y el flujo de iones. Además, pueden ser 

precursores de transductores de señales, nucleótidos y neurotransmisores 

(Fafournoux y col., 2000), y participar en la regulación de la expresión de diversos 

genes (Bruhat y col., 2000; Averous y col., 2003).  

Además de ser esencial, el aminoácido metionina, es necesario para la síntesis 

de coenzima A, taurina y glutatión. Actúa, también, como donor de grupos metilo para 

la metilación del ADN durante la expresión de proteínas, la síntesis de epinefrina, 

fosfatidilcolina, creatinina y melatonina (Miller 2003). También es el primer aminoácido 

en la biosíntesis de las proteínas eucariotas. Por lo tanto, su déficit dietario podría 

afectar a este mecanismo y provocar, consecuentemente, un mal funcionamiento de 

los órganos (Bonatto y col., 2006). 

Modelo nutricional de ciclos de privación proteica-realimentación 

Nuestro grupo de investigación ha realizado diversos estudios sobre el efecto 

de la administración de una dieta sin proteínas y aminoácidos durante 5 días sobre el 

metabolismo hepático del ratón (Conde y Scornik 1976; Amils y col., 1977; Conde y 

Scornik 1977; Conde y Franze-Fernandez 1980; Cassia y col., 1991; Sanllorenti y col., 

1992; Cassia y Conde 1994; Garcia-Mata y col., 1997; Sanllorenti y col., 2001; Ronchi 

y col., 2004; Ronchi y col., 2010). Por el tiempo de tratamiento, este modelo 

experimental representa una malnutrici·n proteica ñagudaò (Addis y col., 1936).  
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Con el objetivo de analizar los efectos de la dieta sin proteínas ni aminoácidos 

en  mayores períodos de tiempo, se ideó aplicar a ratones hembra BALB/c ciclos de 5 

días de dieta sin proteínas ni aminoácidos (privación proteica) seguidos de 5 días de 

dieta completa (realimentación) repetidos tres veces. Este modelo experimental 

compuesto por 3 ciclos de privación proteica-realimentación, procura representar una 

malnutrición proteica ñcr·nicaò. 

Existen numerosos estudios sobre el efecto de la malnutrición calórica crónica 

sobre procesos de envejecimiento celular (Estep y col., 2009), carcinogénesis 

(Kirkland 2010; Froy y col., 2011), y otros mecanismos fisiológicos (McKee Alderman y 

col., 2010). También existen estudios acerca de los efectos de una malnutrición 

proteica parcial ïdieta hipoproteica- crónica (Ayala y col., 2007; Caro y col., 2009). Sin 

embargo, son escasas o incompletas las investigaciones sobre los efectos causados 

por períodos reiterados bajo dieta totalmente carente de proteínas y aminoácidos. Esta 

falta de conocimiento ha motivado la realización del presente estudio. 

Cáncer de Hígado 

Cáncer o neoplasia es el proceso de proliferación anormal de células de un 

órgano o tejido que desemboca en la formación de tumor. Las neoplasias son el 

resultado de un proceso generado por una enfermedad crónica que se puede 

desarrollar durante la vida de cualquier especie. Durante este proceso, se producen 

una serie de cambios secuenciales que afectarán a un tejido particular. Una de las 

vías más comunes para el desarrollo del cáncer implica la aparición de lesiones 

focales (nódulos, papilomas, pólipos) también denominadas focos preneoplásicos. Su 

denominación como focos preneoplásicos se fundamenta en que estas lesiones no 

son más que precursores neoplásicos de la enfermedad, ya que la continuidad de la 

lesión en el desarrollo del cáncer está ampliamente demostrada tanto en animales de 

experimentación como en la clínica aplicada (Laconi y col., 2008). Por lo tanto estas 
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lesiones presentan uno de los posibles sitios en donde el cáncer puede desarrollarse. 

La población celular que da lugar a los nódulos, papilomas o pólipos son generalmente 

homogéneas en tamaño, forma y en la expresión de determinados marcadores 

bioquímicos. Sin embargo, estas últimas propiedades se pierden durante el desarrollo 

tumoral, que se caracteriza típicamente por aumento de los niveles de heterogeneidad 

de las células tumorales (Foulds 1965). 

El cáncer de hígado o hepatocarcinogénesis (HCC) es una enfermedad 

compleja que resulta de un proceso con múltiples etapas que implica la desregulación 

de una serie de diferentes cascadas de señales. En 2010, a un total de 24.120 adultos 

(17.430 hombres y 6.690 mujeres) se les diagnosticó cáncer primario de hígado en 

USA; American Cancer Society (2010). Se calculó que durante ese año esta 

enfermedad causó unas 18.910 muertes (12.720 hombres y 6.190 mujeres). El cáncer 

de hígado también es la quinta causa más frecuente de muerte por cáncer en los 

hombres y la novena en las mujeres con una tasa de supervivencia del 13%, American 

Cancer Society (2010). En comparación con USA, el cáncer de hígado es mucho más 

común en los países en desarrollo como México, Argentina, África y Asia oriental.  

El cáncer de hígado comienza con el desarrollo de lesiones focales o focos 

preneoplásicos en el parénquima. Para que un tumor se desarrolle deben ocurrir 3 

procesos (Fig.1): 

i) Iniciación de las células: la célula se inicia en un grado de crecimiento de 

autonomía inerte. Durante este proceso se generan alteraciones genéticas 

irreversibles, inducidas por iniciadores (Lee 2000). Los iniciadores carcinogénicos son 

compuestos genotóxicos que causan mutaciones alterando la expresión de varios 

genes, la mayoría de ellos involucrados en la regulación del ciclo celular. La 

dietilnitrosamina (DEN) es el agente iniciador más utilizado para generar HCC química 

(Vesselinovitch y Mihailovich 1983). El análisis de varias etapas de desarrollo del 
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cáncer ha llevado a la conclusión de que la iniciación por sí sola no da lugar a un 

crecimiento significativo de las lesiones preneoplásicas y/o neoplásicas y que su 

desarrollo depende de un ambiente promotor (Farber 1981) ya sea por agentes 

externos o endógenos (Lee 1998). 

ii) Promoción: la promoción tumoral está definida como un proceso de selección 

celular, a partir de la proliferación de células (iniciadas por químicos o por mutaciones 

endógenas) que adquieren una ventaja proliferativa frente a un medioambiente celular 

particular (Solt y Farber 1976). El crecimiento de estas células que dan origen a las 

lesiones focales puede ser inducido por estímulos fisiológicos endógenos o generados 

por químicos. Por lo tanto, las primeras fases del desarrollo del cáncer son muy 

dependientes de las influencias ambientales, de hecho se puede interpretar como 

reacciones de adaptación a nuevas condiciones del tejido circundante (Laconi y col., 

2008). Concretamente, si el crecimiento potencial de las células normales en un tejido 

determinado fue afectado, podría traducirse como la fuerza impulsora en cualquier 

célula iniciada para expandirse y compensar el deterioro de sus células vecinas. 

Consecuentemente se produce el desarrollo del cáncer. En el estado de promoción 

también se involucran anormalidades como en el estado de iniciación pero con una 

mayor amplificación de respuesta. Entre ellas encontramos amplificación de genes, 

traslocación y deleción con anormalidades asociadas a cromosomas (Hikita y col., 

1999). Los factores que positivamente modulan el estado de promoción son llamados 

promotores y son generalmente no genotóxicos, ejerciendo su efecto a través de 

mecanismos epigenéticos (Lee 2000). 

iii) Progresión: este proceso está determinado por las transformaciones que 

convierten la proliferación celular original en un tumor maligno e invasivo (Farber 

1981). 
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        (Laconi y col., 2008) 

Figura 1. Representación esquemática de estadios en el desarrollo de carcinogénesis. 

Estudios realizados sobre animales sometidos a períodos de ayuno seguidos 

de realimentación determinaron que cortos períodos de realimentación fueron capaces 

de iniciar células y de potenciar los efectos de promoción tanto como los efectos de 

proliferación celular en estadios tempranos de HCC (Hikita y col., 1998).  

Los modelos animales, proveen un método adecuado para el estudio de los 

eventos moleculares que pueden estar ocurriendo durante la tumorigénesis, 

permitiendo la identificación de uno o más de los múltiples pasos en el desarrollo de 

las neoplasias. De esta manera los sistemas in vivo, permiten avanzar en el 

conocimiento de las etapas iniciales de la carcinogénesis, ya que los modelos de 

tumores trasplantables, aquellos que se implantan en el organismo en una etapa 

avanzada de desarrollo, solamente permiten evaluar la progresión y metástasis.  
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Relación entre la malnutrición proteica y las proteínas involucradas en 

procesos preneoplásicos y de hepatocarcinogénesis. 

La regulación de la expresión de genes en respuesta a cambios en el 

medioambiente nutricional es uno de los eventos mejores documentados (Fafournoux 

y col., 2000). Particularmente, los mamíferos ajustan su metabolismo según la ingesta 

de alimentos (Averous y col., 2003), siendo la expresión de genes una compleja 

interacción de hormonas, neuronas y factores nutricionales (Fafournoux y col., 2000; 

Chaveroux y col., 2010). En ratones alimentados durante 5 días con dietas carentes de 

proteínas y aminoácidos cambian los niveles de proteínas relacionadas con el 

metabolismo de lípidos, como la ácido graso sintasa (FAS), la eliminación de 

sustancias tóxicas y en el mantenimiento del estado redox celular como las anhidrasas 

carbónicas (AC) y las glutatión S-transferasas (GSTs) (Garcia-Mata y col., 1997; 

Garcia-Mata y col., 1998; Ronchi y col., 2004) o el metabolismo de hidratos de 

carbono, como la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Sanllorenti y col., 

1992). Los niveles proteicos de algunas de ellas son capaces de normalizarse con el 

agregado de metionina como suplemento dietario (Ronchi y col., 2004). En este caso 

la metionina actuaría como regulador en el balance proteico.  

La proteína ácido graso sintasa (FAS) es una enzima multifuncional que 

sintetiza el ácido palmítico desde acetil-CoA, malonil-CoA y NADPH. Por lo tanto juega 

un rol principal en la síntesis de novo de lípidos en roedores y humanos. La regulación 

hormonal de la expresión de FAS ha sido el foco de muchos estudios, y la insulina es 

conocida por regular su expresión a nivel transcripcional (Wolf y col., 1994; Sul y Wang 

1998; Wang y Sul 1998). Los componentes de la dieta pueden también afectarla, 

donde los aminoácidos esenciales regulan su expresión (Dudek y Semenkovich 1995; 

Fafournoux y col., 2000). Usualmente FAS se expresa en bajos niveles en la mayoría 

de los tejidos de adultos, encontrándose regulada negativamente su síntesis de novo. 

Los lípidos son necesarios no sólo para el metabolismo energético, sino que también 
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proporcionan el conjunto de sustratos disponibles para la biogénesis de las 

membranas celulares, lo cual es particularmente importante para las células tumorales 

(Evert y col., 2005). Por este motivo esta enzima se encuentra sobreexpresada en 

muchos neoplasmas. Varias evidencias demuestran su sobreexpresión en lesiones 

preneoplásicas hepáticas siendo una de las principales alteraciones registradas (Evert 

y col., 2005). 

Las Anhidrasas Carbónicas (AC) son una familia de metaloenzimas que 

catalizan la hidratación reversible del dióxido de carbono, produciendo bicarbonato e 

hidruro. Esta función enzimática regula el pH celular y el transporte de dióxido de 

carbono (Tripp y col., 2001). Al menos 15 proteínas diferentes con estructura de 

anhidrasa carbónica son conocidas en mamíferos, de las cuales 11 tienen actividad 

catalítica activa (Lehtonen y col., 2004). La existencia de múltiples isoenzimas radica 

en una importante variedad de funciones fisiológicas incluyendo el balance ácido base, 

la respiración, la acidificación urinaria y la reabsorción ósea (Kim y col., 2004). Las 

isoenzimas varían en su expresión durante el desarrollo, dependiendo del tejido y 

localización subcelular. La ACIII se diferencia de otras isoenzimas del grupo por su 

abundancia en músculo esquelético, tejido adiposo, hígado, y por presentar una baja 

actividad hidratasa de CO2  (Kim y col., 2000). Posee dos residuos de Cys que se 

enlazan con GSH (mecanismo llamado glutatiolación) en respuesta a estrés oxidativo 

(Chai y col., 1994). En conjunto, estas evidencias permiten suponer que la ACIII posee 

un rol fisiológico adicional en la célula, además de su actividad hidratasa. De este 

modo, se determinó que el incremento en la expresión y actividad de ACIII, reduce el 

nivel de especies reactivas de oxígeno y protege a la célula contra apoptosis inducida 

por H2O2 (Raisanen y col., 1999). Además se une a glutatión in vivo cuando las células 

son expuestas a estrés oxidativo, y es una de las proteínas más carboniladas en el 

hígado de roedores. Esta observación sugiere que esta enzima tendría un rol 

fundamental en la respuesta celular al estrés oxidativo (Thomas y col., 1995). 
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Las glutatión S-transferasas (GSTs) son una familia de enzimas involucradas 

en la detoxificación celular. Se encargan de catalizar la conjugación de glutatión (GSH) 

con diversos compuestos electrofílicos exógenos y endógenos, incrementando su 

solubilidad y acelerando su eliminación de la célula (Hayes y Pulford 1995). La 

transferencia de GSH, junto con el metabolismo de drogas, secuestro de toxinas, 

reparación del ADN, forman parte de un amplio mecanismo celular de protección 

(Chanas y col., 2002). En ratón están descriptas 3 clases de GSTs: alpha (A3), mu 

(M1), y pi (P1) (Ahmad y col., 1997). La expresión de las GSTs es dependiente de 

tejido-edad-sexo. Además, su expresión puede ser inducida por estrés oxidativo dentro 

de la célula (Hayes y Pulford 1995). Por otra parte, miembros de la familia de las GSTs 

aumentan en hepatitis crónica, así como también en distintos tipos de cáncer 

(Tsuchida y Sato 1992; Hayes y Pulford 1995; Morand Chirstine 1997; Strange y col., 

2001; Chanas y col., 2002; Nebert y Vasiliou 2004) y ciertas condiciones nutricionales 

(Garcia-Mata y col., 1997; Garcia-Mata y col., 1998). Debido a esto, las GSTs son 

consideradas marcadores cancerígenos y de lesiones preneoplásicas (Tsuchida y 

Sato 1992). Entre ellas, la subunidad GSTP1 es un potente marcador de focos 

preneoplásicos hepáticos (Marche-Cova y col., 1995; Ookawa y col., 1998; Satoh y 

col., 2002). 

La enzima Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es conocida por 

su rol en la glicólisis, catalizando la conversión de gliceraldehido 3-fosfato en 1,3-

difosfoglicerato. Sin embargo, también está implicada en una gran diversidad de 

funciones: transporte vesicular desde el retículo endoplásmico al complejo de Golgi 

(Tisdale 2001), ensamblaje de microtúbulos, exportación de ARNt celular y ARN viral 

desde el núcleo al citosol, regulación de la expresión génica mediante control 

traduccional, reparación (actividad uracil-glicosilasa) y replicación de ADN (Sirover 

1999). Su expresión génica puede estar regulada por insulina (Alexander-Bridges y 

col., 1992) y aminoácidos (Claeyssens y col., 2003). En condiciones de estrés 
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oxidativo, al igual que ACIII (Chai y col., 1994), la GAPDH es glutatiolada en residuos 

de cisteína, lo cual la protege de oxidación irreversible (Grant y col., 1999). Por otro 

lado, se ha descripto un aumento en el contenido de GAPDH asociado a HCC debido 

al incremento en la cantidad de depósitos de glucógeno en los focos preneoplásicos 

(Bannasch y col., 1997). 

Estrés oxidativo  

Las especies reactivas de oxígeno (ROS) son constantemente generadas 

dentro de las células por procesos metabólicos. Los radicales más comunes en los 

sistemas biológicos son el radical superóxido (O2Ę
-) y el radical hidroxilo (OHĘ), los 

cuales son predominantemente generados por escapes de la mitocondria durante el 

metabolismo (England y Cotter 2005). La mayor reducción de superóxido, está dada a 

través de la enzima superóxido dismutasa (SOD), originando peróxido de hidrogeno 

(Dalle-Donne y col., 2003). El radical superóxido es relativamente no reactivo pero en 

los sistemas biológicos puede ser convertido en peroxilo, alcoxilo y radicales hidroxilos 

más reactivos (England y Cotter 2005). El nivel celular de estas especies reactivas de 

oxígeno está controlado por la actividad de SOD, así como también por otras enzimas 

antioxidantes como la catalasa (CAT) y la glutatión reductasa (GR) (Averous y col., 

2003; Dasgupta y col., 2006; Ronchi y col., 2010).  

La carbonilación de proteínas es utilizada como un marcador de estrés 

oxidativo (Chevion y col., 2000) ya que ocurre en un alto nivel in vivo relativo a otras 

modificaciones oxidativas, y además es fácilmente detectable (England y Cotter 2005). 

La carbonilación puede ocurrir a través de oxidación directa de las cadenas de 

aminoácidos con ROS incluyendo H2O2 y HOCl¯  (Berlett y Stadtman 1997). Otra 

característica que permite determinar un ambiente prooxidante es el incremento en la 

peroxidación de lípidos, los cuales pueden ser analizados mediante técnicas 

particulares como la medición de los niveles de sustancias reactivas del ácido 2-
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tiobarbitúrico (TBARS) (Berlett y Stadtman 1997; Dean y col., 1997; Francini y col., 

2010). 

Las especies reactivas de oxígeno, pueden actuar dentro de la célula como 

segundos mensajeros y estimular la muerte celular (Carmody y Cotter 2001), ya sea a 

través de la activación indirecta de la célula y las vías de señalización de muerte o a 

través de interacciones directas con las proteínas. Además, las especies reactivas de 

oxigeno están involucradas en una gran variedad de patologías incluyendo el cáncer, 

enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y autoinmunes (Benhar y col., 

2002; Barnham y col., 2004; Griffiths 2005; Cave y col., 2006; Lee y Griendling 2008). 

Componentes del suero sanguíneo.  

Analizar el estado de los componentes del suero o plasma sanguíneo resulta 

de gran utilidad a la hora del diagnóstico de diferentes patologías, incluyendo diversos 

tipos de cáncer. La síntesis de la mayor parte de las proteínas plasmáticas tiene lugar 

en el hígado. Este órgano contiene también enzimas que puede liberar al plasma, 

siendo de alto interés clínico las transaminasas y la fosfatasa alcalina (FA). Así, los 

niveles séricos de transaminasas se utilizan como indicadores de patologías 

hepáticas. Tanto la glutámico-pirúvico transaminasa (SGOT) como la glutámico-

oxalacético transaminasa (SGPT) están presentes en el suero en baja concentración. 

No obstante, si el hígado está dañado, la permeabilidad de la membrana celular 

aumenta y estas enzimas son liberadas a la sangre en grandes cantidades. Las 

enfermedades hepáticas, hepatitis viral, cirrosis, hígado graso, consumo excesivo de 

alcohol, quistes o tumores en el hígado u obstrucciones graves de la vía biliar pueden 

provocar un aumento notable de la SGPT en sangre. Por otro lado, las fosfatasas 

alcalinas son enzimas que se encuentran presentes en casi todos los tejidos del 

organismo, siendo particularmente alta en huesos, hígado, placenta, intestinos y riñón. 

Tanto el aumento, así como su disminución en plasma tienen significado clínico. Un 



14 
 

aumento de la misma puede estar vinculado con una falla hepática entre otras causas 

(Giannini y col., 2005). 

La albúmina es la principal proteína de la sangre. El resto de las proteínas 

presentes en el plasma son mayormente globulinas. La albúmina es fundamental para 

el mantenimiento de la presión oncótica, necesaria para la distribución correcta de los 

líquidos corporales entre el compartimento intravascular y el extravascular, localizado 

entre los tejidos. En deficiencia nutricional proteica, los niveles de albúmina sérica 

disminuyen antes de que aparezcan otros síntomas, incluida la reducción del 

crecimiento (Whitehead y Alleyne 1972). Por lo tanto,  los niveles séricos de albúmina 

son indicadores del estado de nutrición proteica (Whitehead y Alleyne 1972; Bovio y 

col., 2008).  

Otro componente del plasma es el colesterol. Su nivel elevado no es un 

problema a corto plazo, pero si se mantiene durante mucho tiempo, acelera el 

desarrollo de arteriosclerosis, proceso arterial degenerativo, que consiste en un 

endurecimiento y estrechamiento de las arterias. Diferentes estudios epidemiológicos 

han indicado que la alimentación se relaciona con la concentración de colesterol en la 

sangre (Giannini y col., 2005). Además, algunas enfermedades como la diabetes, el 

funcionamiento deficiente de la tiroides o del riñón y enfermedades obstructivas del 

hígado son padecimientos que elevan las tasas de colesterol en sangre. Si bien se ha 

propuesto una relación entre los niveles de colesterol en sangre y el cáncer, aún no 

existen evidencias que confirmen esta hipótesis. 

Dentro de un análisis nutricional integral, es importante conocer el nivel de 

glucosa en sangre.  El mismo puede indicar la energía que proveen las dietas. 

Además, los niveles altos de azúcar en la sangre a largo plazo pueden producir daños 

en diversos órganos.  
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Apoptosis 

Dos formas diferentes de muerte celular, apoptosis y necrosis, han sido 

definidas en términos de morfología, bioquímica e incidencia en los últimos 40 años. 

La apoptosis es un proceso activo con significado biológico y genéticamente definido, 

que juega un rol central en la regulación de la homeostasis y desarrollo. Le da forma a 

los órganos durante la morfogénesis y remueve células inmunológicamente reactivas. 

Estos procesos se caracterizan por cambios morfológicos como son la condensación 

de la cromatina y la fragmentación internucleosomal del ADN, involucrando gasto de 

energía (ATP) (Garcia-Ruiz y Fernandez-Checa 2007).  La necrosis, en contraste, es 

un proceso pasivo y accidental, que provoca una ruptura progresiva del orden 

estructural y funcional de la célula luego de un daño irreversible causado por cambios 

en el ambiente como isquemia severa, temperaturas extremas o trauma mecánico 

(Cummings y col., 1997). La necrosis puede afectar a grandes áreas celulares, 

mientras que la apoptosis puede afectar sólo a un grupo de células. Otro punto que 

permite su diferenciación es que la necrosis produce eventual acumulación de células 

inflamatorias, debido a la liberación de los componentes celulares al tejido circundante 

intersticial. En tanto, la apoptosis fragmenta ordenadamente los componente celulares, 

dando origen a cuerpos apoptóticos que son rápidamente fagocitados por macrófagos 

y, esencialmente, sin reacción inflamatoria (Savill y Fadok 2000; Kurosaka y col., 

2003). 

La apoptosis se observa durante el desarrollo del conducto biliar intrahepático y 

los hepatocitos (Terada y Nakanuma 1995), y también en el hígado adulto mostrando 

cuerpos apoptóticos alrededor del área perivenular (Benedetti y col., 1988; Benedetti y 

col., 1988). Asimismo, la muerte celular por apoptosis está relacionada con muchas 

enfermedades hepáticas como colestasis, daño por alcohol, hepatitis, daño por 

agentes tóxicos, entre otros (Benedetti y Marucci 1999).  
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La apoptosis se desencadena principalmente por dos caminos moleculares: (i) 

mediante receptores de muerte celular (camino extrínseco) y (ii) mediante el camino 

mitocondrial (camino intrínseco) (Fabregat y col., 2007). Ambos caminos activan una 

variedad de proteasas denominadas caspasas (Cisteín aspartato proteasa específica) 

y endonucleasas que degradan los componentes celulares. Las caspasas se expresan 

constitutivamente como proenzimas inactivas, atravesando un proceso proteolítico 

durante su activación. Los caminos intrínsecos y extrínsecos no son mutuamente 

excluyentes y algunas células, incluyendo los hepatocitos, activan el camino 

mitocondrial para amplificar la respuesta desencadenada por el camino de receptores 

de muerte, siendo caspasa 3 la  efectora en hepatocitos (Fabregat y col., 2007).  

La inhibición de caspasas no previene la apoptosis, indicando que existe un 

mecanismo de apoptosis independiente de ellas. Este tipo de apoptosis puede implicar 

factores específicos mitocondriales, entre los cuales encontramos al factor inductor de 

la apoptosis (AIF) (Ravagnan y col., 2002). AIF tiene un doble rol en la célula, en 

primer lugar bajo condiciones normales fisiológicas permanece en la membrana 

mitocondrial eliminando H2O2, mientras que bajo condiciones anormales que activan la 

apoptosis, transloca desde la mitocondria al núcleo dando origen a fragmentos del 

ADN mayores a 50 Kpb (Klein y col., 2002). 

Por otro lado existen las XIAP, proteínas inhibidoras de apoptosis (IAPs), que 

inhiben la actividad de caspasa-3, -7 y -9 (Liston y col., 2003), y protegen las células 

contra varios estímulos apoptóticos (Suzuki y col., 2001; Bratton y col., 2002). Además 

XIAP está críticamente involucrada en la detoxificación de ROS (Resch y col., 2008). 

Cabe mencionar que hay datos opuestos sobre la regulación de XIAP. Por un lado, se 

afirma que es una proteína regulada a nivel postranscripcional que puede estar 

elevada bajo estrés oxidativo (Lewis y Holcik 2005). Por otro lado, se arguye que en la 

apoptosis derivada de hiperglucemia se produce una regulación negativa de XIAP 

debida a un incremento del estrés oxidativo (Verzola y col., 2004). 
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Descripción histológica del hígado 

Un estudio completo de una afección hepática demanda un análisis histológico  

profundo. Rappaport (1973) describió la mínima unidad funcional del acino hepático. 

Esta unidad proporciona la mejor correlación entre la irrigación sanguínea, actividad 

metabólica y patología hepática. Morfológicamente el acino hepático está delimitado 

por el eje menor compuesto por el límite entre dos lobulillos clásicos y dos tríadas 

portales formadas cada una por un ductulo biliar junto con las ramas terminales de la 

vena porta y la arteria hepática, y el eje mayor determinado por una línea imaginaria 

que une dos venas centrales. Esta unidad morfológica puede dividirse en tres zonas 

según la disposición de los hepatocitos rodeando al eje menor (Fig. 2). La zona 1 está 

representada por el área de tejido que rodea en forma inmediata a la triada portal. La 

zona 3 comprende el parénquima más alejado de estas estructuras, rodeando a la 

vena central y a la zona 2 que está formada por el tejido ubicado entre las zonas 1 y 3.  

Además en un extremo del acino hepático puede observarse un área portal (espacio 

portal) que contiene las pequeñas ramas de la arteria hepática y de la vena porta, un 

pequeño dúctulo biliar interlobular y vasos delgados linfáticos. El parénquima que 

rodea al espacio portal es llamado área periportal. 

     

                        (Robbins y Cotran 2009) 

Figura 2. Lobulillo hepático clásico 
En la porción derecha del lobulillo se 
puede observar la mitad del acino 
hepático con las zonas descriptas por 
Rappaport. CV: vena central, PV: rama 
de vena porta, HA: rama de arteria 
hepática, BD: rama dúctulo biliar. 
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Una vez determinada el área a analizar es necesario realizar cortes y tinciones 

estándares. Entre estas tinciones se destaca la hematoxilina y eosina (H&E), que 

permite describir la histoarquitectura del hígado, la tinción con reactivo de Schiff y 

ácido periódico (PAS) que permite reportar la distribución de glucógeno y la tinción con 

tricrómico de Masson que permite evaluar la morfología de los vasos sanguíneos, 

distribución del tejido conectivo, hiperemia y hemorragia. La hiperemia es el aumento 

del contenido sanguíneo intravascular, mientras que la hemorragia es el derrame 

sanguíneo fuera del sistema vascular. Por otro lado, mediante técnicas de 

inmunohistoquímica se pueden realizar estudios histopatológicos basados en la 

utilización de un anticuerpo específico unido químicamente a una enzima que puede 

convertir un sustrato en un producto visible sin afectar el reconocimiento del antígeno. 

El complejo antígeno - anticuerpo así formado permite la identificación y localización 

de marcadores antigénicos característicos de tipos de célula y estados metabólicos 

(Suzuki y col., 2006). 

Todos estos antecedentes permiten formular la siguiente hipótesis: la 

malnutrición proteica crónica modifica la expresión y el contenido de algunas 

enzimas hepáticas, generando condiciones propicias para el desarrollo de 

hepatocarcinogénesis. Además, nuestros resultados previos sobre la malnutrición 

proteica aguda permiten conjeturar que el aminoácido metionina ejerce un efecto 

hepatoprotector durante la malnutrición proteica crónica. 

En base a lo mencionado, se planteó estudiar el efecto de la malnutrición 

proteica crónica sobre el hígado de ratón. Y además, analizar su vinculación con 

el suplemento dietario de metionina y formación de procesos preneoplásicos.  
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Efecto de la malnutrición proteica crónica sobre el hígado de ratón. 

Análisis del suplemento con metionina. 

La malnutrición, desequilibrio entre la ingesta de nutrientes y las necesidades 

energéticas básicas, produce alteraciones metabólicas y estructurales como 

desbalances energéticos, estrés oxidativo y degradación de proteínas (Young 1994; 

Fafournoux y col., 2000; Vabulas y Hartl 2005). 

Los efectos de la malnutrición proteica se han estudiado en roedores 

alimentados con dietas restringidas en proteínas. Estos modelos experimentales han 

aportado importantes conocimientos sobre las modificaciones metabólicas producidas. 

Nuestro grupo de investigación ha utilizado un modelo basado en la administración de 

una dieta carente de proteínas y aminoácidos (SP) durante 5 días para examinar el 

metabolismo proteico del hígado de ratón (Conde y Scornik 1976). Con este mismo fin, 

se han examinado los efectos causados por la dieta SP suplementada con metionina 

(SP+Met) administrada durante 5 días (Conde y Scornik 1976; Ronchi y col., 2004).  

Respecto de una dieta completa (CD), la dieta SP reduce a la mitad la masa 

proteica del hígado en 5 días. Está pérdida se recupera rápidamente con la dieta CD 

debido a una disminución drástica de la tasa de degradación (Conde y Scornik 1976; 

Ronchi y col., 2004). Estas modificaciones afectan a las proteínas de las distintas 

fracciones subcelulares (Conde y Franze-Fernandez 1980; Pucciarelli y Conde 1984). 

También la actividad de los sistemas proteolíticos hepáticos aumenta por efecto de la 

dieta SP (Cassia y col., 1989; Goicoechea y col., 1994). 

Mediante la separación de proteínas por punto isoeléctrico y tamaño en geles 

bidimensionales (2D), es posible observar que 192 de un total de 305 polipéptidos son 

afectados por la dieta SP. Estos resultados, incorporados a bases de datos 2D 

(Garcia-Mata y col., 1997; Garcia-Mata y col., 1998; Tomasi y col., 1999; Sanllorenti y 
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col., 2001; Ronchi y col., 2004), muestran que las proteínas cuyos niveles modifica la 

dieta SP se vinculan con: ǒ metabolismo de hidratos de carbono, como gliceraldeh²do 

3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH); ǒ estr®s oxidativo y eliminaci·n de sustancias 

tóxicas, como glutatión S-transferasa (GSTs), peroxirredoxina-1 (Prx-1), catalasa, 

glutatión peroxidasa (GSH-Prx), Cu-Zn superóxido dismutasa, citocromo P450, 

anhidrasa carb·nica III (ACIII); ǒ s²ntesis de prote²nas (factor de elongaci·n 1A); ǒ 

metabolismo y transporte de lípidos, como ácido graso sintasa (FAS), proteína de 

unión a ácido graso (L-FABP; Liver Fatty Acid Binding Protein) y alcohol 

deshidrogenasa (ADH) (Sanllorenti y col., 1992; Garcia-Mata y col., 1997; Sanllorenti y 

col., 2001; Ronchi y col., 2004). Además, algunos de los polipéptidos mencionados se 

relacionan con los procesos de apoptosis y transformación celular. Por ejemplo, los 

niveles bajos de GSTs se relacionan con la susceptibilidad a la carcinogénesis y 

enfermedades hepáticas (Cabiscol y Levine 1996; Bounous y Molson 2003). La 

expresión y actividad de FAS es regulada por condiciones nutricionales y, además, 

aumenta en procesos cancerígenos y enfermedades hepáticas (Brusselmans y col., 

2005; Evert y col., 2005). Además, la enzima glicolítica GAPDH estaría implicada en 

procesos apoptóticos y de estrés oxidativo (Sirover 1999; Berry y Boulton 2000; 

Dastoor y Dreyer 2001; Mazzola y Sirover 2001). Los niveles de ACIII disminuyen en 

hepatocarcinoma (Kuo y col., 2003), mientras que los de PrxI aumentan en cáncer de 

pulmón y mama (Butterfield y col., 1999). Además, una dieta carente de proteínas y 

aminoácidos genera estrés oxidativo al alterar la expresión de SOD, CAT y GPx 

(Ronchi y col., 2004; Ronchi y col., 2010). 

Diversas evidencias indican que la dieta juega un rol primordial en el desarrollo 

de neoplasias (Hinrichsen y col., 1993; Rogers y col., 1993; Tarsetti y col., 1993; 

Tomasi y col., 1999). Si bien, la calidad de la dieta es un factor importante, es difícil 

reconocer cual de sus componentes interviene en mayor medida en el desarrollo del 

cáncer (Leveille y Cloutier 1987; Hennekens y col., 1994). Las teorías sobre los 
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mecanismos concernientes a la restricción de alimento son diversas (Grasl-Kraupp y 

col., 1994; James y Muskhelishvili 1994; Hikita y col., 1998). Una de ellas es que la 

privación de alimento (fasting) estaría ligada a un efecto supresor sobre el crecimiento 

y división celular, o a un efecto inductor de la pérdida celular de los órganos, 

incluyendo el hígado (Grube y col., 1985; Grasl-Kraupp y col., 1994; James y 

Muskhelishvili 1994; Hikita y col., 1998). Por otro lado, estos cambios serían 

contrarrestados por la realimentación (refeeding), la cual causa un incremento de la 

proliferación celular y decrece el índice de muerte celular (Grube y col., 1985; Grasl-

Kraupp y col., 1994; James y Muskhelishvili 1994; Hikita y col., 1998). 

Es necesario remarcar que los aminoácidos no son sólo precursores de la 

síntesis de proteínas y de otros compuestos nitrogenados, sino que también participan 

en la regulación de la mayoría de los procesos metabólicos (Mortimore y Poso 1984; 

Meijer 2003). Pueden controlar la carga del ARNt (Dudek y Semenkovich 1995), el 

nivel de expresión de proteínas y las actividades enzimáticas (Jousse y col., 2000). 

Los mecanismos utilizados por las células hepáticas para controlar los niveles y 

actividad de las proteínas son diversos. Por ejemplo, una dieta aproteica modifica las 

velocidades de síntesis y degradación de las GSTs (Garcia-Mata y col., 1998). Otras 

proteínas pueden ser controladas a nivel de la transcripción o luego de la traducción 

en respuesta a señales intra y extracelulares. Por lo tanto, una restricción dietaria de 

aminoácidos puede tener consecuencias patofisiológicas en varios niveles (Vabulas y 

Hartl 2005). Por otro lado, se conoce que la presencia de metionina en dietas 

hipoproteicas reduce el estrés oxidativo mitocondrial y, consecuentemente, el 

envejecimiento celular (Caro y col., 2009). Por lo tanto, la patología, terapia, y 

recuperación de varias enfermedades depende de la disponibilidad de aminoácidos 

que tengan los tejidos.  

Por lo antes mencionado, en esta primer parte del trabajo se examinaron los 

cambios causados por la malnutrición proteica crónica en parámetros bioquímicos e 



23 
 

histológicos del hígado de ratón. Asimismo, se examinó la capacidad individual del 

aminoácido metionina para prevenir esos cambios. 

Para ello, se fijaron los siguientes objetivos particulares:  

¶ Evaluar el peso del hígado, y los contenidos de proteínas citosólicas, 

totales y ácidos nucleicos. 

¶ Analizar los contenidos de ARNm y proteico de las enzimas hepáticas 

FAS, ACIII, GSTs, y GAPDH. 

¶ Examinar el estado redox del hígado.  

¶  Analizar propiedades bioquímicas del suero sanguíneo e histológicas del 

hígado. 

 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Resultados 
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1- Efecto de la malnutrición proteica crónica sobre el peso corporal, peso 

del hígado, y contenidos de proteínas citosólicas y ácidos nucleicos. Influencia 

del suplemento con metionina.  

1.1- Peso corporal y hepático. 

Existen controversias acerca de la cantidad mínima de proteína que debe 

ingerirse para satisfacer las necesidades energéticas básicas. Varias evidencias 

provenientes de estudios clínicos y experimentales sugieren que la dieta tiene un rol 

importante en el desarrollo normal del organismo como en la formación de neoplasias, 

siendo la calidad el aspecto más importante (Hinrichsen y col., 1993; Rogers y col., 

1993; Tarsetti y col., 1993; Ames y Gold 1998; Tomasi y col., 1999). Por otro lado, los 

ciclos de privación-realimentación (fasting-refeeding) producen alteraciones típicas de 

la restricción. Con la etapa de realimentación se revierten algunas y se fijan otras 

asociadas a un incremento de la proliferación celular típica de ciertos órganos como el 

hígado (Laconi y col., 1995). 

Se evaluó el efecto de 3 ciclos de privación proteica-realimentación (SP-CD) o 

privación proteica suplementada con metionina-realimentación (SP+Met-CD) en 

ratones hembra BALB/c (Fig. 1).  
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El peso corporal disminuyó en los ratones SP-CD. Este descenso se inició 

luego del día 5 y alcanzó el 20% al finalizar el tratamiento. El peso final del hígado no 

mostró diferencias significativas respecto al control (CD) (Tabla 1). Los ratones 

tratados con SP+Met-CD, mostraron un comportamiento similar a SP-CD con respecto 

al peso corporal y del hígado. Ambos sufrieron una pérdida de peso importante 

durante cada periodo de privación el cual se recuperó parcialmente durante cada 

periodo de realimentación. La amplitud de esta respuesta fue menor luego de los 2 

primeros ciclos del tratamiento donde se registró sólo disminución del peso corporal 

(Fig. 2). 

Los ratones CD no registraron variaciones significativas de peso corporal ni del 

hígado.  

 

Figura 1. Diseño experimental. Hembras BALB/c de 2 meses de edad fueron sometidas a  

períodos de 5 días de dieta carente de proteínas y aminoácidos o suplementada con metionina 
(SP ó SP+Met: Ǐ) seguidos por 5 d²as de alimentaci·n completa (CD: ƴ) y repetidos tres 
veces. Los animales fueron adaptados a la dieta control durante 10 días previos a los 
tratamientos. Finalizados los 3 ciclos, fueron sacrificados por dislocación cervical o 
decapitaci·n (Ź). Los animales control fueron alimentados con dieta completa (CD: ƴ) durante 
todo el tratamiento. 
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Tabla 1. Peso corporal y hepático de ratones bajo dieta control CD y tratados con ciclos SP-CD o 

SP+Met-CD.  

 CD SP-CD SP+Met-CD 

Días 
Peso 

corporal (g) 

Peso 

hepático (g) 

Peso 

corporal (g) 

Peso 

hepático (g) 

Peso 

corporal (g) 

Peso 

hepático (g) 

-10 22.4 ± 0.9 

1.03 ± 0.03 

23.9 ± 0.5 

0.94 ± 0.04 

22.7 ± 0.9 

0.89 ± 0.03 

0 23.3 ± 0.9 24.7 ± 1.0 24.0 ± 0.5 

5 23.3 ± 0.8 21.5 ± 0.8 20.5 ± 0.6 

10 23.5 ± 0.8 22.3 ± 0.8 22.4 ± 0.7 

15 24.0 ± 0.9 19.8 ± 0.7* 17.8 ± 0.7* 

20 23.1 ± 0.9 19.1 ± 0.6* 20.5 ± 0.7 

25 23.4 ± 1.3 16.4 ± 0.5* 18.1 ± 0.6* 

30 22.8 ± 1.7 19.2 ± 0.7* 17.5 ± 0.7* 

Valores representando la media ± SEM de tres experimentos independientes, con n = 6 en cada uno. Diferencias 

significativas con respecto a CD: * P<0.05. 

 

                                                      

 

1.2- Contenidos de proteínas citosólicas y ácidos nucleicos. 

Un aumento o disminución en la tasa de degradación pueden ser causa de 

cambios en el contenido proteico de las células y tejidos. Por ejemplo, el rápido 

crecimiento hepático producido por la realimentación con dieta completa luego de una 

privación proteica de 5 días se debe, en mayor medida, a un freno de la degradación 

(Conde y Scornik 1976). Ante estos antecedentes interesa conocer el recambio de 

proteínas, como así también los niveles de los ácidos nucleicos en el hígado de 

Figura 2. Peso corporal.  
Registro del peso corporal cada 5 
días en ratones hembra BALB/c 
sometidos a malnutrición proteica 
crónica con o sin el suplemento de 
metionina.  
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ratones sometidos a malnutrición proteica crónica. Como se mencionó anteriormente, 

metionina es un aminoácido esencial y su déficit podría generar un mal funcionamiento 

de diversos órganos. Por otra parte, el suplemento de metionina en la dieta se 

encontraría relacionado con la disminución del envejecimiento celular entre otros 

procesos (Caro y col., 2009). En este es trabajo se estudió el suplemento de metionina 

durante el período bajo dieta aproteica.  Los contenidos de proteína total y de ARN 

mostraron un aumento significativo del 23% y 20% respectivamente en SP-CD, 

mientras que las proteínas citosólicas y el ADN total no presentaron ningún cambio 

significativo (Tabla 2). En los animales suplementados con metionina (SP+Met-CD), el 

contenido de proteínas citosólicas mostró un aumento del 75% con respecto a CD 

(Tabla 2).   

 

Tabla 2. Efectos de los diferentes tratamientos sobre el contenido de proteínas y ácidos 

nucleicos en hígado de ratón. 

 

 

 

 

Condición 

nutricional 

Proteína total 

(mg/hígado) 

Proteína 

citosólica 

(mg/hígado) 

ADN 

(mg/hígado) 

ARN 

(mg/hígado) 

CD 144 ± 9a 70 ± 16a 1.9 ± 0.2 4.5 ± 0.4a 

SP-CD 177 ± 49b 90 ± 19a 2.1 ± 0.1 5.3 ± 0.3b 

SP+Met-CD 142 ± 21a 123 ± 41b 2.0 ± 0.1 4.8 ± 0.2a 

Valores representando la media ± SEM de tres experimentos independientes, con n = 6 en cada uno. 

Diferencias significativas analizadas por el test de ANOVA y tuckey. Letras diferentes: P<0.05. 
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2- Efecto de la malnutrición proteica crónica y el suplemento de metionina 

sobre los contenidos de ARNm y proteico de las enzimas citosólicas FAS, ACIII, 

GSTs y GAPDH. 

2.1- Contenidos de ARNm. 

Con el fin de analizar el comportamiento de las proteínas hepáticas FAS, ACIII, 

GSTs y GAPDH, se evaluaron los niveles de sus ARNm en los ratones sometidos a 

malnutrición proteica crónica (SP-CD), a la dieta con metionina SP+Met-CD, y a la 

dieta control (CD). El estudio se realizó por RT-PCR y aquellos parámetros que 

variaron significativamente fueron corroborados por Northern blot (datos no 

mostrados). Los resultados se muestran en la figura 3. La cuantificación 

densitométrica de las bandas pertenecientes a los diferentes ARNm se transcribe en la 

Tabla 3 y figura 4. Los cambios respecto de la dieta control fueron los siguientes: 1) el 

tratamiento SP-CD aumentó FAS ARNm (+55%) y GSTP1 ARNm (+36%), y disminuyó 

ACIII ARNm (-46%); 2) el tratamiento SP+Met-CD mantuvo FAS ARNm próximo a su 

valor normal, GSTP1 ARNm disminuyó (-30%), y previno parcialmente la pérdida de 

ACIII ARNm; 3) ninguna de las dietas administradas modificó los niveles de GAPDH, 

GSTM1 y GSTA3 mRNAs. 

      

Figura 3. RT-PCR 

El ARN total fue aislado y analizado por RT-PCR para las enzimas FAS, ACIII, GSTs 
y GAPDH  en cada tratamiento (SP-CD, SP+Met-CD y CD). Se utilizó actina como 
control de carga. Electroforesis en gel de agarosa 1.2% teñido con BrEt. 
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Tabla 3. Cuantificación densitométrica de transcriptos obtenidos por RT-PCR semicuantitativa 

Enzima CD SP-CD SP+Met-CD 

FAS 100 ± 9a 156 ± 14b 124 ± 8 

ACIII 100 ± 8a 54 ± 3b 72 ± 13b 

GAPDH 100 ± 3 95 ± 8 108 ± 5 

GSTP1 100 ± 5a 136 ± 6b 70 ± 7c 

GSTM1 100 ± 9 107 ± 15 96 ± 9 

GSTA3 100 ± 4 106 ± 9 109 ± 8 

El análisis fue realizado por el test estadístico ANOVA utilizando tuckey para discriminar las diferencias 

entre tratamientos. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas (P<0.05). 

 

2.2- Contenidos de enzimas citosólicas. 

Estudios previos realizados mediante SDS-PAGE mostraron que el patrón 

proteico hepático de ratones sometidos durante 5 días a dieta carente de proteínas 

Figura 4. Representación gráfica de la densitometría obtenida a partir de las 
bandas de RT-PCR 

Representación de: A) FAS, B) ACIII, C) GAPDH, D) GST. Las diferencias 
significativas en la intensidad de las bandas analizadas por densitometría, se 
expresan en la longitud de las barras con letras diferentes (P<0.05). Los valores 
representan las medias ± SEM de 3 experimentos independientes con n=6. 
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suplementada con aminoácidos esenciales es parecido al observado con la dieta 

completa. Estos aminoácidos controlarían, principalmente, el contenido de ACIII y de 

las subunidades GSTs. También previenen el aumento de GAPDH y, en parte, el de 

FAS causados por la privación dietaria total de aminoácidos (Ronchi y col., 2004). 

En base a estos resultados se procedió a analizar el efecto de ciclos de 

privación proteica realimentación o malnutrición crónica sobre aquellas proteínas 

alteradas durante 5 días de malnutrición proteica aguda (Conde y Scornik 1976; 

Sanllorenti y col., 1992; Garcia-Mata y col., 1997; Garcia-Mata y col., 1998; Ronchi y 

col., 2004; Ronchi y col., 2010).  

 Para ello, se analizaron citosoles del hígado de ratones sometidos a 

malnutrición proteica crónica en SDS-PAGE 12%. La tinción con Coomassie blue 

permitió la identificaron de las bandas pertenecientes a las enzimas FAS, ACIII, las 3 

subunidades de GSTs (GSTM1, GSTA3 y GSTP1), y GAPDH (Fig. 5). Sus cantidades 

relativas, ponderadas por densitometría con el programa imageQuant vL2005, están 

agrupadas en la Tabla 4. Los cambios respecto de la dieta control fueron los 

siguientes: 1) el tratamiento SP-CD aumentó FAS (+111%), redujo ACIII (-48%) y 

GSTM1 (-25%). También mostró una baja de GSTA3 (-15%) que resultó no 

significativa; 2) el tratamiento SP+Met-CD evitó el aumento de FAS, previno 

parcialmente la baja de ACIII, y no impidió la reducción de GSTM1; 3) ninguna de las 

dietas administradas modificó significativamente los niveles de las proteínas GSTP1, 

GSTA3, y GAPDH. Cabe agregar que los análisis de FAS y GSTP1 se confirmaron por 

Western blot (datos no mostrados).  
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Tabla 4. Densitometría relativa de los niveles proteicos citosólicos. 

Enzima CD SP-CD SP+Met-CD 

FAS  100 ± 16a 211 ± 31b 133 ± 16a 

ACIII 100 ± 8a 52 ± 5b 61 ± 13b 

GSTP1 100 ± 2 102 ± 1 88 ± 8 

GSTM1 100 ± 4a 75 ± 8b 79 ± 4b 

GSTA3 100 ± 4 85 ± 8 104 ± 10 

GAPDH 100 ± 3 104 ± 4 102 ± 3 

Los datos se obtuvieron por análisis densitométrico a partir de bandas de SDS-PAGE 12%. FAS y GSTP1 
fueron corroborados por Western blot. Todos los valores se expresan respecto al 100% del grupo control. 
Análisis estadístico ANOVA utilizando tuckey. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 
significativas (P<0.05). 
.  

Figura 5. Análisis de proteínas citosólicas 

A) SDS-PAGE 12% representativo (25 µg de proteínas). A la izquierda se representa el 
marcador de peso molecular (kDa), las proteínas analizadas son señaladas a la derecha. B y 
C) Representación grafica de la densitometría relativa de las bandas, letras diferentes 
indican diferencias estadísticamente significativas (P<0.05). Los valores representan las 
medias Ñ SEM de 3 experimentos independientes con n=6. ƴ CD, Ǐ SP-CD, ſ SP+Met-CD. 
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3- Estudio de la malnutrición proteica crónica y el suplemento de 

metionina sobre el balance redox del hígado. 

Observaciones previas de nuestro grupo sugieren que una dieta carente de 

aminoácidos administrada durante 5 días causa estrés oxidativo, y este puede ser en 

parte contrarrestado por el suplemento de metionina (Ronchi y col., 2010). 

Con el objetivo de analizar el efecto de la malnutrición proteica crónica y el 

suplemento de metionina sobre el estado oxidativo del hígado de ratón, se analizó la 

actividad de las enzimas citosólicas SOD, CAT, y GR.  También se analizaron los 

niveles de proteínas carboniladas y la peroxidación de lípidos. En la Tabla 5, se 

muestra que los animales sometidos a los ciclos SP-CD presentaron una disminución 

en las actividades de SOD y CAT de un 30%, mientras que la actividad de GR se 

incrementó un 28%. Los grupos carbonilos aumentaron un 70% respecto a CD. El 

grado de peroxidación de lípidos se evaluó por medio de los niveles de TBARS, los 

cuales mostraron un aumento del 95% respecto a CD. Cuando se administró la dieta 

SP+Met-CD, los niveles de las enzimas y proteínas carboniladas resultaron similares a 

los exhibidos por el grupo control. En este último tratamiento no se realizaron los 

análisis de la enzima GR y peroxidación de lípidos. 

 

Tabla 5. Efectos de la malnutrición proteica crónica y el suplemento con metionina sobre la 

actividad de las enzimas relacionadas con el estrés oxidativo. 

Condición 
nutricional 

SOD 

(U/ml citosol/mg 

proteína) 

CAT 

(U/ml citosol/mg 

proteína) 

GR 

(nKat/mg 

proteína) 

nmol 

carbonilo/mg 

proteína 

nmol 

TBARS/mg 

hígado 

CD 1.24 ± 0.07a 8.07 ± 0.38a 71 ± 16a 6.11 ± 0.75a 0.012 ± 0.01a 

SP-CD 0.84 ± 0.01b 4.53 ± 1.13b 91 ± 19b 10.76 ± 0.74b 0.232 ± 0.02b 

SP+Met-CD 1.25 ± 0.14a 8.69 ± 8.07a SD 5.53 ± 0.13a SD 

Valores representando la media ± SEM de dos experimentos independientes  (n = 4).  Diferencias 

significativas analizadas por el test de ANOVA y tuckey. Letras diferentes: P<0.05. 
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4- Análisis del suero sanguíneo e histología del hígado de ratones 

sometidos a malnutrición proteica crónica, con o sin el suplemento de 

metionina. 

Los resultados descriptos hasta el momento permitieron mostrar algunos 

efectos generados por la malnutrición proteica crónica y la capacidad protectora de 

metionina en el hígado. Para profundizar el estudio se decidió examinar los cambios 

causados por la malnutrición en la composición del suero sanguíneo y la histología 

hepática.  

4.1- Análisis bioquímico del suero. 

En primer lugar, se consideró apropiado evaluar el efecto del modelo SP-CD 

sobre la funcionalidad hepática. Se determinaron los niveles séricos de marcadores de 

daño hepático como glutámico oxalacético transaminasa (SGOT), glutámico pirúvico 

transaminasa (SGPT), fosfatasa alcalina (FA), glucosa, proteínas totales, colesterol y 

albúmina (ALB). Los datos obtenidos se resumen en la Tabla 6. Como se puede 

observar, los niveles de SGOT y SGPT mostraron un incremento significativo en los 

ratones SP-CD respecto a CD. Además, se observaron alteraciones en los niveles de 

FA, glucosa, colesterol, proteínas totales y albúmina.  

La dieta suplementada con metionina SP+Met-CD mantuvo los valores séricos 

comparables a CD, excepto el de FA.  
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Valores representando la media ± SEM de dos experimentos independientes  (n = 4).  Diferencias significativas analizadas 

por el test de ANOVA y tuckey. Letras diferentes: P<0.05. 

 

4.2- Análisis histológico del hígado. 

Junto a los resultados obtenidos, se evaluó el daño ocasionado por la 

malnutrición proteica crónica y el suplemento de metionina mediante histología 

hepática. Por medio de tinciones estándares como H&E se describió la 

histoarquitectura hepática. La tinción con reactivo de Schiff y ácido periódico (PAS) 

permitió reportar la distribución de glucógeno; con tricrómico de Masson se evaluó la 

morfología de los vasos sanguíneos, distribución del tejido conectivo, hiperemia y 

hemorragia. 

El hígado es un órgano con mucha actividad celular, en el cual las células se 

mueren y duplican constantemente. Por esto, se investigó la muerte celular 

dependiente de caspasa por inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo anti-

caspasa-3. Como medida de proliferación celular se realizó un análisis cualitativo de 

células binucleadas, que son aquellas que poseen dos núcleos por una citocinesis 

interrumpida. En este caso se cuantificaron utilizando signos ñ+ò con fin de asignar un 

valor que permita determinar si las diferencias obtenidas fueron significativas.  

Por otro lado se realizó una evaluación inmunohistoquímica de GSTP1, debido 

a que esta enzima se encuentra sobreexpresada en focos preneoplásicos hepáticos 

de ratón (Satoh y col., 2002).  

Tabla 6. Análisis del suero sanguíneo de ratones tratados con ciclos SP-CD y SP+Met-CD. 

 

Condición 

nutricional 

SGOT 

(U/l) 

SGPT 

(U/l) 

FA 

(U/l) 

Glucosa 

(mg/dl) 

Proteínas 

(g/dl) 

Colesterol 

(mg/dl) 

Albúmina 

(g/dl) 

CD 397 ± 30a 88 ± 10a 79 ± 20a 141 ± 7a 6 ± 0.1a 113 ± 3a 3.4 ± 0.1a 

SP-CD 611 ± 11b 163 ± 11b 291 ± 28b 150 ± 3b 5 ± 0.1b 139 ± 2b 2.6 ± 0.2b 

SP+Met-CD 481 ± 25a 136 ± 12a 150 ± 31c 145 ± 18a 6 ± 0.1a 131 ± 14ab 3 ± 0.1a 



36 
 

En el hígado control (CD) teñido con H&E se observó una arquitectura 

trabecular conservada en la cual los hepatocitos se encuentran en cordones tomando 

una disposición radial desde la vena central (Fig. 6A). Los hepatocitos mostraron la 

estructura poliédrica característica, con bordes citoplasmáticos y nucleares 

homogéneos, conservando la relación núcleo citoplasma normal (1:1). En las células 

hepáticas se observó una vacuolización microvesicular distintiva en este órgano. 

Cuando se tiñeron cortes con PAS se determinó una distribución periportal normal del 

glucógeno, observándose la mayor acumulación del mismo en la zona 1 del acino (Fig. 

6B). Dentro de las células se observó un contenido homogéneo del mismo, 

delimitando las micro vesículas lipídicas (Fig. 6C). En cortes teñidos con tricrómico de 

Masson, se visualizó un aspecto normal de los vasos sanguíneos, sin hemorragia ni 

hiperemia dentro del órgano (Fig. 6D,E). 
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El análisis inmunohistoquímico utilizando un anticuerpo anti-caspasa-3 en los 

hígados CD mostró la presencia de células aisladas caspasa-3-positivas en la zona 2 

del acino ïflecha-  (Fig. 7A,B). La inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo contra 

la proteína GSTP1, no reveló células ni acúmulos GSTP1-positivos (Fig. 7E,F). El 

análisis inmunohistoquímico se detalla en la Tabla 7. En cuanto al análisis de 

proliferación celular, se encontraron células binucleadas distribuidas homogéneamente 

a lo largo de todo el acino (Tabla 7). 



39 
 

 


