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The effect of a high protein diet (20 % casein + D,L-methionine) administered
to Wistar rats during pregnancy on some aspects of cellular growth and RNA metabo
lism of progeny has been studied. Comparisons were made with well-nourished
(10% casein + D,L-methionine) controls. Newborns individual weight, litter weight
and number of newborns per litter were unmodified. However, neonate protein content
dropped significantly when compared with controls. Both rate of DNA and number
of nuclei were unchanged. Protein/DNA ratio (cellular size relative to protein)
decreased, which might have led to an atrophy phenomenon, even if the newborn
weight/number of nuclei ratio was not modified. Acid DNase activity rose, bringing
about DNA breakdown. Total RNA content together with RNase activity fell in new
born from rats suffering high protein diet. Moreover, protein synthesis capacity
(RNA/protein ratio) did not change. These results suggest that the administration of
a high protein diet to pregnant rats lead to changes in newborn protein rate and
nucleic acid turnover by modulating specific nuclease activity.
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El estado nutritivo de la madre, asi
como la dieta que ingiere durante el pro-
ceso gestacional, son factores que influ
yen en el desarrollo y crecimiento fetal.

* Trabajo subvencionado por la Comision
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(CAICYT) N.° 3875.

♦♦ A quien debe dirigirse la correspon-
dcncia.

La dieta condiciona la concentracion
de metabolites individuates en la circu
lation materna, determinando asi la dis-
ponibilidad de sustratos, entre los cuales
las proteinas inciden basicamente sobre
el crecimiento intrauterino.

La fuente principal de nitrogeno que
puede satisfacer la alta tasa de sintesis
proteica fetal, procede del pool de ami-
noacidos inaternos, que via placenta Be
gan al feto, siendo los mecanismos de 
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transferencia placentaria los que arbitran
Io que es disponible para este (2, 19).

Por lo tanto, la estructura y funcion
del concepto dependen de un aporte ade-
cuado de nutrientes, por lo que cualquier
variaci6n en la tasa proteica de la dieta
matema puede afectar al desarrollo fetal.

Asi, Churchill (3) y Dobbing (4)
senalan que la existencia de un estado de
malnutrition proteica matema antes o
durante el proceso gestational, o bien,
en ambos penodos de tiempo, conduce
al deterioro del crecimiento intrauterino.

Por otra parte, se ha observado que
una suplementacion dietaria de protemas
a madres malnutridas, puede mejorar
sensiblemente el crecimiento del feto
(9, 14).

Sin embargo, actualmente se considera
que la deficiencia en el desarrollo fetal
esta condicionada, no ya a un defecto
de proteina dietaria, sino al aporte exce-
sivo de este sustrato durante gestation.

Asf, Susser (24) senala que el incre-
mento proteico en la dieta puede tenet
consecuencias adversas para la madre y
el concepto, lo que pone en duda la idea,
hasta ahora predominante, de que el ex-
ceso de proteina podrfa ejercer efectos
beneficiosos adicionales.

A fin de profundizar en las posibles
alteraciones que las dietas hiperproteicas
determinan sobre el desarrollo del recien
nacido, se considera de interes conocer
su influencia sobre el crecimiento celular
y el metabolismo del RNA, de neonatos
procedentes de ratas gestantes, someti-
das a una dicta con un contenido pro
teico superior al control (18).

Material y Metodos

Se utilizan los neonatos procedentes
de 20 ratas Wistar, con un peso initial
de 160 ± 10 g, repartidas en dos gru-
pos: a) Control, alimentado con una die
ta basal (10% caseina + D,L-mctioni- 

na) (18), y b) Hiperproteico, al que se le
administra una dieta moderadamente
alta en proteina, que contiene 19,80%
de caseina, 0,20 % de metionina,
33,02 % de azucar y 33,02 % de almi-
d6n. De esta manera se consigue que las
dos dietas utilizadas sean isocaldricas
entre si.

Transcurrida una semana de adapta
tion a las dos dietas suministradas se
procede al cruce, para lo cual se aloja
un macho con dos hembras, comproban-
do la fecundation por aparicion de es-
perma en la vagina.

A lo largo del periodo gestational, los
animales son instalados en celulas indivi-
duales de metabolismo, ubicadas en una
habitation iluminada de 08 a 20 h, man-
tenida a temperatura (23 °C) y humedad
constantes.

Durante todo el experimento se les
suministro alimento y agua ad libitum,
controlando la ingesta cada dia. Los neo
natos se recogen inmediatamente des
pues del parto, se pesan y se congelan
mediante su introduction en nitrogeno
liquido, almacendndolos a — 18 °C.

Se utilizan 8 neonatos tornados al azar
procedentes de cada una de las veinte
camadas. Cada muestra se obtiene a par-
tir de un pool procedente de cuatro neo
natos por camada.

Veinte muestras correspondientes a
ambos grupos experimentales se destinan
a la determination de proteina soluble
y actividades erizimdticas, para lo cual
se homogenizan en un homogenizador
ultraturrax con soluci6n tampon (CINa
0,1 M y COsHNa 0,05 M) a pH 7,4 en
una proportion del 20 % (P/V). Poste-
riormente, se centrifuga a 550 X g du
rante 10 min a 0-4°C. Alicuotas de los
sobrenadantes se utilizan para los andli-
sis ya indicados.

Las otras veinte muestras se emplean
para la detcrminacidn de los dcidos nu-
clcicos, que se lleva a cabo previa ex
traction de los mismos con acido triclo-
roacetico.
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Las actividades de DNasa y RNasa
dcidas se determinan respectivamente
por los m&odos de McDonald (12) y
Kalnitsky et al. (7) modificados. Dicha
modification consiste, en variar los pe-
riodos de incubation de la muestra. As!
para la DNasa acida se fija en 45 min
y para la RNasa acida en 60 min. La
actividad enzimatica se expresa por mg
de protema, por neonato total y por
celula.

Las proteinas se determinan por el
metodo de Lowry et al. (10). La cuan-
tificaciori de DNA y RNA se realizan
mediante el metodo de Schmidt y
Thannhauser (22) con modificacidn de
Munro y Fleck (15).

La evaluation del numero de nucleos
y el tamano celular se determinan de
acuerdo con las formulas de Enesco y
Leblond (5).

Los resultados son expresados como
valores medios ± SEM. Las diferencias
significativas obtenidas comparando los
datos del grupo hiperproteico frente al
control, se determinan mediante el test
de la t de Student (23). La probabilidad
menor de 0,05 se considera significativa.

Resultados y Discusion

La dieta experimental utilizada con
duce a modificaciones que afectan tanto
a las ratas gestantes, como al desarrollo
fetal.

La dieta hiperproteica condiciona en
las madres una ganancia de peso duran
te la gestation, un 8,8 % mayor que en
controles. Para Naismith et al. (17) este
incremento es consecutive al depdsito de
grasa en la carcasa, ovarios y zonas lum
bar y subcutanea. Tambien Susser (24)
encuentra una ganancia de peso superior
en mujeres gestantes sometidas a dietas
ricas en proteinas (tabla I).

No obstante, la cantidad de dieta in-
gerida diariamente es un 17 % menor
que en controles. A este respecto, Pres
ton-Mercier et al. (20) sefialan que este
efecto podria estar provocado por algun
factor, relacionado con la mayor o me
nor facilidad del animal para almacenar
o disipar energia, limitandose asi la ca-
pacidad de la rata para incremental su
ingesta.

En estos animales se observa tambien
una disminucion en la pSrdida de peso

Tabla I. Efecto de la dieta hiperproteica sobre la Ingesta y parametros ponderales de las
ratas gestantes y sus neonatos.

Pardmetros (g) Control Hiperproteico

Ingesta (s.s.) (rata/dia)
Peso Iniclal
Peso pre-parto
Peso post-parto
Ganancia peso
Perdida peso por parto
Tejidos Intrauterlnos maternos
Peso Individual neonato
Peso camada
Numero neonatos/camada

18,04 ± 0,65 14,97 ± 0,45“
161,11 ± 1,60 163,97 ±1,79
268,80 ± 2/75 281,15 ± 3,38*
199,11 ± 5,09 224.86 ± 3,87* “
107,69 ±1,13 117,18 ± 1,20* “
69,68 ± 4,11 56,29 ±2,75*
13,74 ± 1,46 6,16 ± 0,44* “
5,37 ± 0,53 5,25 ± 0,04

55,97 ± 2,75 50,12 ± 3,07
10,50 ± 0,84 9,46 ± 0,67

p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 en comparacion con el grupo control.
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Control Hiperprotelco

Tabla II. Efecto de la dieta hiperproteica sobre el crecimiento celular de los neonatos.

Proteina (mg/neonato) 493,64 ± 33,49 294,58 ± 15,24“*
DNA (mg/neonato) 10,34 ± 0,94 9,01 ± 0,44
Numero nucleos (millones)* 1669,00 ± 152,00 1454,00 ± 72,00
Protelna/DNA 51,44 ± 5,14 34,40 ± 2,61“
Tamano celular (ng)b 3,42 ± 0,30 3,62 ± 0,17
DNasa (U.l.)/neonato 165,00 ± 16,88 260,90 ± 4,16“*
DNasa/mg proteina 0,38 ± 0,03 0,89 ± 0,05* “
DNasa/DNA 15,95 ± 1,63 28,95 ± 1,57* “

* (DNA/S.ZJXIO3; b (Peso neonato/numero nucleosJXIO3; * p < 0,05; ** p < 0,01; *“ p < 0,001
en comparacion con el grupo control.

por parto, que llega a ser de un 19,22 %
respecto a los controles. De ello se de
duce que los tejidos relacionados con la
concepcion y el desarrollo fetal estan
comprometidos, al incrementar la tasa de
proteina en la dieta. Sin embargo, el nu-
mero de neonatos por camada, asi como
los parametros ponderales de los recien
nacidos, no se modifican (tabla I), Io que
coincide con la invariabilidad en el cre
cimiento celular, a consecuencia de la
constancia en la tasa de DNA total y del
numero de nucleos (tabla II).

Este resultado significa que son los
tejidos reproductores matemos los mas
afectados por la dieta hiperproteica. De
acuerdo con esto, el peso de los tejidos
intrauterinos maternos decrece un 55 %
respecto a control (tabla I), lo que puede
comprometer la transferencia de sustra-
tos al feto. La proteina soluble del neo-
nato aparece seriamente danada cuando
la madre ingiere la dieta problema, al-
canzando un descenso del 40 % (ta
bla II).

Esta caida proteica condiciona la dis-
minucion de la razon proteina/DNA,
que implicaria la existencia de un proce-
so de atrofia en los neonatos originado,
probablementc, por cl escaso desarrollo
de los tejidos placentarios.

Sin embargo, el hecho de que no se
modifique el tamano celular, relacionado
con el peso total de las crias, parece in-
dicar, que el lugar de la proteina en la
celula estaria reemplazado por otros
componentes intracitoplasmaticos, man-
teniendo asi invariable el peso del neo-
nato.

Los mismos resultados aparecen en
neonatos procedentes de madres malnu-
tridas, a consecuencia de la escasez de
sustratos ingeridos por la madre, lo que
tambien influirfa en un menor tamano y
funcionalidad de la placenta (8, 21).

Por otra parte, el aumento de la de
gradation del DNA, deducido de la ele-
vada actividad especifica de DNasa acida
(tabla II), sugiere que el mantenimiento
de la tasa de DNA, podria producirse a
traves de un incremento en su sintesis.
Ello parece senalar la existencia de un
mecanismo de modulation enzimatica por
efecto de la dieta hiperproteica, al igual
que se ha encontrado previamente en si-
tuaciones de malnutrition (16).

A este respecto Castro y Sevall (1),
indican que el porcentaje de DNA, sus
ceptible de digestion por nucleasa micro-
cocica in vitro, varia en funcion de la
dieta.
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N.D. = no detectado; * p < 0,05 en comparacion con el grupo control.

Tabla III. Efecto de la dieta hiperproteica sobre el metabolismo del RNA en neonatos.

Control Hlperproteico

RNA (mg/neonato) 28,27 ± 2,52 21,81 ± 0,890*
RNA/proteina 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0,006
RNasa (U.l.)/neonato 3,77 ± 0,50 N.D.
RNasa/mg proteina 7,63 ± 0,73 —
RNasa/RNA 0,17 ± 0,03 —•
RNasa/DNA 0,36 ± 0,05 —

Ademas, la dieta utilizada (20 %) da
lugar a una disminucion del 23 % en la
tasa de RNA total del neonato (tabla III).
Este decrecimiento coincide con una per-
dida de la actividad especifica del enzi-
ma RNasa acida, que llega a hacerse
indetectable, lo que conlleva la desapa-
ricion de su capacidad degradativa. De
estos datos se deducen que el metabolis
mo del RNA neonatal se encuentra dis-
minuido en estas circunstancias.

A este respecto, Goldberg (6) senala
que el aporte excesivo de aminoacidos
provoca una disminucion del catabolis-
mo del RNA muscular en ratas. A. los
mismos resultados se ha llegado previa-
mente en higado de ratas sometidas a
malnutrition proteico-calorica (16).

Estas modificaciones determinan por
otra parte, el mantenimiento de la razon
RNA/protema, lo que senala de acuerdo
con Millward et al. (13) que la capa
cidad de sintesis proteica no presenta al
teration alguna bajo estas condiciones.

A pesar de este resultado, se puede
pensar, sin embargo, en la existencia de
un factor limitante de dicha smtesis, de-
rivado del notable deficit de la transfe-
rencia materno-fetal de aminoacidos, lo
que condicionana la depletion proteica
ya mencionada.

Por consiguiente, la dieta hiperprotei-
ca ingerida por la rata gestante conduce
a una alteraci6n, tanto en el contenido
proteico cclular, como en el metabolismo
de los acidos nucleicos DNA y RNA de 

los neonatos, mediante un mecanismo de
modulation en la actividad de las nu-
cleasas espetificas.

Resumen

Se compara el efecto de una dieta modera-
damente hiperproteica (20 % caseina + D,L-
metionina) e isocaldrica con la control (10 %
caseina -f- D,L-metionina), administrada a ra
tas durante la gestacidn, sobre algunos aspec-
tos del crecimiento celular y el metabolismo
del RNA de los neonatos. El peso individual
de los reciSn nacidos, peso de la camada y
el niimero de crias por camada no se modi-
fican. Sin embargo, aparece una disminucion
del contenido proteico, aun cuando no va-
rian ni la tasa de DNA ni el niimero de nti-
cleos. Se observa un fenomeno de atrofia res
pecto a la proteina, debido al descenso en la
razdn proteina/DNA, aunque se mantiene el
tamaho celular (peso neonato/numero nucleos).
El incremento en la actividad especifica de
DNasa ficida junto a la invariabilidad del DNA
parece indicar una mayor sintesis y con ello,
un turnover acelerado del nucleotido. La tasa
de RNA disminuye paralelamente a la pro
teina, lo que origina el mantenimiento en la
capacidad de sintesis proteica (razon RNA/
proteina). La actividad especifica de RNasa
no se detecta en estas condiciones. Sc puede
concluir que la dieta hiperproteica administra
da a la madre durante gestation, conduce a
una alteration en cl contenido proteico celu
lar de los neonatos, asi como en el metabo
lismo de los acidos nucleicos cstudiados, me
diante la modulation de la actividad de las
nuclcasas espetificas.
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