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RESUMEN

El uso de insectos en bioensayos nutricionales tiene como ventajas que son
ensayos rapidos, sencillos y econdmicos donde se pueden realizar determinaciones
simultaneas. En el Laboratorio de Bioguimica Nutricional y Metabolismo del Instituto
de Biologia Experimental ha sido utilizado con éxito el bioensayo con el gorgojo de
arroz, Sitophilus oryzae, y el gorgojo rojo de la harina, Tribolium castaneum, para el
estudio de la calidad proteica; utilizando para ello herramientas de valoracion que
reciben el nombre de “biomarcadores”. El efecto del etanol ha sido ampliamente
estudiado, no s6lo como fuente de carbono de ciertos organismos como bacterias y por
ser un producto de la fermentacion de carbohidratos en levaduras, sino principalmente
por los efectos perjudiciales del alcohol en humanos. En estudios nutricionales sobre el
efecto del etanol, se ha encontrado que por su alto contenido caldrico, el etanol puede
desplazar los nutrientes causando malnutricién; incluyendo deficiencias de algunas
vitaminas. De manera que para evaluar la biodisponibilidad de algunos nutrientes y el
posible efecto del etanol sobre ellos, utilizando diversos biomarcadores, se planted la
busqueda de una dieta Optima que permitiera poder observar el efecto del alcohol. El
presente trabajo tuvo como objetivo general evaluar el efecto del etanol (al 1 % v/v) y
de seis dietas de diferente valor nutritivo (agar al 5 %, almidon de maiz al 10 %,
Ne-nerina y Ensure al 0,3 % y al 5%) sobre los biomarcadores de la calidad y
aprovechamiento bioldgico utilizando el bioensayo del gorgojo de arroz. Los
biomarcadores utilizados fueron: la supervivencia, la variacion de peso, los cambios en
la composicion corporal (porcentaje de agua, grasa, nitrdgeno proteico y nitrogeno
cuticular), la excrecion de acido drico, la actividad especifica y el porcentaje de
activacion de la enzima aspartato aminotransferasa. La supervivencia y la variacion de
peso no parecieron ser buenos indicadores para evaluar el efecto del etanol sobre el
gorgojo de arroz; sin embargo, los biomarcadores porcentaje de agua y porcentaje de
grasa si resultaron ser excelentes indicadores para evaluar el efecto del etanol. El efecto
del etanol sobre la composicion corporal del gorgojo de arroz se observo con la dieta de
almidén de maiz al 10 %, en donde hubo una disminucion del agua (variacién
porcentual: -4 %) y del nitrégeno proteico (-17 %), y un aumento de la grasa corporal
(27 %). La excrecion de acido Urico pareciera ser un buen biomarcador para evaluar el
efecto del etanol solo en dietas de baja concentracion de nutrientes, a juzgar por lo
obtenido con la dieta de Ensure al 0,3 % v/v. La actividad enzimatica especifica de la
aspartato aminotransferasa no parecid ser un buen indicador del estado nutricional de la
vitamina Bs. Finalmente, el analisis de componente principal (ACP) permitié detectar
fuertes correlaciones entre el contenido de grasa y la variacién de peso (correlacién
positiva); asi como también, entre el contenido de agua y el porcentaje de supervivencia
de los gorgojos (correlacion negativa), por lo que la técnica de ACP, de novel
aplicacion en el campo de la bioquimica nutricional, resultd una herramienta muy atil
para la evaluacion de los resultados.
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I. INTRODUCCION

Las dietas humanas se componen de una combinacién de alimentos de origen
animal y vegetal. Casi todos ellos contienen un gran nimero de compuestos quimicos;
algunos no son asimilables ni utilizables por el organismo, razon por la cual siempre
quedan residuos excretados como masa fecal. Aquellos componentes que son

aprovechados fisioldgicamente se denominan nutrientes (Jaffé, 2002).

Los factores que determinan la utilizacion de los nutrientes se han englobado
bajo el término genérico “biodisponibilidad”. Esta se define como aquella fraccion, de
la cantidad de nutrientes ingerida, que es absorbida a nivel intestinal y es retenida en el
organismo a los fines de crecimiento, recambio tisular y reproduccion (Carmona y Jaffé,

1999).

Las medidas de biodisponibilidad de un nutriente estadn influenciadas por
multiples factores. Aquellos propios del alimento, es decir, de la forma quimica como
este se presenta en un alimento, de su solubilidad, de la digestibilidad de dichas formas
para liberar al nutriente de los complejos en que se encuentra, de los mecanismos de
transporte trans-epitelial, del transporte plasmatico, de la captacion tisular,
incorporacion en biomoléculas, de su almacenamiento y excrecion. Otros factores que
influyen en la biodisponibilidad de un nutriente son la forma de preparacion del
alimento, la combinacion de alimentos que se ingiera, la condicion fisioldgica, el estado
nutricional y las variantes genéticas del individuo que deba aprovecharlos (Carmona y

Liuzzi, 1998).

Para una politica de nutricion y produccion de alimentos es indispensable

conocer la composicion de la dieta popular y sus posibles fallas, para asi poder proveer



los ajustes necesarios. Igualmente importante para la ciencia médica es conocer la
ingesta de ciertos nutrientes si se trata de definir enfermedades carenciales y, mas
todavia, para poder estimar los requerimientos en nutrientes de los distintos grupos

(Jaffé, 2002).

El uso de insectos en bioensayos nutricionales tiene como ventajas la corta
duracion y el menor costo de los experimentos. La pequefia cantidad de alimento
requerida para cada ensayo permite evaluar, por ejemplo, el efecto de factores
antinutricionales purificados, de limitada disponibilidad. Por otra parte, para cada
réplica, se utilizan entre 30 y 60 individuos, por lo que se trabaja con “pequefias
poblaciones”. Ello disminuye la variabilidad de los parametros estudiados y facilita los

analisis estadisticos (Carmona y Gémez-Sotillo, 1997).

En las dltimas décadas el estudio de nuevos modelos animales ha sido de gran
utilidad para solucionar problemas nutricionales. En el Laboratorio de Bioquimica
Nutricional y Metabolismo del Instituto de Biologia Experimental donde se realiz6 este
trabajo, ha sido utilizado con éxito el bioensayo con los gorgojos Sitophilus oryzae
(Lopez, 1999) y Tribolium castaneum (Carmona y col., 2001), para el estudio de la
calidad proteica de los alimentos, la biodisponibilidad de almidones nativos y
modificados (Garcia, 2003; Galeno, 2006), para determinar deficiencias en las
vitaminas B1, B2 y B6 (Millan y Carmona, 2005) y més recientemente se ha utilizado
como bioensayo las larvas del Lepidoptera Spodoptera frugiperda para determinar los

niveles de glucogeno (Rojas y col., 2005).

Una de las utilidades del bioensayo con gorgojos ampliamente encontrada en la
bibliografia, es la referente al estudio y control de las plagas de gorgojos de gran

importancia en diversas regiones de Latinoamérica, debido a las condiciones



ambientales adecuadas para el crecimiento y desarrollo de este tipo de insectos y que
atacan a los cultivos de cereales como maiz, trigo y arroz, lo cual ha sido objeto de
estudio por diversos investigadores (Ajayi y Rahman, 2006; Bamaiyi y col., 2007; Law-
Ogbomo y Enobakhare, 2007; Nijamo y col., 2007). Un ejemplo de ello, son estudios en
los que se han evaluado las propiedades repelentes y antialimentarias de extractos
crudos de plantas disueltos en diferentes solventes organicos sobre Sitophilus (Linnaeus,
1763); determinando los posibles efectos que tienen algunos metabolitos secundarios de

las plantas con potencial uso como insecticida botanico (Viglianco y col., 2006).

Hoy en dia, se han desarrollado herramientas importantes para evaluar la
eficacia de utilizacion de los nutrientes; tales herramientas de valoracion, reciben el
nombre de “biomarcadores” (Anderson y Cockaune, 1995 citado por Millan y Carmona,
2005). Estos biomarcadores son parametros sencillos, susceptibles de ser medidos en
experimentos de corta duracién en humanos y constituyen una alternativa para evaluar

la eficacia de los componentes funcionales de los alimentos (Carmona y Jaffé, 1999).

El cuerpo humano es capaz de deshacerse muy facilmente de la mayoria de los
productos toxicos de su propia elaboracién, como el diéxido de carbono y los desechos
nitrogenados. En contraste, la mayoria de las sustancias toxicas ingeridas, como el
etanol (en bebidas alcoholicas), primero deben ser degradadas por el higado, érgano que

posee enzimas que no estan presentes en otros tejidos (Curtis, 2001).

El efecto del etanol ha sido ampliamente estudiado no sélo como fuente de
carbono de ciertos organismos como bacterias, y por ser un producto de la fermentacion
de carbohidratos en levaduras, sino principalmente por los efectos perjudiciales del
alcohol en humanos. Algunos cientificos sostenian que bastaba con agregar ciertas

vitaminas al alcohol para que desapareciera la mayor parte del dafio fisico que produce a



largo plazo, como hepatitis alcohdlica y cirrosis hepatica, pero la nueva evidencia

sugiere que no es asi (Curtis, 2001).

Siguiendo esta linea de pensamiento resulta de gran interés determinar el efecto
del etanol y de la dieta sobre la composicién corporal del gorgojo de arroz, Sitophilus
oryzae, ya que es un modelo animal muy versatil para identificar biomarcadores que
permitan evaluar la biodisponibilidad de algunos nutrientes y el posible efecto del

etanol sobre ellos.



Il. ANTECEDENTES

1. El gorgojo de arroz

El gorgojo de arroz pertenece al orden Coledptera, familia Curculionidae y a la
especie Sitophilus oryzae (L.). Externamente presenta una cabeza proyectada en forma
de trompa y antenas acodadas en forma de maza (Figura 1). El protérax esta densamente
cubierto de depresiones circulares. Tiene alas y vuela con gran facilidad. El adulto mide
de 2,5 a 3,5 mm y el color varia de café a negro. En los élitros, que constituyen el
primer par de alas de consistencia coridcea, presenta cuatro manchas de color

amarillento (Veldsquez y Trivelli, 1983).

A) B)

Figura 1. Gorgojo de arroz, Sitophilus oryzae. A) Adulto visto desde arriba mostrando las
depresiones circulares en el protdrax, las manchas en los élitros (primer par de alas coriaceas) y
el color café caracteristico del cuerpo (Tomado de Velasquez y Trivelli, 1983). B) Vista lateral
y desde arriba del adulto, y del estadio de pupa (Tomado de An6nimo, 2007a).

El gorgojo de arroz se alimenta principalmente de cereales y ataca tanto en el
campo como en los depositos. El adulto y las larvas se alimentan vorazmente de los
granos como trigo, maiz, arroz, sorgo, cebada, avena y centeno. En Chile, se le ha

encontrado atacando otros productos de origen cerealicola de consistencia dura, tales



como fideos y galletas. Ocasionalmente se ha encontrado en productos molidos, aunque

dificilmente se multiplican en este medio (Velasquez y Trivelli, 1983).

Es de distribucion cosmopolita, encontrandose principalmente en las zonas
calidas humedas, tropicales y subtropicales. En cuanto a la reproduccion, estos insectos
presentan un desarrollo completo denominado holometabolo, caracterizado por los
estadios de huevo, larva, pupa y adulto. Las hembras horadan el grano y depositan en
cada diminuta perforacion un huevecillo que posteriormente es cubierto con una
secrecion, por lo que su presencia pasa inadvertida. Cada hembra, deposita de 300 a 400
huevos que tardan entre 4 y 6 semanas en transformarse en adultos. La larva carente de
patas, se alimenta, se transforma en pupa y finalmente en adulto, dentro del grano. Al
emerger, el adulto deja orificios en el grano. El adulto vive de 4 a 5 meses. La hembra
alcanza su méxima actividad de oviposicion después de 3 semanas de haber emergido
(Velasquez y Trivelli, 1983). El ciclo de vida tarda alrededor de 5 semanas (32-35 dias)
a 30 °C y 70 % de humedad relativa. Las condiciones &ptimas de desarrollo
son 27-31°C y mas de 60 % de humedad relativa; por debajo de 17 °C, el desarrollo se

interrumpe (Andénimo, 2007a).

Al gorgojo de arroz se le considera plaga primaria, pues el adulto es capaz de
dafar granos sanos y las larvas se alimentan en su interior. Hasta hace algunos afios esta
especie era la principal plaga del trigo, arroz y maiz almacenados, pero ahora existen
otras plagas como Rhyzoperta dominica "Capuchin del grano™ que atacan los
sembradios de cereales (Velasquez y Trivelli, 1983), este gorgojo también es del orden

Coleoptera pero de la familia Bostrichidae.

Con la excepcion de los estadios mas tempranos de algunos insectos parasitos,

los cuales absorben nutrientes a través de la superficie corporal, todos los insectos



conducen el alimento a través de un canal alimentario. Este consiste siempre de tres
regiones que son: intestino anterior (estomodeum), intestino medio (mesenteron) e
intestino posterior (proctodeum). El intestino anterior y el posterior presentan cuticula;
mientras que, en el intestino medio las células estan expuestas libremente razén por la
cual la secrecion de los jugos digestivos ocurre en ésta region y también tiene lugar la

mayor parte de la absorcion (Wigglesworth, 1966).

El tracto anterior esta formado por la boca con glandulas salivales, el esofago, el
buche para almacenar y la molleja para triturar (esta Gltima producto de una
modificacion del proventriculo en el caso de los insectos que comen alimentos solidos
(Ruppert y Barnes, 1996). El tracto medio esta formado por el estbmago y los ciegos
gastricos. Por ultimo, el tracto posterior esta constituido por el intestino, el recto y el
ano (Figura 2). Una parte de la digestién se puede realizar en el buche, cuando el
alimento se mezcla con la saliva. El tracto medio es el principal sitio de digestion y
absorcion, y los ciegos gastricos pueden incrementar la superficie para estas funciones.
En el tramo posterior, la absorcion de nutrientes es escasa, pero €S una zona
fundamental para la reabsorcion de agua y ciertos iones (Hickman y col., 1998). Una
caracteristica de la region digestiva media de casi todos los insectos, exceptuando los
hemipteros, es la presencia de una membrana peritréfica que estd compuesta de una fina
capa de proteina y quitina. La membrana peritrofica protege a las paredes de esta
delicada region de la abrasion producida por el alimento y, ain méas importante, permite
el reflujo de enzimas, al dividir la luz digestiva en dos compartimientos (Ruppert y

Barnes, 1996).



Tabulos de Malpighi

Proventriculo Ciaqo Regién digestiva
gastrico media :

Figura 2. Dibujo esquematico del tubo digestivo de un insecto. Tomado de Ruppert y Barnes
(1996).

El gorgojo de arroz, al igual que cualquier otro insecto masticador, presenta un
aparato bucal masticador y un tubo digestivo, extendido desde la boca hasta el ano. El
aparato masticador de muchos insectos herbivoros esta adaptado para cortar y triturar el
alimento. Las mandibulas de los insectos masticadores son placas dentadas fuertes,
cuyos bordes pueden morder o desgarrar, mientras las maxilas sujetan el alimento y lo
pasan hacia la boca (Hickman y col., 1998). En muchos insectos pertenecientes a los
ordenes Orthoptera, Isoptera, Odonata, Hymenoptera y muchos Cole6pteros, como es el
caso del gorgojo de arroz, la parte final del intestino anterior esta dilatada formando una
especie de buche, donde la comida es almacenada antes de ser transmitida en pequerias
cantidades al intestino medio (Wigglesworth, 1966). Para insectos como el saltamonte,
la cucaracha y los escarabajos, el buche es el lugar mas importante para la digestion
enzimatica; las enzimas pasan al buche desde la region digestiva media (Ruppert y

Barnes, 1996).

Las enzimas digestivas son capaces de hidrolizar los diferentes macronutrientes
a sus unidades constituyentes y en los insectos algunas de estas enzimas son elaboradas
en glandulas salivales especiales presentes en la cavidad bucal, pero la mayoria son

producidas por las células del intestino medio (Wigglesworth, 1966). Entre las enzimas



encontradas en el intestino medio, principalmente en coledpteros, estan: maltasas,
invertasas, triptasas y lipasas (Wigglesworth, 1966). También se ha reportado la
presencia de carbohidrasas y proteasas en el intestino de distintos tipos de insectos, asi
como algunos pocos que producen la enzima que degrada la celulosa (celulasa). La
mayoria de los insectos poseen enzimas digestivas que digieren los carbohidratos, las
proteinas y los lipidos, de manera similar como ocurre en los animales vertebrados. Sin
embargo, existe un nimero de especies que han desarrollado adaptaciones especiales
asociado a habitos alimenticios particulares, haciéndolos capaces de digerir productos
animales, tales como quitina, keratina, colageno, y productos vegetales como celulosa,
qgue normalmente serian considerados altamente resistentes al ataque enzimatico
(Wigglesworth, 1966). También se conoce que hay enzimas producidas por los
microorganismos presentes en el intestino del insecto, las cuales podrian mantener una

relacién de mutualismo con su hospedador (Meglitsch, 1967).

Los insectos poseen una cuticula que funciona como un tegumento y como un
esqueleto articulado, y el material que lo forma debe tener una diversidad de
propiedades, entre ellas ser flexible para que exista articulacion de cada una de las
partes del exoesqueleto. Segun Wigglesworth (1966), la cuticula se forma producto de
la actividad de las células epidérmicas y esta constituida por tres capas, empezando
desde la mas interna que estd en contacto con la epidermis tenemos: endocuticula
(compuesta principalmente de microfibrillas de proteinas y del polisacéarido quitina, en
una estructura en forma de lamelas), la exocuticula (que esta constituida por los mismos
componentes de la endocuticula, pero en donde los componentes estan estabilizados
mediante un proceso denominado esclerotizacién) y, por ultimo, la epicuticula que se
encuentra en contacto con el medio externo (es la capa mas pequefia pero es la mas

compleja porque tiene varias capas, entre ellas de lipidos y proteinas que constituye la



primera defensa de los insectos al medio externo, sobre todo en conferir

impermeabilidad al agua).

La funcion de los érganos excretores de los animales es mantener mas o menos
constante el “ambiente interno” (Wigglesworth, 1966). En insectos el equivalente de los
rifiones son los tubos de Malpighi, los cuales son tubos ciegos finos y elasticos, que se
insertan en la separacidn existente entre el intestino medio y el posterior; ellos se
encuentran en numero variable (Figura 2). Los extremos libres de los tdbulos flotan en

el hemocele, bafiados en la hemolinfa (Hickman y col., 1998).

Uno de los productos finales del catabolismo de las proteinas es el acido Urico.
En muchos casos es recolectado en forma sélida en células especiales llamadas células
de urato, las cuales estan distribuidas alrededor del cuerpo. Las sales de urato no son
transferidas a los tubulos de Malpighi (del adulto) sino al final del estadio de pupa

(Wigglesworth, 1966).

El &cido urico, que es poco soluble en agua, entra en el extremo distal del tibulo
de Malpighi donde el pH es ligeramente alcalino, como urato acido de potasio,
relativamente soluble. A medida que se va formando la orina hacia el extremo proximal
del tdbulo, el potasio se combina con el didéxido de carbono y se reabsorbe como
bicarbonato potasico; el ambiente se torna ligeramente acido y el acido Urico precipita
(Hickman y col.,, 1998). Los animales que excretan &cido urico son llamados

uricotélicos; los insectos, las aves y los reptiles son ejemplos de ellos.

Para que los insectos crezcan y se reproduzcan debe haber un adecuado aporte
de carbono y nitrogeno, sales inorganicas y todos los otros elementos que requiere un

sistema viviente. Los nutrientes que van a satisfacer las necesidades pueden variar de
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una especie a otra, pero en general los requerimientos no son muy diferentes de aquellos

en los vertebrados (Wigglesworth, 1966).

Dado que el canal alimentario de los insectos contienen enzimas digestivas que
hidrolizan los constituyentes de los alimentos, es probable que el alimento sea absorbido
en la forma de los productos de hidrdlisis: carbohidratos como monosacaridos, grasas

como glicerol y &cidos grasos, proteinas como aminoacidos (Wigglesworth, 1966).

Una de las peculariedades en el metabolismo de los insectos, es la presencia de
un carbohidrato llamado trehalosa (disacarido no reductor compuesto de dos residuos de
glucosa) que se produce paralelamente a la via de la glucogenogénesis. El precursor
normal para la sintesis de trehalosa es la glucosa 6-fosfato y la UDP-glucosa. Este
ultimo compuesto es un intermediario en la sintesis del glucdgeno y puede, bajo la
accion de la enzima trehalosa 6-fosfato sintetasa, efectuar el acoplamiento de la unidad
glucosilo a glucosa 6-fosfato, en vez de unirse al glucégeno, para producir trehalosa
6-fosfato, y ésta, puede ser desfosforilada por la trehalosa 6-fosfatasa para producir la
trehalosa. La trehalosa forma parte de una considerable proporcion de la reserva de
carbohidratos, lo que sugiere que probablemente constituya un sustrato rapidamente
disponible para el metabolismo general y, particularmente, para obtener energia para el

vuelo (Bursell, 1970).

Se han realizado estudios para determinar los requerimientos basicos de los
insectos. En uno de ellos, se alimentaron insectos de diferentes especies con dietas
sintéticas conteniendo caseina, almidon o glucosa, colesterol, levadura, sales y agua;
para luego analizar la importancia relativa de cada constituyentes (Fraenkel y Brewett,
1943). Los autores encontraron que ninguna de las especies fue capaz de crecer sin la

presencia de levadura de cerveza y los insectos murieron en los primeros dias del
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experimento. Luego prepararon extractos de la levadura, encontrando que estos eran
menos eficientes que la levadura pura probada inicialmente y, ademas, que los insectos
alimentados con las dietas que contenian solamente el extracto hidrosoluble de levadura
(rico en vitaminas del complejo B), en vez del extracto completo de levadura, se volvian
deficientes en esteroles y otros factores como el factor de crecimiento biotina
contenidos en la fraccion insoluble en agua. También encontraron que algunos de los
insectos requerian carbohidratos en la dieta y otros no, como fue el caso de Tribolium

confusum.

En el Laboratorio de Bioquimica Nutricional y Metabolismo del Instituto de
Biologia Experimental se ha determinado que una dieta de arvejas peladas proporciona
los requerimientos energéticos de los gorgojos, por lo que se utiliza como dieta para el
mantenimiento de los cultivos. Ademas se ha logrado establecer una dieta basal minima,
con el almidén de maiz (Carmona y Gomez-Sotillo, 1997), la cual aporta una limitada
cantidad de nutrientes, suficiente para satisfacer las demandas del mantenimiento de los
gorgojos y promover cierta ganancia de peso, por encima de los valores mantenidos en

arvejas (Carmona y col., 1998).

En los estudios nutricionales donde se evalta la eficiencia de incorporacién de
un nutriente, es necesario emplear dietas con concentraciones limitantes del mismo,
para que su utilizacién sea 6ptima. Este proposito puede alcanzarse suministrando dietas
de baja concentracion o limitando el tiempo de alimentacion (“meal feeding”) (Leveille,
1970 citado por Carmona y Casotto, 2001). Una manera de suministrar la dieta en
estudio a los gorgojos es utilizando un sistema de semillas artificiales con base de agar
(material inerte) a la cual se le puede incluir concentraciones variables de almidon,

glucosa y demas nutrientes, segun sea el caso. Estos experimentos permiten calcular el
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indice de eficiencia alimentaria, el cual mide la ganancia de peso (mg) por unidad de
alimento consumido (mg) y, ademas, el estudio de biomarcadores que evallen la

eficacia de utilizacion de nutrientes (Carmona y Casotto, 2001).

2. Etanol

El etanol (CH3CH2OH) es una molécula organica muy simple, compuesta por un
grupo hidroxilo (-OH) y una cadena alifatica de dos carbonos (CH3CHa-). Los extremos
hidroxilo y etilo le dan la propiedad hidrofilica y lipofilica, respectivamente, a la
molécula. El grupo hidroxilo puede formar puentes de hidrégeno con las moléculas de
agua, lo que explica su propiedad hidrofilica (Bermudez, 2003). A diferencia de otras
drogas, el etanol es una fuente sustancial de energia, con 29,7 kJ (7,1 kcal) por gramo,
un valor que excede la energia contenida en los carbohidratos o proteinas (Lieber,

20044).

El metabolismo del alcohol en humanos, se inicia cuando se ingiere y atraviesa
facilmente las membranas celulares por ser una sustancia de bajo peso molecular.
Comienza su transito en la boca, luego pasa al es6fago y al estomago, donde puede
absorberse. No obstante, su principal sitio de absorcion lo constituyen las vellosidades
intestinales, porque es aqui donde se encuentra la mayor superficie de contacto. El
alcohol se absorbe siguiendo una cinética de primer orden, mientras mas cantidad de
alcohol se ingiera mas sera absorbido (Llerena y Huerta, 1998 citado por Bermudez,
2003). Varios factores afectan el metabolismo del etanol, incluyendo el consumo del
etanol, alimentos, otras drogas, el peso y la composicion corporal de los individuos, asi
como también las variantes genéticas de las enzimas que metabolizan el etanol

(Ramchandani y col., 2001). Sobre el proceso de absorcion influye, por ejemplo, la
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presencia y el tipo de alimento. Las comidas ricas en grasas y carbohidratos disminuyen

de manera significativa la absorcion de alcohol (Newcombe, 1972).

Los animales superiores tienen tres sistemas independientes que pueden
catabolizar el etanol: el sistema de la enzima alcohol deshidrogenasa, el sistema de

oxidacion microsémico y el sistema de la enzima catalasa.

El primero de ellos y el mas importante, es la via en donde interviene la enzima
alcohol deshidrogenasa (ADH; EC 1.1.1.1) presente en el citosol (Figura 3). El
acetaldehido resultante pasa a la mitocondria donde la enzima aldehido deshidrogenasa
lo convierte a acetato para que finalmente la acetil-CoA sintasa lo transforme en

acetil-CoA y entre al ciclo de Krebs (Matthews, 1997).

La ADH, cuyo Km es 2 mmol/L, no so6lo cataliza la conversion de etanol en
acetaldehido, como se dijo anteriormente, sino que también puede oxidar al metanol,
retinol (vitamina A) y otros alcoholes. Para que la ADH pueda realizar la oxidacion del
etanol necesita el dinucleétido de nicotina y adenina (NAD™) como cofactor (Teschke y

col., 1976; Matsuzaki y col., 1981).

El sistema enzimatico de la ADH estd ampliamente distribuido en todas las
especies, incluyendo organismos pertenecientes a todos los reinos en los que se
clasifican los seres vivos (Jornvall y col., 1993). Los genomas eucariotas codifican al
menos 8 superfamilias de las deshidrogenasas/reductasas de cadena media de la cual
son miembros las ADH, y se encuentran divididas en dos grupos en base a la presencia
0 ausencia de Zn en su sitio activo (Jornvall y col., 2003). La ADH de los animales
(producida en el higado) funciona para metabolizar el alcohol originado por la flora

intestinal y el proveniente de fuentes externas (Anénimo, 2007b). Esta enzima pertenece
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al grupo de las metaloenzimas y su estructura es dimérica, donde cada subunidad
contiene un dominio catalitico y un dominio de union a la coenzima, separados por una
hendidura hidrofébica que forma el bolcillo de union al sustrato (Edenberg y Bosron,

1997).

Se ha demostrado que la aceleracion del metabolismo del etanol debido a su
consumo cronico no esta necesariamente asociado con un incremento de la actividad de
la ADH, y que el paso limitante en el metabolismo del etanol en la ruta de la ADH no
depende de la actividad de la enzima pero si de la capacidad de los hepatocitos de
reoxidar el NADH (Lieber, 1973), al incrementar la disponibilidad de su cofactor

NAD".

Alcohol deshidroaenasa
Etanol , Acetaldehido

T x>

NAD* NADH+ H*

Figura 3. Metabolismo del etanol, oxidacion del etanol en el citosol de las células hepaticas por
la alcohol deshidrogenada, enzima que conduce a la produccién de NADH (modificado de
Bermudez y col., 2003).

El segundo sistema en el metabolismo del etanol es secundario y esta
representado por el sistema de oxidacion microsémico del etanol, SOME (MEOS, por
sus siglas inglés “microsomal ethanol-oxidizing system”; Lieber y DeCarli, 1970), el
cual funciona en el reticulo endoplasmico liso de los hepatocitos, su Km es 10 mmol/L
y es responsable de aproximadamente el 10 % del metabolismo del etanol (Teschke y
col., 1972, citado por Bermudez, 2003). EIl SOME metaboliza el etanol en acetaldehido

y para ello requiere NADPH que es transformado en NADP*. Durante la reaccion, es

15



necesario que haya consumo de oxigeno. También estd involucrado en este sistema el

citocromo P-450 (Lieber, 2001), el cual es inducido por el etanol (Figura 4).

El SOME tiene importancia clinica porque permite que el individuo desarrolle
resistencia a la accion del etanol cuando se consume en forma crénica, por lo que a
medida que transcurre el tiempo la persona necesita mayores dosis de etanol para
activar el mecanismo de degradacion (Mezey y col., 1975; Miwa y col., 1978, citado

por Bermudez, 2003).

OXIGENO
SOME

Etanol » Acetaldehido

£ x>

NADPH 4+ L' NADP *+ H20

Figura 4. Metabolismo del etanol, oxidacion del etanol en el reticulo endoplasmaético liso de
los hepatocitos por el sistema de oxidacion microsomico del etanol (SOME). Este sistema
necesita la presencia de la coenzima NADPH y es necesario que haya consumo de oxigeno
(modificado de Bermudez y col., 2003).

Debido a que con el consumo crénico de etanol, la actividad del SOME
incrementa y, por lo tanto, la actividad del citocromo P-450, hay una induccion del
catabolismo de otras drogas; permitiendo la tolerancia metabdlica a las mismas (Lieber,
2004c). La tolerancia de las personas alcohdlicas a varias drogas ha sido generalmente
atribuida a una adaptacién al sistema nervioso central. Sin embargo, adicional a esta
adaptacion, debe ser considerada la adaptacion metabolica (Lieber, 1984). La
importancia de este sistema como ruta para metabolizar el etanol es la capacidad que
tiene para ser inducido. Asi como incrementa la tolerancia a las drogas, existen muchos
cambios a nivel microsomal que pueden ser interpretados como alteraciones

“adaptativas” secundarias a la “induccion” luego del consumo cronico del alcohol. De
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hecho, una aceleracion del metabolismo del etanol resulta en un incremento de la
produccién de acetaldehido lo que exacerba varias de las manifestaciones toxicas de
este metabolito como se hablara mas adelante. Un incremento en la actividad
microsomal puede también incrementar el requerimiento de oxigeno, causando hipoxia.
Los micronutrientes tales como las vitaminas pueden también servir como sustratos
enddgenos que son degradados por los microsomas, por lo que su “induccion” puede
por lo tanto alterar los requerimientos vitaminicos e incluso afectar la integridad del
higado, un ejemplo de esto lo constituye los niveles bajos de vitamina A encontrados en
el higado de personas alcohdlicas (Leo y Lieber, 1982, citado por Lieber, 1984),

ocasionando dafios a este drgano.

El aumento de la oxidacion del etanol luego del consumo crénico podria resultar
de una combinacion de al menos dos mecanismos: un incremento adaptativo del SOME
per se y una aceleracion de la ruta de la ADH por el incremento de la disponibilidad de
su cofactor NAD*, como fue reportado por Matsuzaki y colaboradores (1981), en
experimentos realizados con hepatocitos aislados de rata en presencia de
concentraciones crecientes de etanol. Los autores encontraron que aproximadamente
30 % de la actividad de oxidacién del etanol permanecia aln en presencia de un
inhibidor de la ADH, y era dependiente de la concentracion de etanol. EI Km aparente
para los otros sistemas de oxidacion del etanol era comparable con los valores del
sistema oxidativo microsomal del etanol, por lo que concluyeron que este sistema
podria contribuir con la mayor parte de la oxidacion en las rutas no dependientes de

ADH.

El tercer sistema para metabolizar el etanol estd representado por la enzima

catalasa, la cual contribuye aproximadamente con el 2 % del metabolismo del etanol. El
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sistema de la catalasa se lleva a cabo en los peroxisomas y necesita el perdxido de
hidrégeno (H202). El perdxido de hidrégeno es generado en las reacciones catalizadas
por las enzimas NADP oxidasa (que interviene en la formacion de especies reactivas de
oxigeno) y xantina oxidasa (del metabolismo de los nucleotidos purina), para oxidar al

etanol y formar acetaldehido (Lieber, 2004b) (Figura 5).

Catalasa )
Etanol + H20: ,» 2 H20 + Acetaldehido

Figura 5. Metabolismo del etanol, sistema de la catalasa. Este sistema oxida al etanol para
formar acetaldehido y necesita al peroxido de hidrdgeno (H20-) para llevar a cabo la reaccion
(modificado de Bermudez y col., 2003).

Se sabe, desde hace muchos afios, que los grandes bebedores tienen un alto
riesgo de enfermedad hepatica grave, la cual puede ser fatal. Las enzimas del higado
primero oxidan el etanol a acetaldehido. Luego el acetaldehido se oxida a acetato, el
cual, a su vez, es oxidado a dioxido de carbono y agua. En ambas reacciones, se
produce NADH. La alta relacion NADH/NAD en el citoplasma inhibe la
gluconeogénesis, al prevenir la oxidacion de lactato a piruvato y, por lo tanto, lactato se
acumula; causando acidosis (James, 2000). El elevado poder reductor de la célula
también inhibe la glucolisis y el ciclo de Krebs. Por otra parte, la sintesis de los lipidos
se acelera. El incremento de la proporcion NADH/NAD, se asocia con una elevacion de
la produccion de glicerol 3-fosfato, lo cual favorece la formacion hepatica de
trigliceridos. Ademés, se observa un incremento en la actividad de las enzimas
asociadas con la sintesis de acidos grasos y colesterol. Esto puede ser uno de los
factores asociados con el higado graso observado en pacientes alcoholicos. Por otra
parte, el acetaldehido es muy reactivo y puede formar enlaces covalentes con los grupos

R de varios amino&cidos; afectando el funcionamiento de las proteinas. Si el consumo
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de alcohol es muy alto, el acetaldehido puede causar severo dafio y hasta la muerte del
tejido hepatico (James, 2000) (Figura 6).

Aln cuando los insectos no poseen higado se cree que las enzimas encargadas
del metabolismo del etanol podrian también encontrarse en insectos, principalmente en
el intestino medio, donde se encuentra la mayor cantidad de enzimas responsables de la
digestion de los alimentos (Wiggleworth, 1966). La ruta en la cual participa la ADH ha
sido identificada en Drosophila melanogaster y la expresion de sus genes apoya la
hipétesis de que existe una adaptacion de este insecto a medios con alcohol (Dorado,
1984), de manera que pueden metabolizar esta fuente de carbono para obtener energia.
La ADH de la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) consta de dos subunidades
idénticas de 254 residuos de aminoacidos y un peso molecular de 27.400 Da (Thatcher,
1980, citado por Achkor, 2003). En humanos, el sistema ADH se encuentra dividido en
5 clases que estan codificadas por 7 genes (Jornvall y col., 2003), y la ADH de clase | es
la que tiene mayor afinidad por el etanol por lo que es la principal enzima responsable
de su metabolismo en el higado (H66g y col., 2001). También es dimérica y consta de

dos subunidades de 375 residuos de aminoacidos (H66g y col., 2001).
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3. Utilizacién del gorgojo del arroz Sitophilus oryzae como bioensayo para evaluar

la calidad proteica de las dietas

El uso de modelos animales en estudios nutricionales se justifica ya que todos
los animales utilizan en general los mismos nutrientes y poseen enzimas digestivas
similares. El gorgojo de arroz ha sido utilizado para evaluar la presencia de factores
toxicos en alimentos (Carmona y col., 1998) y el valor nutritivo de la dieta (Carmona y
Gomez-Sotillo, 1997; Lopez, 1999; Garcia, 2003; Galeno, 2006) combinando las
ventajas de un ensayo in vivo, con aquellas de un ensayo in vitro, lo que permite el
desarrollo de bioensayos rapidos, sencillos y econdémicos donde se realizan
determinaciones simultaneas que pudieran conducir a resultados extrapolables a los

humanos (Carmona y col., 2001).

En los bioensayos con gorgojos se ha medido la supervivencia, los cambios de
peso y de la composicion corporal como biomarcadores para evaluar la calidad de la
dieta. La evaluacion de parametros como el valor nutritivo de las proteinas, requiere del
uso de otros biomarcadores como los cambios de actividad de algunas enzimas, la
excrecion de nitrégeno, el potencial reproductivo y el crecimiento de larvas de los

insectos (Carmona y col., 1998; 2001).

El gorgojo de arroz fue utilizado como bioensayo para evaluar la calidad de la
proteina dietaria (LOpez, 1999). En este trabajo se ensayaron diferentes dietas
preparadas con la dieta basal y suplementada con proteinas de distinta calidad. Las
dietas de almidén de maiz (dieta basal) estaban suplementadas con caseina, gelatina
nutritiva, gluten de maiz y gelatina purificada a diferentes niveles (0,25; 0,5; 1,2 y 4 %)
de la dieta. Se determin0 el efecto de estas proteinas sobre la supervivencia, la variacion

de peso, la composicion corporal, la excrecion de &cido Urico y la actividad de algunas
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enzimas digestivas (proteasas y amilasas) del insecto. En dicho trabajo se demostré que,
al igual que en humanos y en ratas, la caseina fue la proteina de mayor calidad proteica,
originando un aumento en el peso de los gorgojos. Con ella, el contenido de agua
aumento, mientras que hubo una menor acrecion grasa y se impidio la pérdida del

nitrégeno corporal que ocurre con las dietas aproteicas (Lopez, 1999).

La forma mas sencilla de evaluar la toxicidad de ciertos factores presentes en
alimentos como cereales y leguminosas es registrando la supervivencia de aquellos
insectos que reciben el alimento que se sospecha toxico y compararla con la
supervivencia de los insectos alimentados con dietas nutricionalmente satisfactoria
(harina de arvejas peladas; control positivo) o mantenidos en ayunas (control negativo)
(Carmona y col., 1998). Si la mortalidad con alguna de las dietas resulta mayor que la
del grupo mantenido en ayunas, se considera que dicha dieta contiene factores toxicos
para los insectos (Lopez, 1999). En este tipo de ensayo se puede estimar el biomarcador
“tiempo de supervivencia media”, el cual es el tiempo (en dias) en el cual muere la
mitad de la poblacién (Carmona y col., 1998). Este biomarcador ha sido utilizado con
éxito para estimar el efecto toxico de algunos compuestos presentes en las semillas de
caraotas (Carmona y col., 1998) y en estudios en donde se evalud la viabilidad de
peliculas comestibles formuladas con alginato, goma gelano o almidon de papa como

biopolimero, glicerol como agente plastificante y agua (Rojas, 2007).

La composicion corporal refleja la composicion de los alimentos que se
consumen. El ayuno por ocho dias produce cambios dramaticos en la composicion
corporal caracterizados por una disminucion brusca del agua, la grasa y el nitrogeno

proteico; estos efectos se han reportado también para otra especie de gorgojo, Tribolium
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castaneum (Millan y Carmona, 2005; Millan, 2007), ademas del gorgojo de arroz

(Carmona y col., 1998; Carmona y Casotto, 2001).

Cuando los gorgojos reciben una dieta aproteica (como el almidén de maiz) se
satisfacen los requerimientos energéticos y no los proteicos. En este caso, las reservas
de proteinas corporales descienden, pero solo hasta un tercio del valor habitual, sin que
se afecte drasticamente la supervivencia del insecto (Carmona y Gémez-Sotillo, 1997;
Lopez, 1999). Como se ha observado en ratas, el suministro de una dieta aproteica
ejerce un efecto protector sobre las proteinas corporales, ya que estas no necesitan

catabolizarse con fines energéticos (Miller, 1973, citado en Garcia, 2003).

El &cido urico ha resultado ser un excelente biomarcador para evaluar la calidad
proteica de la dieta en aves (Millan y col., 1984; Vit y col., 1993, citado en Garcia,
2003) y en insectos (Lopez, 1999; Galeno, 2006), ya que permite, junto con la actividad
de enzimas como la a-amilasa, clasificar los almidones de acuerdo a su calidad
nutricional. Los almidones de buena calidad nutricional son mas digeribles y como
consecuencia la actividad de a-amilasa y la excrecion de &cido urico disminuyen

(Galeno, 2006).

Estudios nutricionales realizados con el gorgojo rojo de la harina (Tribolium
castaneum), utilizando semillas artificiales de agar para suministrarle agua y nutrientes
a los insectos, han permitido determinar valores umbrales de deficiencia de proteinas, a
juzgar por los cambios en el contenido corporal de nitrogeno proteico y la excrecion de
acido urico, utilizados como biomarcadores; y de deficiencia de vitaminas del complejo
B, en base a los valores de actividad de las enzimas marcadoras como la trancetolasa,
glutation reductasa y aspartato aminotransferasa y los porcentajes de activacion

producidos por la adicion de sus coenzimas exdgenas (Millan y Carmona, 2005).

23



Las aminotransferasas constituyen una familia que difieren en la especificidad
de sustratos. Todas las aminotransferasas tienen en comun el mecanismo de accién y
que utilizan el mismo grupo prostético que es el fosfato de piridoxal (PLP) (Millan,
2007). La reaccion catalizada por la aspartato aminotransferasa (L-aspartato:
2-oxoglutarato aminitransferasa, EC 2.6.1.1) es utilizada como “biomarcador” del
estado de la vitamina Be (Lehninger, 1993). En esta reaccion de transaminacion, el
grupo a-amino del aspartato se transfiere, de manera reversible, al carbono o del

a-cetoglutarato para generar glutamato y oxalacetato (Lehninger, 1993).

En estudios sobre el efecto del etanol y de la dieta en Tribolium castaneum, se
ha encontrado que la administracion del etanol conduce a la disminucion del porcentaje
de agua y nitrégeno corporal, y al aumento del porcentaje de grasa (Millan, 2007).
Ademas por su contenido calorico el etanol puede desplazar a los nutrientes causando
malnutricion, incluyendo deficiencias de folato, tiamina y otras vitaminas (Lieber,

2004a).

En la Tabla 1, se resumen los diversos biomarcadores utilizados para evaluar la

eficiencia de utilizacion de nutrientes en dietas con diferente valor nutritivo.

Con base en estos biomarcadores se ha planteado la busqueda de una dieta
Optima para poder observar el efecto de diversos compuestos, como el etanol. Por tal
motivo se plante6 como hipdtesis de trabajo lo siguiente: si al suministrarle a los
insectos una dieta con concentraciones de nutrientes tal, que sea suficiente para
satisfacer las demandas del mantenimiento de los gorgojos en condiciones minimas;
entonces sera posible evidenciar algun efecto del etanol sobre la composicion corporal
de los insectos. De tal manera que el propoésito de esta investigacion fue encontrar

aquella dieta, entre una bateria de dietas con densidad de nutrientes distintas, que
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permitiera evaluar el efecto del etanol sobre la composicion corporal del gorgojo de

arroz adulto.

Tabla 1. Biomarcadores utilizados para evaluar el efecto de dietas nutricionalmente diferentes
en ensayo con insectos (modificado de Millan, 2007).

BIOMARCADOR| EFECTO RESPUESTA | REFERENCIAS RESULTADOS
Toxicidad de la| Cambiosenla |Millany Carmona, 100 % S con
Supervivenciay | dietay valor | supervivencia, 2005 Ne-nerina pura
variacion de peso | nutricional de | variacion de (Tribolium Agar 10 % =~ ayuno
diferentes dietas| pesoy en TSM castaneum) Similarmente con % VP
Agua, grasay Calidady [Variacionesen el| Carmonay col., | % grasa, % agua y
nitrégeno corporal | cantidad del contenido de 1998 % nitrégeno proteico en

como parte de la |aporte calérico-| agua, grasay |(Sitophilus oryzae) ayuno
composicién proteico de la nitrégeno
corporal dieta corporal 1 % grasa con almiddn
de maiz
Calidad y
Actividades cantidad del | Cambios en las | Carmonay col., 1 AE con caseina,
enzimaticas  |aporte calorico-| actividades 2001 gelatina nutritiva y
(amilasa y proteasa)| proteicodela | enzimaticas |(Sitophilus oryzae)] proteina de arveja
dieta (“buena calidad”)
Calidad y
cantidad del |Variaciones en la| Carmonay col., | | EAU con caseina,

Excrecion de écido

aporte caldrico-

excrecion de

2001; Garcia, 2003

gelatina nutritiva y

arico proteicode la | &cido trico  |(Sitophilus oryzae)| proteina de arveja
dieta
La eclosion y la
metamorfosis a adulto se
Potencial Valor nutritivo | Alteraciones en | Carmonay col., | Ven afectada por la
reproductivoy | de la proteina |la ovoposicién y 2001 deficiencia de proteina
desarrollo larval dietaria la metamorfosis (Tribolium enla du_eta.

castaneum) Las larvas tienen t

requerimientos que los
adultos

AE: actividad enzimatica, EAU: excrecion de 4acido drico, S: supervivencia, VP: variacién de
peso, TSM: tiempo de supervivencia media.



I11. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del etanol y de dietas de diferente valor nutritivo sobre los indicadores
de la calidad y aprovechamiento biologico de la dieta utilizando el bioensayo del

gorgojo de arroz (Sitophilus oryzae).

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar el efecto de dietas de distinta densidad de nutrientes (agar, almidon de
maiz, Ne-nerina y Ensure a distintas concentraciones) con y sin etanol al 1 % v/v
sobre la supervivencia, la variacion de peso y la variacion de la composicion

corporal.

2. Evaluar la utilizacién de un biomarcador, como la excrecion de acido Urico,

como parametro para la estimacion de la biodisponibilidad de nutrientes.

3. Evaluar la utilizacién de dos biomarcadores, la actividad especifica y el
porcentaje de activacion de la enzima aspartato aminotransferasa, como

parametro para la estimacion de la biodisponibilidad de la vitamina Bs.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Cultivo de gorgojos

Para el cultivo de insectos se emplearon individuos adultos del gorgojos de arroz,
Sitophilus oryzae, plaga comun de granos y productos almacenados, los cuales fueron
cultivados en arvejas (Pisum sativum) peladas, contenidas en envases cerrados,
mantenidos a temperatura ambiente, humedad ambiental y al resguardo de la luz. Para
cada experimento se utilizaron cohortes de individuos de aproximadamente la misma
edad. Para ello, se infestaron lotes de 300 g de arvejas con 200 individuos adultos.
Luego de un mes, o al momento en que se observé abundante material particulado en el
fondo del frasco, se procedio a eliminar a los padres y se esperd la emergencia de la
generacion Fi1, que ocurre aproximadamente en 15 dias.
2. Disefio experimental

Grupos de 60 individuos adultos obtenidos de la generacion Fi fueron alimentados
con las diferentes dietas. Para ello, los individuos se mantuvieron en un vial de vidrio
con 2 g de alimento por vial. El tiempo de duracion del experimento con las distintas
dietas fue de 8 dias. Un grupo se mantuvo en ayuno como control negativo (sin
alimento ni agua) y uno como control positivo (en arvejas peladas, dieta utilizada para
el cultivo de estos gorgojos). Los ensayos se realizaron por cuadruplicado. Al finalizar
los 8 dias, se sacrificaron por congelacién los insectos que sobrevivieron y se tomaron
30 individuos para la evaluacion de la composicion corporal y de los restantes se

tomaron 20 individuos para la medicién de la actividad enzimatica.
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3. Dietas

Una manera de suministrar la dieta en estudio a los gorgojos es utilizando un
sistema de semillas artificiales con base de agar que funciona como vehiculo para
incluir concentraciones variables de los distintos nutrientes. Ademéas de los controles
del experimento (arvejas peladas y la condicién de ayuno), las dietas a base de agar
(BBL-Medium) con y sin etanol al 1 % v/v fueron preparadas como se muestra en la
Tabla 2.

Tabla 2. Formulaciones de las semillas artificiales para cada una de las dietas investigadas.

Etanol | Agar | Volumen agua Dieta Volumen etanol
Dieta (9) (mL) (g6 mL) (mL)

Agar 5 % - 2 40 - -

+ 2 39,6 - 0,4
Almidon de maiz - 2 40 4 -

10 % + 2 39,6 4 0,4
Ne-nerina - 2 40 0,12 -

0,3 % + 2 39,6 0,12 0,4
Ne-nerina - 2 40 2 -

5% + 2 39,6 2 0,4
Ensure - 2 40 0,12 -

0,3 % viv + 2 39,6 0,12 0,4
Ensure - 2 40 2 -

5% v/iv + 2 39,6 2 0,4

— Dieta sin etanol, + dieta con etanol.

Fuente de cada una de las dietas: agar (BBL-Medium) de Laboratorios HiMedia (Bombay,
India); almidén de maiz de Alfonzo Rivas, Maizina Americana (Caracas, Venezuela); cereal
infantil Ne-nerina enriquecido con arroz (Maracay, Venezuela) y Ensure con fibra y
fructooligosacaridos, sabor a vainilla de Laboratorios Abbott (Columbus, E.U.A). EI Ensure
utilizado fue de preparacion liquida. Los porcentajes en las dietas de Ensure estan expresadas
como volumen/volumen.




4. Preparacion de las dietas

Las diferentes dietas se prepararon como semillas artificiales. En un vaso de
precipitados se pesaron 2 g de agar-agar (BBL-Medium) y se mezclaron con un
volumen apropiado de agua destilada (Tabla 2). Para las dietas sin etanol, la suspensién
se calentd por 20 seg en un horno de microondas (Panasonic, NN-6372WN) a maximo
poder para permitir que el agar se disolviera. La suspension se agitd con una espatula
metalica hasta no ver grumos y luego fueron afiadidos los respectivos ingredientes para
cada una de las dietas, una vez que el agar tuviera una consistencia semiliquida. En el
caso de las dietas de harina al 5 % (almidon de maiz y Ne-nerina) la mezcla se realiz
en dos tandas con la mitad de la harina en cada caso, para asegurar que la mezcla final
guedara homogénea y sin grumos. Para la elaboracién de las dietas de agar con etanol,
2 g de agar se mezclaron con 30 mL de agua destilada y se calenté en un horno de
microondas a maximo poder por 15 seg, agitando como se explicé anteriormente. En los
restantes 9,6 mL de agua destilada se diluy6 el etanol (0,4 mL) y se afadid a la
preparacion anterior una vez que la suspension se hubiera enfriado lo suficiente como
para no evaporar el etanol cuando fuera afiadido a esta, pero no tanto como para
ocasionar la solidificacién del agar. Luego se procedié a incluir los demas ingredientes
de la dietas de la misma manera como se detall6 antes. Finalmente, las mezclas fueron
colocadas en placas de microtitulacion para darle forma de “semilla”, y permitir que el
agar se enfriara a temperatura ambiente; y luego las semillas artificiales fueron
almacenadas a 4 °C (Millan y Carmona, 2005). En la Tabla 3 se muestra la composicién
de macronutrientes, vitaminas y minerales para cada una de las dietas comerciales (en
las distintas proporciones utilizadas). En el caso de la arveja lavada (control positivo),
100 g de esta dieta contiene los siguientes nutrientes y energia: carbohidratos: 58,8 g;

proteinas: 26,6 g; grasa: 1,77 g y energia 1489 kJ (356 kcal) (Rojas, 2007).
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Tabla 3: Composicidn de nutrientes y energia por 100 g de cada una de las dietas investigadas,
basado en la informacidn nutricional segun el fabricante.

30

Nutriente Agar Almidén de Ne-nerina Ensure
5% maiz 10 % 0,3% 5% 0,3% 5%
Carbohidratos (g) - 9 0,207 3,45 0,053 0,885
Proteinas () - - 0,048 0,80 0,011 0,185
Grasa (9) - - - - 0,008 0,130
Energia sin etanol - 151 4,26 711 137 228
kJ (keal) (36) (1,02) (17,0) (0,33) (5,45)
Energia con etanol 9,27 160 135 80,3 10,6 32,1
kJ (kcal) (2,22) (38,2) (3,24) (19,2) (2,54) (7,67)
Vitamina A (Ul) - - 9 150 0,375 6,25
Vitamina D (UI) - - 0,9 15 0,03 0,5
Vitamina E (Ul) - - - - 0,0023 0,0375
Vitamina K (ug) - - - - 0,006 0,1
Vitamina C (mg) - - - - 0,009 0,15
Vitamina B1 (mg) - 0,05 0,003 0,05 1,1x104 0,0019
Vitamina Bz (mg) - 0,02 - - 1,3x10* 0,0022
Vitamina Bs (mg) - - 0,0036 0,06 1,5x10* 0,0025
Vitamina B12 (ug) - - - - 45x10* 0,0075
_Niacina (mg) - 0,36 0,03 0,5 0,0015 0,025
Acido Folico (ug) - - - - 0,03 0,5
Acido pantoténico
(mg) - - - 7,5x10 0,0125
Biotina (pg) - - - - 0,0225 0,375
Colina (mg) - - - - 0,03 0,5
Potasio (mg) - - - - 0,111 1,85
Cloruro (mg) - - - - 0,096 1,6
Sodio (mg) - - 0,528 8,8 0,06 1
Calcio (mg) - - 15 25 0,105 1,75
Fadsforo (mg) - - 0,75 12,5 0,09 1,5
Magnesio (mg) - - - - 0,03 0,5
Zinc (mg) - - - - 0,0011 0,019
Hierro (mg) - 0,36 0,045 0,75 0,0014 0,0225
Manganeso (mg) - - - - 3,9x10* 0,0065
Cobre (mg) - - - - 15x10“ 0,0025
Yodo (ug) - - - - 0,0114 0,19
Selenio (ug) - - - - 0,0054 0,09
Cromo (ug) - - - - 0,009 0,15
Molibdeno (ug) - - - - 0,0114 0,19

Segun el fabricante, 100 g de Maizina Americana contiene los siguientes nutrientes y energia: carbohidratos:
90 g; energia: 1506 kJ (360 kcal); vitaminas Bi: 0,5 mg; vitamina B2: 0,2 mg; niacina: 3,6 mg e hierro 3,6 mg.
Ne-nerina contiene los siguientes nutrientes y energia: carbohidratos: 69 g; proteinas: 16 g; energia: 1381 kJ
(330 kcal); vitamina A: 3000 Ul; vitamina D: 300 Ul; vitamina Bi: 1 mg; vitamina Be: 1,2 mg; niacina: 10 mg;
sodio: 176 mg; calcio: 500 mg; fésforo: 250 mg e hierro: 15 mg. Ensure de Laboratorios Abbott contiene los
siguientes nutrientes y energia: carbohidratos: 17,7 g; proteinas: 3,7 g; grasa: 2,6 g; energia: 439 kJ (105 kcal);
vitamina A: 125 Ul; vitamina D: 10 Ul; vitamina E: 0,75 Ul; vitamina K: 2 ug; vitamina C: 3 mg; vitamina By:
0,038 mg; vitamina B;: 0,043 mg; vitamina Bs: 0,05 mg; vitamina Bi2: 0,15 ug; niacina: 0,5 mg; acido félico:
10 pg; &cido pantoténico: 0,25 mg; biotina: 7,5 ug; colina: 10 mg; potasio: 37 mg; cloruro: 32 mg; sodio:
20 mg; calcio: 35 mg; fosforo: 30 mg; magnesio: 10 mg; zinc: 0,38 mg; hierro: 0,45 mg; manganeso: 0,13 mg;

cobre: 0,05 mg; yodo: 3,8 ug; selenio: 1,8 ug; cromo: 3 pg y molibdeno: 3,8 ug.



5. Determinacion de la supervivencia y la variacion de peso

Para determinar la supervivencia y la variacion de peso se llevd un registro
interdiario del nimero y del peso de los individuos sobrevivientes. El peso se registro
como peso promedio por individuo. Se emplearon las siguientes formulas para la
determinacion de la supervivencia (% S) y la variacion de peso (% VP):

% S = (numero total de individuos - nimero de muertos) x 100/ namero total de
individuos.

% VP= (peso final — peso inicial) x 100/ peso inicial.

6. Determinacion de la composicion corporal
6.1 Contenido de agua

Los cadaveres de 30 insectos fueron pesados y luego deshidratados en una estufa a
100 °C durante una hora y media. Se calcul6 el contenido de agua por diferencia entre el
peso total y el peso seco (AOAC International, 1984).
6.2 Contenido de grasa

Los cadéaveres deshidratados se homogenizaron en un homogenizador
Potter-Evelhem, con 2 mL de éter de petrdleo durante 2 min a temperatura ambiente. Se
coloco la solucion éter-grasa en un vidrio de reloj, previamente tarado y se dejo
evaporar el solvente a temperatura ambiente alrededor de una hora en una campana de
extraccion de gases. Posteriormente se peso el vidrio con el material seco y se estimé el
contenido de grasa por diferencia entre los pesos final e inicial (AOAC International,
1984).
6.3 Contenido de nitrégeno proteico y nitrégeno cuticular

Para determinar el contenido de nitrogeno corporal es necesario separar el nitrogeno
proveniente de la cuticula del insecto, del nitrégeno de las proteinas corporales. Para

ello, se realizd primero la extraccion de las proteinas corporales, luego se hizo la
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mineralizacion de la materia organica (digestion), para finalmente determinar el
contenido de nitrogeno (proteico y cuticular) mediante un método colorimétrico como
se describe a continuacion.
6.3.1 Extraccion de proteinas

Para extraer las proteinas se incub0 el material seco y desgrasado, con 2 mL de
NaOH (0,5 mol/L) por 24 horas, con agitacion constante a temperatura ambiente. Luego
se centrifugdé a 16000 x g por 15 min en tubos Eppendorf, para recuperar la proteina
solubilizada en el sobrenadante y la cuticula (material insoluble en alcali) en el residuo.
Se le agregd 1 mL de NaOH al residuo y se repitio la extraccion por 24 horas bajo las
mismas condiciones. Luego de la centrifugacién, se combinaron los dos sobrenadantes
(conteniendo el nitrégeno proteico, NP) y se recuper6 el residuo, el cual se filtro al
vacio realizando varios lavados con agua destilada. El papel de filtro con el residuo
(conteniendo el nitrégeno cuticular, NC) se secé en la estufa a 100 °C por una hora.
Tanto el sobrenadante como el residuo filtrado se utilizaron para la mineralizacion de la
materia organica (digestion).
6.3.2 Digestion de muestras

Las muestras de 1 mL del sobrenadante anterior (NP) y el residuo cuticular (NC)
fueron colocadas en tubos grandes de digestion. Luego fueron mezcladas con 2 mL de
H>SO4 concentrado. A cada tubo se afiadié una pizca (58-61 mg) de catalizador de
cobre (sulfato de cobre: sulfato de potasio, 1:9) previamente pulverizado con un
mortero. Luego se realizd la mineralizacion de la materia organica en un digestor
Kjeldhal a 350 °C hasta lograr la transparencia total de las muestras (usualmente
3 horas). La temperatura del digestor se incrementd gradualmente para evitar que las

muestras se dispersaran por el tubo. Finalmente se dejaron enfriar las muestras
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digeridas, se les afiadio 5 mL de agua destilada a cada una y se registré el volumen final
para luego determinar el contenido de nitrégeno (AOAC International, 1984).
6.3.3 Determinacion del contenido de nitrogeno con el reactivo de Nessler

Para determinar el contenido de nitrogeno con el reactivo de Nessler, alicuotas de
20 pL de NC digerido 6 50 pL de NP digerido fueron mezcladas con 2,5 mL de agua
destilada y 0,4 mL de KOH (4 mol/L). Una vez agitado en voértex se agregd 0,1 mL del
reactivo de Nessler (Fluka) a cada muestra. Transcurridos 10 min, fue medida la
absorbancia a 490 nm en un espectrofotometro. Se estimé el contenido de nitrogeno,
utilizando una curva estandar de sulfato de amonio (Y = 6,91 x 102 X, R? = 0,995;
n = 3) construida usando una solucién patron a una concentracion de 47,19 pg/mL
(10 pg/mL de nitrégeno) (Cherry, 1973, modificado por Gomez-Sotillo, 1997).
6.4 Determinacion del parametro “Otros”

En el renglon de otros se encuentran los carbohidratos, las cenizas y los esqueletos
carbonados de las proteinas. Este parametro se calculd de la siguiente manera:
Otros = materia inicial — (agua + grasa + nitrégeno cuticular y no cuticular)

7. Determinacion de la excrecion de acido Urico

Para la extraccion de &cido Urico, se homogenizaron mecanicamente el contenido de
los viales donde se cultivaron los gorgojos (excretas mas semillas artificiales con las
dietas). Luego se deshidrato el material en una estufa a 100 °C durante una hora y se
extrajo el &cido Urico con 2 mL de agua destilada hirviente (4 mL en el caso del control
positivo). Finalmente, se centrifugd la suspensién a 16000 x g por 5 min en tubos
Eppendorf a temperatura ambiente, para obtener en el sobrenadante el acido drico
excretado (Lopez, 1999, modificado por Millan, 2007).

Para la estimacion del contenido de acido urico se utilizo el estuche &cido urico

enziméatico (Industrias Qualitest, Caracas, Venezuela). En cada determinacion, se
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mezcld 25 pL del sobrenadante con 1 mL del reactivo. Luego se incubd la mezcla a
temperatura ambiente por 30 min para finalmente leer la absorbancia a 520 nm en un
espectrofotometro. La cantidad de acido Urico excretado se estimé utilizando una curva
de calibracion estandar (Y = 1,37 x 10 X, R? = 0,995; n = 2) usando una solucion
0,1 g/L de &cido urico como patron.

Este método colorimétrico acopla las reacciones de dos enzimas: la uricasa y la
peroxidasa. El &cido urico es oxidado enziméaticamente por la uricasa produciendo
alantoina, dioxido de carbono y agua oxigenada. Esta Ultima, oxida a los cromdgenos
(4-aminofenazona y 2,4-dicloro-fenolsulfonado) en presencia de la peroxidasa
produciendo un compuesto coloreado cuya intensidad es proporcional a la
concentracion de acido urico en la muestra analizada.

8. Determinacion de la actividad de la enzima aspartato aminotransferasa

Para determinar la actividad de la enzima aspartato aminotransferasa primero se
realizd la obtencion de los extractos proteicos, se determind la concentracion de
proteinas en esos extractos, para luego determinar la actividad especifica de la enzima 'y
el porcentaje de activacion después de la preincubacion con la coenzima fosfato de
piridoxal (derivado de piridoxina o vitamina Be).

8.1 Obtencion de las fracciones para la medida de la actividad enzimética

Los cadaveres de 20 insectos se homogenizaron con 2 mL de agua destilada en
un Potter-Evelhem a 1000 r.p.m. por 2 min a 4 °C. EI homogenizado se centrifugd a
16000 x g por 5 min en tubos Eppendorf a temperatura ambiente. El sobrenadante
obtenido (extracto acuoso) se utilizo para la estimacion de la concentracion de proteinas

y de la actividad enzimatica.
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8.2 Determinacion de la concentracion de proteinas

Para la determinacion de la concentracion de proteinas en cada uno de los extractos,
se mezclo 50 L del extracto y se completd el volumen a 0,5 mL con agua destilada.
Luego se afadio 2,5 mL de la solucion de cobre alcalino, se mezcl6 en vértex y se dejo
en reposo por 10 min. Posteriormente fue afiadido a cada tubo 0,25 mL del reactivo de
Folin-Ciocalteau diluido (1:1 con agua destilada) mezclando nuevamente en vortex y
dejando en reposo por 30 min para finalmente determinar la absorbancia a 580 nm. La
concentracion de proteina se estimo utilizando una curva de calibracion de albumina
sérica bovina (Y = 3,43 x 10 X, R? = 0,992; n = 3) construida con una solucién patron
de 0,5 g/L (Lowry y col., 1951).
8.3 Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad de la aspartato aminotransferasa (AAT) se determind segin el método
de Reitman y Frankel (1957) utilizando el estuche Transaminasa 200 (Laboratorios
Wiener, Rosario, Argentina) y la activacion por la coenzima se realizd segin una
modificacion del método de Bayoumi y Rosalki (1976). Para ello, fueron preincubados
10 volumenes del extracto proteico (diluido 1/10) con 1 volumen de fosfato de piridoxal
(PLP, Sigma, St. Louis, U.S.A) (concentracion final de preincubacién, 750 pumol/L en
buffer fosfato 100 mmol/L, pH 7,4) o con 1 volumen del mismo buffer fosfato por
30 min a 25 °C. Luego se afiadié 0,1 mL de la mezcla preincubada con o sin PLP a
0,5mL de la mezcla de sustrato previamente temperado a 37 °C por unos minutos
(solucion que contenia 100 mmol/L de L-aspartato y 2 mmol/L de o-cetoglutarato en
buffer fosfato 100 mmol/L, pH 7,4). Estas mezclas se agitaron suavemente, se
incubaron por 30 min y luego se les agregd 0,5 mL del reactivo 2,4-DNFH a cada una
(solucion que contenia 1 mmol/L de 2,4-dinitrofenilhidracina en &cido clorhidrico

1 mol/L) para detener la reaccion. Luego de mezclar, se dejaron las muestras durante
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10 min a 37 °C, se les agregd 5 mL del diluyente para enzimas (solucion de hidroxido
de sodio 0,4 mol/L) para permitir la formacion del color, se mezclaron por inversion y
se retiraron del bafio. La absorbancia fue leida en un espectrofotdmetro a 505 nm,
ajustando el cero del aparato con agua destilada. La actividad de la enzima con o sin
PLP se midié de manera simultanea. Adicionalmente se prepararon dos blancos
especificos agregando la mezcla de preincubacion respectiva (con y sin PLP) después
de afadir el reactivo 2,4-DNFH.

El método colorimétrico para la determinacion de la actividad de la AAT segun
Reitman y Frankel (1957) se fundamenta en la siguiente reaccion:

L-aspartato + a-cetoglutarato AAT _ glutamato + oxalacetato

»

El oxalacetato es inestable bajo las condiciones del ensayo y se transforma en
piruvato que reacciona con la 2,4-dinitrofenilhidracina; produciéndose en medio
alcalino, un compuesto coloreado que absorbe a 505 nm. La actividad de la AAT se
estimo utilizando una curva de calibracion (Y = 2,91 x 102 X, R? = 0,969; n = 4)
usando una solucion patrén de piruvato de sodio 2 mmol/L.

8.4 Célculo del porcentaje de activacion de la aspartato aminotransferasa

Para calcular el porcentaje de activacion (% A) de la enzima, que se define como el
porcentaje de actividad después de la preincubacion con el cofactor correspondiente con
respecto a la actividad basal de la enzima estudiada (Bayoumi y Rosalki, 1976), se

utilizé la férmula siguiente:

Actividad con coenzima — Actividad sin coenzima
%A = x 100.
Actividad sin coenzima
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9. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron utilizando el analisis de varianza (ANOVA de
una via) con el programa estadistico Statistica, version 6 (2002). Se realiz6 como prueba
a priori el test de Brown-Forsythe para verificar la homogeneidad de varianzas y como
prueba a posteriori el test de la diferencia minima significativa de Fisher. Ademas se
realizd un analisis de componentes principales (ACP) con el programa Past:Hammer

version 1,73 b (Hammer y col., 2001).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Supervivencia

Los experimentos con las distintas dietas fueron divididos en bloques, cada uno
con seis dietas en total (dos dietas con y sin etanol, mas los controles: arveja y ayuno),
cada dieta tenia cuatro réplicas con un total de 24 viales con 60 individuos cada uno. Se
registré interdiariamente el numero de individuos vivos para la estimacion de la
supervivencia. La Figura 7 muestra la supervivencia de los insectos mantenidos en
ayuno, con la dieta de arveja y con la dieta de agar al 5 %. Los dos primeros grupos
corresponden a los controles del experimento y la existencia de estos grupos esta
apoyada por el hecho de que ellos nos van a permitir asegurar que el ensayo se esta
llevando de una manera adecuada y que no existen variables externas que estén
afectando el desarrollo del experimento (Rojas, 2007). Adicionalmente se presenta el
grupo alimentado con la dieta de agar al 5 %, que corresponde a un control de las dietas
preparadas con este mismo material inerte a las que se les fueron afiadiendo distintas

proporciones de nutrientes, como se vera posteriormente.

Se pudo observar que la supervivencia de los gorgojos en ayuno comenzd a
disminuir drasticamente a partir del sexto dia que es cuando se ha reportado que
incrementa la tasa de mortalidad (Carmona y Gémez-Sotillo, 1997; Carmona y col.,
1998). Para el dia 8 se obtuvo un porcentaje de supervivencia de 88 %. Estos resultados
coincidieron con los estudios realizados tanto con el bioensayo del gorgojo de arroz,
como con el bioensayo del gorgojo rojo de la harina, Tribolium castaneum (Millan,
2007). Los individuos sometidos a ayuno pueden resistir a la falta de alimentos y agua,
debido al reservorio de alimentos que tienen almacenados en el buche. El tiempo
estimado de la duracion de esta reserva es de tres dias (Carmona y col., 2001). No

obstante se pudo observar en la Figura 7, que en este caso la reserva alcanzo para cuatro
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dias a partir del cual es que comenz6 a disminuir ligeramente la supervivencia,
asumiendo entonces que el insecto empieza a consumir sus reservas de energias (grasas,
carbohidratos). Se considera que la muerte sobreviene cuando ocurren cambios
irreversibles en el funcionamiento de los sistemas enzimaticos esenciales, como la

cadena respiratoria (Klieber, 1975).
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Figura 7. Efecto del ayuno (control negativo), de la arveja (control positivo) y del agar (control
de las dietas a base de agar) sobre la supervivencia en adultos de Sitophilus oryzae.
AY: ayuno; AR: arveja; Ag: agar al 5 %.

Con respecto a los gorgojos mantenidos en arvejas se observd que la
supervivencia de los mismos fue de 100 % al dia 8; siendo la tendencia a permanecer
constante durante los 8 dias, lo que es de esperarse porque es la dieta de mantenimiento
de los insectos en el laboratorio. Las arvejas peladas a diferencia de otras leguminosas
como las semillas de caraotas, no manifiestan toxicidad, por lo que ha sido utilizada
para mantener las poblaciones de gorgojos. En este sustrato, la sobrevida media de

individuos adultos (TMS, tiempo en el cual se muere la mitad de la poblacion) es de seis
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meses (Carmona y Gomez-Sotillo, 1997). Estos granos son muy ricos en nutrientes y
dificultan la evaluacion del aprovechamiento de otros componentes afiadidos a la dieta
(Carmona y Gomez-Sotillo, 1997), como es el caso del etanol. Por tal motivo se ha
desarrollado un sistema de semillas artificiales con base de agar (material inerte) a la
cual se le pueda incluir concentraciones variantes de ciertos nutrientes (Carmonay col.,
2001). La Figura 7 muestra el efecto del suministro de una dieta de agar a una
proporcion de 5 % sobre la supervivencia de los insectos mantenidos por 8 dias. Se
pudo observar que la supervivencia de los insectos disminuy6 (78 %) con la dieta de
agar al 5 % (considerado como un ayuno con suministro de agua) de manera mas
acentuadamente que con el ayuno (88 %), aunque no resulto diferente estadisticamente.
Utilizando el bioensayo con larvas y adultos del gorgojo T. castaneum (Millan, 2007),
se han reportado valores de supervivencia ligeramente superiores con la dieta de agar al
10 %, en comparacion con el ayuno total. Segun Millan (2007) adn cuando estas
“semillas” proveen un suministro de agua en relacion al ayuno total, tales diferencias no
fueron estadisticamente significativas, indicando que el suministro de agua no produjo

una mejora sustancial en la supervivencia de los individuos.

La Figura 8 muestra el efecto del etanol sobre la supervivencia de los insectos
alimentados con dietas de agar al 5 % y almidon de maiz al 10 %, con la presencia de
etanol. Cuando se suministrd a los insectos una dieta de agar con etanol, la
supervivencia se mantuvo en 78 % igual que la dieta de agar sin etanol, pero diferente a
lo reportado por Millan (2007) en estudios realizados con el gorgojo rojo de la harina,
en donde se obtuvo un incremento de la supervivencia en presencia de etanol. Aln
cuando la supervivencia no vari6 para el dia 8, durante los primeros cuatro dias se pudo
observar un incremento de la mortalidad de los insectos en presencia del etanol,

posiblemente debido a la toxicidad producto de su ingestion. La ausencia de nutrientes
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en la dieta podria ocasionar que la absorcion del etanol se acelere y con ello la
toxicidad. En la mayoria de los estudios en donde se evalua el efecto del alimento y la
composicion de estos en la farmacocinética del etanol, han mostrado una disminucion
en el grado de absorcién y en los niveles del etanol (Watkins y Adler, 1993),
posiblemente debido a que el alimento retarda el vaciado gastrico (Rasmussen y col.,

1996; Sidery y col., 1994) y con ello también se atendan los efectos que trae como

consecuencia el metabolismo del etanol.
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Figura 8. Efecto de dietas de agar al 5 % y de almiddn al 10 %, con y sin etanol al 1 % v/v
sobre la supervivencia en adultos de Sitophilus oryzae. Se muestran los controles de la Figura 7.
Para las dietas de arveja, almidon de maiz con y sin etanol las curvas estadn superpuestas en
100 % de supervivencia. AY: ayuno; AR: arveja; Ag: agar al 5 %; AgEt: agar + etanol 1 % v/v;
Al: almiddn 10 %; AIEt: almidén + etanol 1 % v/v.

Con respecto al suministro de una dieta de almidon de maiz al 10 % (dieta
basal), la supervivencia de los insectos fue del 100 %, igual que la obtenida en arvejas.

Estos resultados fueron reportados por Carmona y colaboradores (1998), quienes
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determinaron que aun cuando el almidén de maiz (puro, no preparado con agar), aporta
una limitada cantidad de nutrientes, es suficiente para satisfacer las demandas de
mantenimiento de los insectos. Con esto se infiere que el agar es un material que no
interfiere con la utilizacion de los nutrientes ya que la supervivencia de los insectos fue

igual al suministrar el almidon de maiz sin las semillas de agar.

Cuando se adiciond el etanol a la dieta basal (almidon de maiz al 10 %), la
supervivencia no vario, manteniéndose en 100 %, constante durante los 8 dias del
experimento, por lo que no se pudo ver el efecto del etanol sobre los insectos. La dieta
de almiddn de maiz al 10 % sigue siendo una dieta rica en energia (Tabla 3), por lo que
los insectos utilizan dichos nutrientes y no es posible determinar si el etanol interfiere o

no con su utilizacion.

En cuanto a las dietas de origen comercial, la Figura 9 muestra la supervivencia
de los gorgojos mantenidos con las dietas de harina de arroz enriquecida (Ne-nerina) al
0,3% y al 5%, con y sin etanol. Se pudo observar que en comparacion con el ayuno las
dietas preparadas con Ne-nerina tanto a una concentracion baja (0,3 %) como a una
concentracion mayor (5 %) se logré incrementar la supervivencia de los insectos, 96 %
y 92 %, respectivamente. Estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas
en relacion a la condicion de ayuno, pero si en relacién a la dieta de agar al 5 %, lo que
es un indicativo de que los gorgojos pudieron extraer de manera eficiente los nutrientes
de las semillas artificiales a juzgar por los niveles de supervivencia. Estos resultados
concuerdan con lo obtenido por Millan y Carmona (2005) y Millan (2007), quienes
obtuvieron una supervivencia con Ne-nerina entre 90-95 % en estudios realizados con el
gorgojo rojo de la harina, T. castaneum, en donde las dietas comerciales aumentaron
consistentemente la supervivencia aun sin alcanzar los valores obtenidos con el control

positivo (Ne-nerina pura en este caso). Sin embargo cabe destacar que no hubo
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diferencias significativas entre afiadir 0,3 % y 5 % de Ne-nerina al agar, y la bibliografia
reporta valores de supervivencia mayores con una concentracion de 5 % de la harina de
arroz enriquecida (Millan , 2007), posiblemente porque a esta concentracion se aporta

mayor energia en la dieta (Tabla 3).
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Figura 9. Efecto de dietas de Ne-nerina al 0,3 % y al 5 %, con y sin etanol al 1 % v/v sobre la
supervivencia en adultos de Sitophilus oryzae. Se muestran los controles de la Figura 7.
AY: ayuno; AR: arveja; Ag: agar al 5 %; Ne0,3: Ne-nerina al 0,3 %; Ne0,3Et: Ne-nerina al
0,3 % + etanol 1 % v/v; Ne5: Ne-nerina al 5 %; Ne5Et: Ne-nerina al 5 % + etanol 1 % v/v.

Con respecto a la adicion de etanol a las dietas de Ne-nerina, en el caso de la
dieta de Ne-nerina al 0,3 % aln cuando el etanol ocasion6 un incremento de la
supervivencia de 96 % a 99 %, casi similar a los valores mantenidos con arveja, no se
pudo observar un efecto estadisticamente significativo. Posiblemente este aumento en la
supervivencia de los insectos se deba a la utilizacion del etanol como fuente calérica
considerando que la dieta de Ne-nerina al 0,3 % es la que aporta menos energia entre las

dietas de Ne-nerina y con la adicion del etanol el aumento en la energia calorica de la
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dieta es notable en el caso de las dietas de baja proporcion de nutrientes (Tabla 3). En
relacion a la dieta de Ne-nerina al 5 % con etanol ocurrié una ligera disminucion de la
supervivencia de 92 % a 91 % con respecto a la dieta sin etanol, lo que no fue
estadisticamente significativo. La disminucién de la supervivencia debido a la ingesta
del etanol en los insectos, probablemente resulta de la maldigestion o malabsorcién de

nutrientes producto de la toxicidad desarrollada tras su ingestion (Millan, 2007).

La Figura 10, muestra el efecto de las dietas de Ensure al 0,3 % v/vy al 5 % v/v,
con y sin etanol al 1 % v/v sobre la supervivencia de los gorgojos mantenidos por
8 dias. En relacion a las dietas de Ensure al 0,3 % v/v, la supervivencia al dia 8 se
mantuvo igual que en el control negativo (88 %), mientras que con Ensure al 5 % v/v
disminuyé la supervivencia de las gorgojos (84 %). Esto podria deberse a que esta
preparacion tiene una gran cantidad de nutrientes entre ellos minerales y vitaminas
(Tabla 3) que posiblemente a la proporcion utilizada constituyan un exceso para los
insectos; ocasionandole cierta toxicidad, lo que se evidencia en la disminucién de la
supervivencia, aun estando por encima de los valores mantenidos con agar al 5 %
(78 %). Estos resultados no coincidieron con los reportados por Millan (2007) en
estudios realizados con adultos de T. castaneum, en el que la dieta de Ensure al
0,3 % v/v ocasiond un incremento de la supervivencia (93 %), ain sin alcanzar los

valores mantenidos con arveja.

Con la adicion de etanol a estas dietas, se ocasion0 un incrementd de la
supervivencia de los insectos, 91 % con Ensure 0,3% v/v y 93 % con Ensure al
5% v/v; siendo ésta ultima dieta la que resultd estadisticamente diferente de su
correspondiente sin etanol. Esto podria deberse a su utilizacién como fuente caldrica,
aun cuando es la dieta con mayor proporcion de nutrientes entre las dietas de Ensure

(Tabla 3).
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Figura 10. Efecto de dietas de Ensure al 0,3 % v/vy al 5 % v/v, con y sin etanol al 1 % v/v
sobre la supervivencia en adultos de Sitophilus oryzae. Se muestran los controles de la Figura 7.
AY: ayuno; AR: arveja; Ag: agar al 5 %; En0,3: Ensure al 0,3 % v/v; En0,3Et: Ensure
al 0,3 % v/v + etanol 1 % v/v; En5: Ensure al 5 % v/v; En5SEt: Ensure al 5 % v/iv +
etanol 1 % v/v.

Los resultados de supervivencia sugieren que los insectos pueden aprovechar el
alimento de manera diferente dependiendo del estado como se presente el alimento
(s6lido o liquido), ya que estos resultados arrojaron diferencias estadisticamente
significativas entre las dietas de Ne-nerina y Ensure, siendo las primeras, las dietas con
las que se obtuvieron valores de supervivencia mayores. Segin Millan (2007) las dietas
de Ne-nerina forman una suspension que probablemente dificulta el aprovechamiento
del alimento, mientras que el Ensure es un producto liquido y se mezcla perfectamente
con el agua del agar. Sin embargo, los resultados mostrados no ratifican esta hipotesis
ya que justamente las dietas preparadas con las harinas (almidén de maiz y Ne-nerina),
cuyas semillas artificiales eran opacas, fueron las dietas en donde la supervivencia de

los insectos fue mayor. Mientras que ain cuando las semillas artificiales de Ensure eran

45



trasltcidas muy similares a las de agar al 5 %, lo que podria ser un indicio de una buena
mezcla durante la preparacion de la dieta, la supervivencia fue menor que la obtenida
con las dietas preparadas con las harinas. Ne-nerina 0,3 % resulté estadisticamente
diferente de las dietas de Ensure (0,3 % v/v y 5 % v/v) con una supervivencia de 96 % y
Ne-nerina 5 % resulto diferente solamente de Ensure 5 % v/v. Posiblemente lo que esta
influyendo en la supervivencia de los insectos, mas que un efecto de la consistencia de
las semillas artificiales sea la composicion de nutrientes y energia de cada una de las
dietas ensayadas (Tabla 3). Ademas es importante considerar que el gorgojo de arroz, al
igual que cualquier otro insecto masticador, presenta un aparato bucal masticador
adaptado para cortar y triturar el alimento (Hickman y col., 1998), esto podria ser una
de las razones por las cuales no se les dificulta el aprovechamiento de los nutrientes en
las semillas artificiales preparadas con harinas, mientras que si sucede con las dietas

liquidas aspecto que no ocurriria en caso de tener un aparato bucal succionador.

Un hecho particular del efecto del etanol es el estado de latencia en que entran
los insectos una vez colocados en las respectivas dietas con el alcohol (Millan, 2007).
Esto constituy6é una dificultad al momento de registrar la supervivencia de los gorgojos
interdiariamente, ya que se puede tener la impresion de que los insectos estdn muertos y
ser contados como tales, pero realmente estan en ese estado de latencia. El tiempo del

estado de latencia pareci6 variar dependiendo de la dieta.

El problema del estado de latencia se solucion6 en gran medida al sacar todos
los insectos de cada uno de los viales, para luego pasarlos a otros envases cerrados mas
grandes, dejandolos aproximadamente 5 horas en dichos envases antes de ser contados y
pesados. Se pudo observar que a partir del dia 4, el tiempo de latencia disminuia (5 a
3 horas aproximadamente), lo que posiblemente se debia a una pérdida de etanol por

evaporacion. Esto se comprobd organolépticamente ya que el olor a etanol en las
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semillas artificiales se perdia. Con esta estrategia se evitaron dos cosas, primero, que se
sobrestimara el peso de los insectos al contarlos directamente después de ser sacados de
sus viales con las dietas, particularmente en el caso de las dietas preparadas con agar en
donde la humedad fue alta y posiblemente la absorbia el exoesqueleto. Segundo, que se
subestimara la supervivencia de los insectos al contarlos directamente luego de sacarlos
de los viales, porque posiblemente muchos se encontraban en estado de latencia por el

efecto del etanol.

Sorprendentemente, el estado de latencia también fue observado aunque de
manera menos acentuada con las dietas que no tenian etanol y es posible que se deba
principalmente a la cantidad de agua en las semillas artificiales, lo que podria ocasionar
que la entrada de aire a las trdqueas a través de los espiraculos sea obstaculizada y los
insectos entren en un estado de letargo por la falta de oxigeno. Esto tal vez pudiera

mejorar al utilizar agar al 10 %, con menor proporcién de agua.

Dado que no es posible discernir si es el etanol, el agua o la proporcion de
ambos en las dietas lo que ocasiona que los insectos entren en estado de latencia, lo méas
acertado seria pensar que lo que interfiere con el sistema respiratorio de los gorgojos es
el liquido (sea agua o etanol), ya que el gorgojo de arroz es un insecto terrestre por lo

tanto un exceso en la humedad del medio podria afectar su supervivencia.

Estos resultados sobre la supervivencia de los insectos alimentados con dietas de
diferentes densidades de nutrientes, sugieren que entre las dietas a base de agar, el
almidon de maiz al 10 % y las Ne-nerinas, fueron las dietas que demostraron ser de
buena calidad y son justamente las que aportan mas energia (Tabla 3). Sin embargo,

para evaluar el efecto del etanol, este biomarcador no resulté muy eficiente en el caso de
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estas dietas, solo con Ensure al 5 % se pudo observar un efecto estadisticamente

significativo.

2. Variacion de peso

La variacion de peso es otro de los biomarcadores que ha sido utilizado para
evaluar cambios en los insectos que se producen como consecuencia de las
manipulaciones nutricionales (Carmona y Gomez-Sotillo, 1997). Las variaciones de
peso de los individuos que sobrevivian se evaluaron interdiariamente por 8 dias,

después de separarlos de cada una de las dietas de estudio.

La Figura 11 muestra el efecto del ayuno, de la dieta de arveja y la dieta de agar
al 5 % sobre la variacion de peso corporal en adultos de Sitophilus oryzae. Cuando los
insectos se sometieron a la restriccion alimentaria total (ayuno), el peso se redujo
gradualmente con respecto al inicial, con una pérdida de peso al dia 8 de 19 %.
Resultados similares reportaron Carmona y Gémez-Sotillo (1997), Lépez (1999) y
Garcia (2003). El patrén de pérdida de peso podria reflejar la utilizacidn de las reservas
energéticas tales como trehalosa, glucdgeno, lipidos y proteinas para el sustento de la
vida a consecuencia del ayuno (Shakoori y col., 1988, citado por Millan, 2007). Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas en relacion al resto de las dietas. Con
la dieta de arveja, los insectos mantuvieron una ganancia progresiva de peso,
alcanzando un aumento del 4 % al final del ensayo. Se ha reportado un incremento de
peso con la dieta de arvejas peladas de 10 % (Galeno, 2006) con este mismo bioensayo,
mientras que con los adultos de T. castaneum, utilizando como control positivo
Ne-nerina pura en vez de arvejas peladas, la ganancia de peso reportada ha sido no

mayor del 3 % (Millan, 2007), lo que podria ser un indicio de la similitud de ambos
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bioensayos en relacion a la utilizacion de los nutrientes y adaptacion metabdlica de

ambas especies de coledpteros.
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Figura 11. Efecto del ayuno (control negativo), de arvejas (control positivo) y del agar (control
de las dietas a base de agar) sobre la variacion de peso en adultos de Sitophilus oryzae.
AY: ayuno; AR: arveja; Ag: agar al 5 %.

Con la dieta de agar al 5 % (ayuno con suministro de agua) se pudo observar que
la variacion de peso fue mucho menor a lo reportado en estudios con T. castaneum,
usando agar al 10 % (Millan y Carmona, 2005; Millan, 2007), encontrandose
diferencias estadisticamente significativas en comparacion con la condicion en ayuno.
En el presente estudio la pérdida de peso en los gorgojos alimentados con agar al 5 %
fue considerablemente mas atenuada; tendiendo a mantener el peso constante a partir
del segundo dia con una pérdida de peso para el ultimo dia equivalente al 8 % del peso
inicial. En contraste, la variacion de peso de individuos adultos de T. castaneum
alimentados con agar al 10 % fue muy similar al ayuno (Millan, 2007). Es importante

destacar que en ambos estudios se utilizaron especies distintas de coledpteros, por lo
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que estas diferencias en cuanto a la pérdida de peso en los insectos con una dieta de
agar, pudieran deberse a las diferencias fisiologicas entre ambas especies de gorgojos.
Los insectos mantenidos en agar al 5 % mueren mas que con el ayuno, como se
menciond en la seccion sobre supervivencia, pero los insectos que sobreviven
mantienen su peso, posiblemente esto se deba al consumo de agua de las semillas
artificiales. Esto ultimo fue comprobado mediante el analisis de la composicién corporal
de los insectos, en el que se obtuvo un aumento estadisticamente significativo del
contenido de agua en los insectos alimentados con una dieta de agar al 5 % en

comparacion con los insectos mantenidos en ayuno.

La Figura 12 muestra la variacion de peso de los insectos mantenidos por 8 dias
con las dietas de agar al 5 % y almiddn al 10 %, con y sin etanol al 1 % v/v, con los
respectivos controles. Con respecto a la dieta de almidén de maiz se obtuvo una ligera
pérdida de peso (1 %) en relacion al peso inicial de los gorgojos, siendo la tendencia al
transcurrir los dias atenuar la pérdida de peso. Carmona y colaboradores (1998)
reportaron un incremento de peso de aproximadamente 30 % del peso inicial, utilizando
el almidon de maiz; mientras que Carmona y Casotto (2001) utilizando la dieta de
agar-almidon al 10 % reportaron que el almidon, aun cuando se proporciond a los
insectos en una baja concentracion fue capaz de prevenir la pérdida de peso, con un
incremento aproximado de 3 % en relacion al peso inicial de los gorgojos. Ambos
estudios fueron realizados con el bioensayo del gorgojo de arroz, Sitophilus oryzae, lo
que hace pensar que con respecto a la variacion de peso existe una diferencia en la
manera como se proporciona el almiddn, ya sea puro o diluido con agua en la matriz de
agar. Cuando se preparan las dietas en agar es necesario calentar para disolver el agar en
un volumen apropiado de agua destilada, de manera que al afiadir el almidon de maiz a

esta mezcla podria promoverse la gelatinizacion parcial del almidén. Esto es posible ya
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que la temperatura a la cual se calienta el agar estd por encima del punto de
gelatinizacion del almidén de maiz (70-72 °C, Andnimo, 2008), por lo que esto pudiera
estar influenciando la biodisponibilidad de ese nutriente en las semillas artificiales de

agar-almidon (Galeno, 2006).
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Figura 12. Efecto de dietas de agar al 5 % y de almidon al 10 %, con y sin etanol al 1 % v/v
sobre la variacion de peso en adultos de Sitophilus oryzae. Se muestran los controles de la
Figura 11. AY: ayuno; AR: arveja; Ag: agar al 5 %; AgEt: agar + etanol 1 % v/v; Al: almido6n al
10 %; AIEt: almidén + etanol 1 % v/v.

Cuando se le adiciond el etanol a las dietas de agar al 5 % (equivalente a un
ayuno con suministro de alcohol) y de almidon al 10 %, fue en la primera en la que se
obtuvo una atenuacién de la pérdida de peso (3 % del peso inicial de los gorgojos, en
comparacion con un 8 % sin etanol), posiblemente por el uso del etanol como fuente
calorica (Tabla 3), siendo estadisticamente significativa la diferencia entre ambas dietas.
Esto permitié evidenciar el efecto del etanol al ocasionar cambios en la composicion
corporal como un aumento de la grasa corporal y una disminucion del agua como se

describe més adelante (seccion 3); mientras que con la dieta basal, la variacion de peso
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permanecio igual que con la dieta sin etanol. El aumento de peso con respecto al ayuno
podria atribuirse al efecto inhibitorio de la oxidacion de lipidos que se ejerce con el
consumo de etanol (Lieber, 1984), favoreciendo el almacenamiento de grasa con el
consiguiente aumento de peso (Millan, 2007). Esto fue observado al analizar la
composicion corporal de los gorgojos alimentados con la dieta de almidon de maiz con
etanol, en donde también se obtuvo un aumento estadisticamente significativo en el
porcentaje de grasa en relacion a esta misma dieta sin etanol, como se describe mas
adelante. Sin embargo, este aumento no ocasiond un incremento de peso en los insectos,
posiblemente porque el etanol hace que disminuyan otros parametros de la composicion

corporal como lo son el agua y el nitrégeno proteico.

La Figura 13 muestra el porcentaje de variacién de peso de los gorgojos
mantenidos con las dietas de Ne-nerina al 0,3 % y al 5 % con y sin etanol al 1 % v/v. En
relacion a estas dietas comerciales, se promovi6 un incremento de peso en comparacion
a la dieta de agar al 5 %, pero no lograron restablecer el peso de los insectos, se observo
una disminucién del peso para dia 2 y luego se mantuvo practicamente constante hasta
el dia 8. No se encontraron diferencias significativas entre Ne-nerina 0,3 % y Ne-nerina
5 %, siendo en ambas la pérdida de peso igual a 4 % en relacion al peso inicial de los
gorgojos. Sin embargo ambos tratamientos con y sin etanol fueron diferentes
estadisticamente de aquellos mantenidos con agar al 5 %, lo que nuevamente sugiere la
eficacia de este sistema para suministrar nutrientes a los insectos, evitando asi la pérdida
de peso. Estos resultados no concuerdan con los consultados en la bibliografia (Millan,
2007), en estudios realizados en T. castaneum, en los que la Ne-nerina al 5 % fue la
dieta que amortiguaba mejor la pérdida de peso ya que el aporte de nutrientes era mayor
que la Ne-nerina 0,3 % (Tabla 3). Tampoco se obtuvieron diferencias significativas

entre ambos tratamientos con y sin etanol, en Ne-nerina 0,3 % se mantuvo igual (4 %) y
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en Ne-nerina al 5 % aumento ligeramente la pérdida de peso (5 %), por lo que no se

pudo observar el efecto de etanol sobre la variacion de peso en estas dietas.
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Figura 13. Efecto de dietas Ne-nerina al 0,3 % y al 5 %, con y sin etanol al 1 % v/v sobre la
variacién de peso en adultos de Sitophilus oryzae. Se muestran los controles de la Figura 11.
AY: ayuno; AR: arveja; Ag: agar al 5 %; Ne0,3: Ne-nerina al 0,3 %; Ne0,3Et: Ne-nerina al
0,3 % + etanol 1% v/v; Ne5: Ne-nerina al 5 %; Ne5Et: Ne-nerina al 5 % + etanol 1 % v/v.

La Figura 14 muestra el porcentaje de variacién de peso de los gorgojos
mantenidos con las dietas de Ensure al 0,3 % v/vy al 5 % v/v con y sin etanol al
1 % v/v. De igual manera que con las dietas de Ne-nerina se promovio un incremento de
peso en relacién a la dieta de agar al 5 %, pero este incremento no logré restablecer el
peso de los insectos, siendo la tendencia bajar de peso para el dia 2 y luego mantenerse
ligeramente constante. No se encontraron diferencias significativas entre Ensure
0,3 % v/v y Ensure 5 % v/v, siendo la perdida de peso para Ensure 0,3 % v/v mayor que
para Ensure 5 % (5 % y 3 % respectivamente), posiblemente porque esta dieta tiene

menos nutrientes y energia (Tabla 3). Ambos tratamientos con y sin etanol fueron
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diferentes estadisticamente de los mantenidos con agar al 5 %, evitando parcialmente la
pérdida de peso. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
dietas de Ensure y Ne-nerina. Estos resultados concuerdan con los reportados por
Millan (2007), en estudios realizados en T. castaneum en el que Ensure 0,3 % v/v y
Ne-nerina 0,3 % son muy parecidos entre si pero con una pérdida de peso ligeramente
superior entre 7 % y 10 % en relacion al peso inicial de los gorgojos, pero sin
diferencias significativas entre ambos tratamientos. Era de esperarse que la dieta de
Ensure al 5 % v/v amortiguara mejor la pérdida de peso algo similar a lo que Millan
(2007) report6 para Ne-nerina 5 %, debido al mayor aporte de nutrientes en relacién a la

dieta de Ensure 0,3 % v/v.
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Figura 14. Efecto de dietas de Ensure al 0,3 % v/v y al 5 % v/v, con y sin etanol al 1 % v/v
sobre la variacion de peso en adultos de Sitophilus oryzae. Se muestran los controles de la
Figura 11. AY: ayuno; AR: arveja; Ag: agar al 5 %; En0,3: Ensure al 0,3 % v/v; En0O,3Et:
Ensure al 0,3 % v/v + etanol 1 % v/v; En5: Ensure al 5 % v/v; En5SEt: Ensure al 5 % viv +
etanol 1 % v/v.
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Tampoco se obtuvieron diferencias significativas entre ambos tratamientos con y
sin etanol, en Ensure 0,3 % v/v se atenud ligeramente la pérdida de peso (4 %) y en
Ensure al 5% aumentd ligeramente la pérdida de peso (5 %) muy similar a lo
mantenido con las dietas de Ne-nerina, por lo que no se pudo ver el efecto de etanol

sobre la variacion de peso en estas dietas.

La estimacion de la variacion de peso de los gorgojos alimentados con diferentes
dietas a base de agar, no resulto ser un biomarcador Util para evaluar el efecto del etanol
sobre los insectos, ya que entre todas las dietas solo se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas con la dieta de agar al 5 %, lograndose atenuar la pérdida

de peso posiblemente por la utilizacidn del etanol como fuente calo6rica (Tabla 3).

La supervivencia y la variacion de peso fueron biomarcadores apropiados para
cuantificar los efectos de tratamientos extremos como el ayuno y la alimentacién con la
dieta de arveja, pero no permitieron evidenciar diferencias entre grupos alimentados con
dietas de proporcién intermedia como las dietas de Ne-nerina y de Ensure. Por esta
razon, un estudio mas detallado de los componentes de la composicion corporal podrian
arrojar resultados interesantes sobre como cambiaron las reservas en los insectos
mantenidos con dietas de diferentes densidades de nutrientes en presencia y ausencia de

etanol.
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3. Cambios en la composicion corporal del gorgojo de arroz alimentado con
dietas de diferente densidad de nutrientes con y sin etanol.

Los cambios en el porcentaje de supervivencia y variacion de peso observados en
las poblaciones de insectos alimentados con las dietas en estudio se deben al suministro
de diferentes proporciones de nutrientes y podrian considerarse como el resultado de
adaptaciones metabolicas que procuran compensar los desbalances en las dietas (Millan,
2007). La composicion corporal es un indicador, que refleja la calidad de los nutrientes
que se ingieren, ademas de ser una herramienta para el andlisis de transacciones
metabdlicas, identificaciobn de cambios adaptativos y la evaluacién del estado
nutricional (Carmona y Gomez-Sotillo, 1997). A través de reacciones complejas, los
alimentos son transformados para obtener energia; dicho proceso es sometido a una
eficiente regulacion homeostética que puede desequilibrarse cuando la dieta ingerida no
se ajusta a las necesidades o es de mala calidad (Garcia, 2003). Esto se traduce en un
desequilibrio de la composicion corporal del insecto: agua, grasa, nitrégeno proteico,
nitrdgeno cuticular y otros (minerales, cenizas y esqueletos carbonados de los

aminoéacidos).

La Tabla 4 y las Figuras 15 y 16 muestran las diferencias porcentuales
encontradas para cada uno de los reglones de la composicion corporal, en las 12 dietas

ensayadas mas las dietas control.
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Tabla 4: Peso promedio y composicion corporal de gorgojos alimentados con las dietas de diferente densidad de nutrientes en presencia y ausencia de

etanol.
Etaonol pr(I)Dr?]S: dio pr(I)DrEr}]S: dio Agua Grasa Nitrégeno Nitr_égeno
Dieta 1V /CO al dia 0 al dia 8 Co(r(goo)ral Co(r(%ral pr(cz;(e):;co cut(loi(l:)lar Cz(t;;(;s
(mg) (mg)
Ayuno - 1,73+0,07% |1,36+0,04% | 49,0 +1,69°|10,0+0,86%° | 1,86+0,30" 449 +0,40° | 34,7+1,22f
Arveja - 1,83+0,049 |1,71+£0,03°¢ |46,1+0,15% | 19,9+246° |154+0,03°¢ |3,15+0,33° | 29,3 + 2 353
Agar 5% - 1,60 +0,05" | 1,46+0,04% (60,8+0,70" | 7,8+1,08% |1,10+0,10% |2,86+0,44%C | 275+1,04%
+ |155+0,01%° |143+0,072 |600+1,20" | 9,7+0,61% |1,12+0,16%® |296+0,35%* | 26,3+1,61%
Almidén - |164+003°¢ |159+0,05° |522+053¢ |153+1,10% |1,07+0,14%¢ |270+0,32% | 28,8+0,68""
10 % + |1,60+0,05% |1,56+0,05° [50,1+0,93" [195+1,02¢ |0,89+0,072 2,61+0,14% | 26,9+0,53%®
Ne-nerina - |156+0,06 * | 1,45+0,10 * | 56,5+ 0,86° | 11,6 +0,81° |1,29+0,16°% |3,01+0,03% | 27,6 +1,28%°
0,3% + 1514003 |145+0,03% |56,2+0,90% |10,8+0,36" |1,34+0,18%" |278+0,17% | 28,9+ 1,05
Ne-nerina - 11,56+0,04%° | 1,50 +0,07% | 58,3 +4,49%" | 89+117% |122+0,12"¢ |290+0,32%° | 28,7 +3,28°
5% + 15040032 |140+0,04% |555+1,339 [10,6+1,73% |1,44+0,18% |274+0,28% | 297+0,85%
Ensure - 11,66+0,08%° | 1,52 +0,09% | 56,8+ 0,430 | 9,5+ 1,57%° | 158 +0,35%" | 345+0,43% | 28,7 + 1,28%cce
0,3 % viv + |162+0,06" |150+0,06% |57,7+1,639 |10,3+1,88% |113+0,10° |2,88+0,40% | 28,0+2,373%¢
Ensure - |1,61+£0,03%° | 150+0,02% | 57,4+1,13%0 | 11,0+2,23% |103+0,15® |285+0,11% | 27,8+252°2
5% viv + [1,59+0,08 |1,44+0,09% |57,3+0,897 [10,1+1,03® |[1,11+0,10% |3,31+0,38%¢ | 28,2 + 1,682

El n para cada una de las dietas fue 4. Dentro de una misma columna las letras distintas sefialan la existencia de diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05).
La composicion de las diferentes dietas estan en la Tabla 3. “Otros”= carbohidratos, las cenizas y los esqueletos carbonados de las proteinas. La media de los pesos
promedios de las dietas en las semillas artificiales fue 1,58 + 0,004 mg (n = 12). — Dieta sin etanol, + dieta con etanol.
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Ayuno Agar Almidon

Peso = 1,36 + 0,04 mg Peso = 1,46 + 0,04 mg Peso = 1,59 + 0,05 mg

Arveja Agar + Etanol Almidon + Etanol

mm % Agua
% Grasa
mmm % Mirdgeno proteico
1 % Nitrdcenocuticular
mmm % Ofros

Peso = 1,71 £ 0,03 mg Peso = 1,43 £ 0,07 mg Peso = 1,56 + 0,05 mg

Figura 15. Peso promedio y representacion grafica de la composicion corporal de los gorgojos alimentados con las dietas de agar y
almidon con y sin etanol y los controles del experimento. Los datos representados en estas graficas fueron tomados de la Tabla 4.
El peso promedio al inicio del ensayo fue 1,61+ 0,10 mg. Peso = peso promedio por individuo al final del ensayo (dia 8).
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Ne-nerina 0,3 % Ne-nerina 5 % Ensure 0,3 % Ensure 5 %

Peso= 1,45+0,10mg Peso=1,50+0,0/7mg Peso=1,52+0,09mg Peso = 1,50 + 0,02 mg

05 Agua
B % Grasa

B o5 Nitrégeno proteico
[ 1% Nitrégeno cuticular

B - Otros

Ne-nerina 0,3 % + Etanol Ne-nerina 5 % + Etanol Ensure 0,3 % + Etanol Ensure 5 % + Etanol

Peso = 1,45+ 0,03 mg Peso = 1,40+ 0,04 mg Peso = 1,50 £ 0,02 mg Peso = 1,44 £ 0,09 mg

Figura 16. Peso promedio y representacion grafica de la composicion corporal de los gorgojos alimentados con las dietas de
diferente densidad de nutrientes en presencia y ausencia de etanol. Los datos representados en estas graficas fueron tomados de la
Tabla 4. El peso promedio al inicio del ensayo fue 1,61+ 0,007 mg (n = 14). Peso = peso promedio por individuo al final del

ensayo (dia 8).



El peso promedio de gorgojos adultos mantenidos en arvejas peladas fue de
1,71 + 0,03 mg, de los cuales 46 % correspondié al agua, 20 % a las reservas de grasa,
1,5 % al nitrégeno proteico (NP), 3,2 % al nitrogeno cuticular (NC) y 29 % al reglon
“otros” estimado por diferencia. Segiin Galeno (2006), la proporcidén de agua equivale
al 51 %, las reservas de grasa a 22 %, el NP a 2,1 %, el NC a 6,3 % y la porcion “otros”
a 19 %. Estas diferencias encontradas en el bioensayo del gorgojo de arroz se pueden
deber a una variedad de factores como edad, sexo, condiciones fisioldgicas, grado de
actividad de los individuos, factores ambientales y climaticos como la humedad, la
estacion del afio elegida para el montaje, entre otros, que pueden provocar variaciones
en los resultados cuando se comparan con otros trabajos (Millan y Carmona, 2005). Una
evidencia de ello, es que los gorgojos en 15 dias luego de sacar los padres, ya tenian un
peso promedio por individuo superior a 1,6 mg y esto variaba dependiendo de la época

en que se sembraban los cultivos.

Durante el ayuno, se observo un incremento en el contenido de agua (49 %), asi
como en el NP (1,9 %), en el NC (4,5 %) y en el contenido de “otros” (35 %), con
respecto al control positivo (arvejas peladas), solamente se encontré una disminucién de
las reservas de grasa (10 %). El peso promedio de los gorgojos mantenidos 8 dias en
ayuno fue de 1,36 + 0,04 mg (21 % menos que el peso del control positivo). El
incremento del agua, del nitrogeno cuticular y del reglon “otros” resultaron ser
estadisticamente significativos en relacién al control positivo de arvejas, asi como
también la disminucién de la grasa corporal en un 50 % con respecto a los valores
mantenidos en arveja. Por lo que la declinacion del peso promedio de los gorgojos
mantenidos en ayuno se debid principalmente a la pérdida de grasa corporal, lo que
demuestra la utilizacion de las reservas corporales por parte de los insectos al ser

sometidos a largos periodos de ayuno (Millan, 2007). Segin Carmona y Gomez-Sotillo
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(1997), el peso corporal de los individuos que sobrevivian a 8 dias de ayuno disminuia
en un 50 % en relacion a su valor inicial, el contenido de agua representaba el 38 % del
peso, el NP el 1 %, la grasa el 4 %, mientras que el NC se mantenia constante (11 %) y
el componente “otros” resultaba relativamente aumentado (23 %). Estos investigadores
encontraron que entre todos estos componentes de la composicion corporal, la pérdida
de agua desde el punto de vista cuantitativo resultd ser el parametro que principalmente
ocasionaba la declinacion del peso, a pesar de que los cambios mayores con respecto al
control positivo ocurrian en el nitrogeno proteico y en la grasa. En este trabajo, el
componente de la composicion corporal que cambio mas desde el punto cuantitativo
fue el porcentaje de grasa y no el contenido de agua como lo reportado por Carmona y

Gomez-Sotillo (1997).

3.1 Contenido de agua corporal

Los insectos son capaces de evitar la pérdida de agua, influenciada por el medio
ambiente y ésta, en muchos casos se correlaciona con la tasa metabdlica del animal
(Addo-Bediako y col., 2001, citado por Garcia, 2003). Esta pérdida de agua puede ser
compensada de varias formas: por el consumo de agua propiamente dicha, de la ingesta
de alimentos y por la produccion de agua metabdlica. El agua se produce cuando el
oxigeno, aceptor final de la cadena transportadora de electrones, comparte sus

electrones con los hidrogeniones producidos durante dicho proceso (Lehningher, 2000).

Como se muestra en la Tabla 4, el agua corporal aumentd en todas las dietas
preparadas a base de agar al 5 %, estas diferencias resultaron estadisticamente
significativas, por lo que se comprueba la capacidad de las semillas artificiales como
medio para proporcionarle agua a los insectos. Los gorgojos alimentados con la dieta de
agar al 5 % fueron los que tuvieron una mayor proporcién de agua corporal (60-61 %),

seguida de las dietas de Ne-nerina y Ensure con una contribucion intermedia de agua
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(56-58 %) y finalmente las dietas con una proporcion de agua menor, que fueron los
insectos mantenidos con la dieta de almidén de maiz (50-52 %). Entre las dietas de
proporcion intermedia de agua no se encontraron diferencias significativas por lo que
aun cuando el Ensure utilizado estaba en estado liquido (Tabla 3), la proporcion de agua
fue similar a los alimentados con Ne-nerina. Millan (2007) ha reportado un porcentaje
de agua de 63 % para las dietas de Ne-nerina 0,3 % y 5 % igual que para Ensure 0,3 %,
ligeramente superior que para la dieta de agar al 10 % (62 %). Esto indica que las
concentraciones de Ensure utilizadas, 0,3 % viv 'y 5 % v/v (Tabla 2), son lo
suficientemente bajas como para no producir cambios en el contenido de agua de las

semillas artificiales.

Con respecto al efecto del etanol, este ocasiond una ligera disminucién del
porcentaje de agua en los gorgojos en todas las dietas con excepcion de las dietas de
Ensure aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas, con
excepcion de la dieta de almidon (Tabla 4). La ingesta de etanol causa deshidratacion en
los tejidos (Lieber, 1984), ain cuando existe la disponibilidad de agua en la semilla
artificial, como ha sido encontrado en este estudio y también reportado por Millan,

(2007) en estudios realizados con el gorgojo rojo de la harina.

3.2 Contenido de grasa corporal

El componente grasa corporal ha resultado un buen biomarcador para el estudio
de almidones nativos y modificados (Galeno, 2006). Se ha demostrado que una dieta
aproteica como el almidon de maiz induce una mayor acumulacion de grasa en estos
insectos en comparacion con una dieta que contenga proteinas, sobre todo si se trata de
una proteina de buena calidad como la caseina (Carmona y Gomez-Sotillo, 1997;

Lopez, 1999). La respuesta de los insectos a dietas aproteicas o deficientes en proteinas,
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el contenido de nitrogeno proteico ha demostrado ser un parametro sensible para
evaluar la calidad proteica de las dietas (Carmona y col., 1998). Sin embargo, la
eficiencia de los distintos biomarcadores va a depender del tipo de dieta suministrada y
por lo tanto de los nutrientes que esta tenga, por ejemplo, el biomarcador contenido de
grasa ha resultado ser mas sensible al consumo de dietas de aporte proteico insuficiente

0 poco disponible, que el nitrégeno corporal (Laurentin y col., 2008).

Como muestra la Tabla 4, la contribucion de este componente en la composicion
corporal del insecto estuvo distribuida de la siguiente manera: las dietas de agar al 5 %
con los valores de grasa mas bajos (8-10 %) similar al ayuno total, luego le siguieron las
dietas de Ne-nerina y Ensure en una posicion intermedia con valores ubicados entre
9 -12 %, mientras que con las dietas de almidon de maiz se obtuvieron los valores mas
altos (15 y 20 %) muy similar al control positivo (arveja peladas). Las dietas que
tuvieron un porcentaje de grasa menor a ayuno fueron: las dietas de agar al 5 %,
Ne-nerina al 5 % y Ensure al 0,3 % v/v. Las dietas de agar al 5 % y Ensure al 0,3 % v/v
son dietas de bajo contenido cal6rico a excepcion del agar con suministro de agua que
no tiene nutrientes (Tabla 3), por lo que es razonable que exista una disminucion del
contenido de grasa lo que refleja la utilizacion de las reservas. Mientras que en el caso
de la dieta de Ne-nerina al 5 %, el bajo contenido de grasa se explica, porque dicha dieta
es la que tiene mayor concentracion de proteinas (Tabla 3), lo que evita la acumulacién
de grasa. Sin embargo, esta disminucion de la acrecién grasa no resultd estadisticamente
significativa. Este efecto no fue observado con la dieta de Ensure 5 %, posiblemente
porque el aporte proteico fue menor en comparacion a Ne-nerina 5 %, ademas de que es
la dieta que tiene més grasa (Tabla 3). La dieta que resulto tener un mayor porcentaje de
grasa en relacion al ayuno fue la de almidon de maiz, lo que constituye el ejemplo de

una dieta aproteica. Sin embargo no ocasiono un incremento por encima de los valores
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mantenidos por arveja (20 %) como se ha reportado en la bibliografia (Carmona y
Gomez-Sotillo, 1997; Carmona y col., 1998) utilizando dietas de almidon de maiz puro

(no preparado con agar en forma de semillas artificiales).

Con respecto al efecto del etanol sobre el porcentaje de grasa en los gorgojos, se
obtuvo un aumento de la grasa corporal con las dietas de agar al 5 %, almidén al 10 %,
Ne-nerina 5 % y Ensure 0,3 % v/v, mientras que con las dietas de Ne-nerina 0,3 % y
Ensure 5 % v/v este efecto no fue observado. De las dietas en donde incremento el
contenido de grasa en los gorgojos, solo result6 estadisticamente significativa la dieta de
almidon de maiz al 10 %, igualando los valores mantenidos con arveja. Se ha reportado
que la ingesta cronica de etanol se asocia con una exagerada acumulacion de lipidos en
los tejidos y quizas, la fraccion mas elevada se corresponde con los triglicéridos ya que
el incremento de la proporcion NADH/NAD, conduce a una elevacion de la produccion
de glicerol 3-fosfato, lo cual favorece la formacion hepética de triglicéridos (James,
2000). En los insectos, dichas moléculas energéticas son almacenadas en agregados
celulares denominados cuerpos grasos. Estas estructuras funcionan principalmente
como almacenes de reserva metabolica de grasas (bajo la forma de triglicéridos),
carbohidratos (bajo la forma de glucogeno) y en menor proporcion de proteinas

(Wigglesworth, 1966; Rojas y col., 2005).

3.3 Contenido de nitrégeno proteico

Las proteinas de la dieta, ademas de servir de combustible, deben compensar las
pérdidas obligatorias de nitrogeno (desgaste metabolico basal diario) y proveer una
mezcla de aminodacidos suficiente en término de calidad y cantidad para que ocurra la
sintesis de proteinas corporales (Torun, 1989, citado por Carmona y col., 2001). Los

niveles de proteina corporal de estos gorgojos responden al tipo de proteina
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suministrado, en funcién a la capacidad de las mismas para satisfacer sus
requerimientos de aminodacidos (Carmona y col., 2001). En tal sentido, el suministro de
dietas de diferente densidad de nutrientes, que van desde dietas aproteicas como la de
almidon de maiz (Tabla 3), dietas con un contenido intermedio de proteinas como
Ensure, hasta dietas ricas en proteinas como Ne-nerina podria arrojar informacion

relevante sobre los requerimientos proteicos de estos gorgojos.

La Tabla 4 y las Figuras 15 y 16 muestran los valores de porcentaje de nitrogeno
proteico (NP). Se pudo observar que con todas las dietas a base de agar al 5 % ocurrio
una disminucién del NP al compararlas con la dieta de arveja, estas dietas resultaron
estadisticamente diferentes (con excepcion de Ne-nerina 0,3 % con y sin etanol, Ne-
nerina 5 % con etanol y Ensure 0,3 % sin etanol). No se encontraron diferencias en
cuanto a esta variable entre las dietas de Ne-nerina; mientras que, con las dietas de
Ensure result6 diferente pero no estadisticamente el agregar 0,3 % de la dieta al agar o
agregar 5 %, siendo el porcentaje de NP sorprendentemente mayor con la proporcién de
0,3 % (1,6 %), igual que la dieta de arveja. En el caso del almidén de maiz, se obtuvo
una disminucion de alrededor de 1/3 del NP, el cual resultd estadisticamente
significativo en comparacion con los controles y muy similar a la dieta de ayuno con
suministro de agua. Estos resultados no reflejan la respuesta de los insectos a la dieta
aproteica con respecto al efecto protector de los carbohidratos sobre las proteinas
corporales. Carmona y colaboradores (1998) encontraron que con el suministro de la
dieta basal las reservas corporales de nitrdgeno se protegian en relacion al ayuno,
aunque los valores de nitrégeno proteico se mantenian bajos. De acuerdo a esto, la
administracion de dietas exclusivamente a base de carbohidratos conduce a un aumento
del contenido de grasa y a una disminucion atenuada de las proteinas, puesto que la

mayoria de los requerimientos energéticos son suplidos por productos generados del
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metabolismo de los carbohidratos; pero no los requerimientos proteicos, disminuyendo
asi las proteinas corporales como fue reportado por Carmona y colaboradores (2001).
De manera que el nitrogeno proteico esta estrechamente ligado con el contenido de

grasa a la hora de estimar la calidad de una dieta (Rojas, 2007).

Con respecto al efecto del etanol, se pudo observar una disminucién del NP en la
dieta de almidén de maiz y con la dieta de Ensure al 0,3 % v/v. Solamente resultd
estadisticamente significativa la diferencia observada en la dieta de almidon de maiz.
Este efecto podria atribuirse al efecto nocivo que ejerce el consumo de esta sustancia,
relacionado con cambios en las estructuras y funciones del intestino que deterioran la
capacidad de absorcidn, lo que pudiera originar un desbalance en la concentraciéon de
amino&cidos libres circulantes requeridos para la sintesis proteica (Millan, 2007).
Ademas, el etanol tiene un alto contenido calérico que puede desplazar la utilizacién de
los nutrientes provenientes de la dieta causando malnutricion como ha sido reportado
por Lieber, 2004a. Probablemente, los efectos del etanol sobre los insectos sean una
combinaciéon de sus efectos toxicos y de su uso como combustible como ha sido
referido por Millan (2007). Con las dietas de agar al 5 % y Ne-nerina 0,3 % el
porcentaje de NP se mantuvo igual (1,1 % y 1,3 % respectivamente). En cambio con las
dietas de mayor proporcion de nutrientes Ne-nerina y Ensure al 5 % v/v, existio un
ligero aumento del nitrégeno proteico, lo que podria significar la utilizacion de las
proteinas de la dieta que estan en mayor proporcién (Tabla 3), aunque esta diferencia no

resultd estadisticamente significativa.

3.4 Contenido de nitrégeno cuticular

Los insectos poseen una cuticula constituida por tres capas las cuales son:

endocuticula, exocuticula y epicuticula (Wigglesworth, 1966). La Tabla 4 y las Figuras
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15 y 16 muestran los valores del porcentaje de nitrégeno cuticular (NC) para cada una
de las dietas. Se pudo observar que los cambios en este componente no variaron
sustancialmente en adultos alimentados con las distintas dietas, como ha sido reportado
por Lopez (1999) cuando se utilizan adultos que ya han alcanzado el maximo
crecimiento. Ello podria indicar que la cuticula sufre un proceso de esclerotizacion, que
involucra la estabilizacion de la proteina de manera irreversible (Gélvez, 1998, citado
por Millan, 2007). Un hecho curioso fue el obtenido con la condicién de ayuno en
donde se encontraron los valores mas altos de NC (4,5 %), y resultd ser
estadisticamente significativo del resto de las dietas incluso del control positivo. Esto
podria deberse a que justamente estas dietas fueron las que tuvieron un peso promedio
inicial de los gorgojos mayor (1,73 y 1,83 mg, respectivamente Tabla 4), lo que
indicaria que estos gorgojos estaban mas desarrollados. Estos resultados no concuerdan
con los encontrados por Rojas (2007) en estudios realizados con Sitophilus oryzae,
quien obtuvo una disminucién del 44 % con respecto al control positivo en aquellos
individuos mantenidos en ayuno. Entre las dietas preparadas con agar, se encontraron
pocas diferencias, siendo la dieta de Ensure 0,3 % v/v la que resultd estadisticamente
diferente, registrando el mayor porcentaje de NC (3,5 %), aun cuando este valor no
resultd diferente del control positivo, si fue diferente estadisticamente en relacién a la
dieta de Ne-nerina al 0,3 %. Millan (2007) con el bioensayo del gorgojo rojo de la
harina, T. castaneum reportd valores de NC muy similares entre las dietas comerciales,
lo que podria indicar una composicion proteica diferente en la cuticula entre estas dos
especies de coleopteros, producto de cambios en la utilizacion de las proteinas

provenientes de la dieta.

Con respecto al efecto del etanol se pudo observar una disminucion del

nitrégeno cuticular en las dietas de almidén de maiz, las dietas de Ne-nerina (0,3 % vy
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5 %) y en la dieta de Ensure 0,3 % v/v, siendo ésta ultima diferente estadisticamente. Lo
que podria deberse a la utilizacion de las reservas de proteina que existen en la cuticula
como respuesta al déficit de aminoacidos, posiblemente la proteina susceptible de ser
degradada por proteasas sea la de la endocuticula, en donde la proteina todavia no esta
unida de manera irreversible a la quitina. También se encontrd un aumento significativo
del nitrégeno cuticular con la dieta de Ensure 5 % v/v, por lo que podria deberse a que
con esta dieta (de mayor proporcion de nutrientes) se satisfacen los requerimientos
energéticos evitando la pérdida de nitr6geno cuticular debido al catabolismo de las

proteinas, de alguna manera el etanol ejerceria un efecto protector sobre las proteinas.

3.5 Contenido de “otros”

Con respecto al componente “otros” que incluye a los carbohidratos (glucégeno,
trehalosa y glucosa), esqueletos carbonados de los compuestos nitrogenados y cenizas,
se obtuvo un aumento significativo de este componente en los gorgojos mantenidos en
ayuno por 8 dias en relacién a las demas dietas (Tabla 4), consistente con lo encontrado
en la bibliografia tanto con el bioensayo del gorgojo de arroz, Sitophilus oryzae
(Carmona y Gomez-Saotillo, 1997; Galeno, 2006; Rojas, 2007), como con el gorgojo
rojo de la harina, T. castaneum (Millan, 2007). Con el suministro de una dieta de agar al
5 % disminuy0 este parametro con respecto al ayuno posiblemente por el suministro de
agua aportado por las semillas artificiales de agar, al igual que con las dietas de
Ne-nerina y Ensure. No se encontraron diferencias significativas en cuanto a la adicion
de etanol a las dietas de agar. La interpretacion de los cambios en este componente no
es facil, pues su composicion es variable y su proporcién se obtiene por diferencia, una
vez que se ha restado el contenido de agua, grasa, nitrdgeno proteico y nitrogeno

cuticular (Millan, 2007).
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4. Excrecién de &cido Urico

En los animales uricotélicos, el exceso de proteina de la dieta, que no es usada
para la sintesis proteica, es desaminada y el nitrdgeno es excretado en forma de acido
arico. Asimismo, el consumo de proteinas de baja calidad resulta en el incremento de
este producto de excrecién, como un mecanismo para deshacerse del exceso de
nitrogeno no aprovechable (Carmona y col., 2001). El &cido urico ha resultado ser un
excelente biomarcador para evaluar la calidad proteica en insectos (L6épez, 1999), asi
como en la evaluacion de la calidad nutricional de almidones nativos y modificados

(Garcia, 2003; Galeno, 2006).

En la Tabla 5 se puede observar el efecto de diferentes dietas sobre la excrecién
de acido urico por el gorgojo de arroz. Se pudo observar que el mayor contenido de
acido urico excretado se encontrd en los gorgojos alimentados con la dieta de arvejas,
seguido muy de cerca por la condicion en ayuno, estas diferencias fueron
estadisticamente significativas. En el caso de los insectos mantenidos por 8 dias en
ayuno, es de esperarse que la excrecidn de este metabolito sea alta, puesto que durante
este tiempo el insecto recurre a sus reservas corporales de proteinas para mantener un

balance favorable en el “pool” de aminoacidos, por lo que las proteina son degradadas.

La sintesis de &cido drico puede darse a partir de dos fuentes: la primera implica
un proceso bien complejo que involucra la formacién de un anillo de purina a partir de
moléculas o fragmentos de moléculas derivadas de distintos precursores incluyendo
glutamina, glutamato y aspartato, que finalmente se metabolizan originando la molécula
de &cido urico (Wigglesworth, 1966). La segunda fuente la constituye las purinas
(adenina o guanina) que se obtienen a partir de los nucleo6tidos de purina, que son un

producto de la degradacion de los acidos nucleicos. Una vez que los nucléotidos son

69



clivados para liberar la base nitrogenada (purina) y ocurre la desaminacion del anillo,
las purinas pueden ser oxidadas a &cido Urico bajo la influencia de la enzima, xantina

deshidrogenasa (Wigglesworth, 1966).

Tabla 5: Excrecidn de acido Urico por los insectos alimentados con dietas de diferente densidad
de nutrientes en presencia y ausencia de etanol.

Etanol Acido Urico
Dietas
1% viv (ng/ mg)
Ayuno - 531 +129¢
Arveja - 697 £ 119"
- 24 +0,5¢
Agar 5 %
+ 22+0,6f
- 0,6 0,062
Almidon 10%

+ 15+0,2d
- 1,3+0,1¢

Ne-nerina 0,3 %
+ 16+0,2d
- 23+0,2¢

Ne-nerina 5 %

+ 28+04f
- 20+0,6¢

Ensure 0,3 % v/v
+ 1,0+0,2¢bc
- 09+0,4a

Ensure 5 % v/v
+ 2,8+0,7f

— Dieta sin etanol, + dieta con etanol.

El n para cada una de las dietas fue 4. Excrecién de acido Urico expresada como pg acido arico
por mg de peso de los gorgojos al dia 8. Letras distintas sefialan la existencia de diferencias
estadisticas significativas (p< 0,05).



La proporcion de acido Urico excretado derivado de las purinas dependera de la
dieta del insecto en cuestion. Serd alta en insectos cuyos alimentos consistan
principalmente de carbohidratos y baja en insectos cuyas dietas incluyan una gran
cantidad de proteina (Wigglesworth, 1966). Sin embargo, cuando la dieta presenta un
exceso de proteina, la excrecion de este metabolito también aumenta por lo que la
excrecion de acido Urico presenta un comportamiento bifasico como fue reportado por
Lopez (1999). Carmona y colaboradores (2001) encontraron que las pérdidas de
nitrégeno disminuian con el suministro de caseina, gelatina nutritiva y proteina de
arvejas a medida que aumentaba el tenor proteica de la dieta, hasta alcanzar un nivel
optimo de proteina cercano al 0,5 %, luego con concentraciones superiores al 6ptimo de

proteina la excrecion de acido Urico aumentaba.

En el caso de la dieta de arveja, los altos valores de excrecion de este metabolito
pueden ser atribuidos a que la arveja por ser una leguminosa es un alimento rico en
proteinas vegetales. En comparacion con los cereales que tienen aproximadamente un
10 % en contenido proteico, la mayoria de las leguminosas tienen un 20 % (Jaffe,

2002). La arveja utilizada en este estudio tiene un 26,6 % de proteinas (Rojas, 2007).

Para el humano la arveja es un alimento que cubre con las necesidades proteicas
en cuanto a aminoacidos esenciales, de manera similar ocurre para los insectos con la
diferencia de que para estos ultimos el contenido proteico se encuentra muy por encima
de los niveles éptimos de proteina reportados para este insecto (0,5-1 %), establecidos

por Lépez en 1999, por lo tanto lo que excede es excretado como acido urico.

Los valores de excrecion de acido urico con las dietas preparadas como semillas
artificiales a base de agar al 5 % fueron muy diferentes de lo obtenido con el ayuno y la

arveja. Posiblemente esto se debio a la metodologia empleada para la extraccion del

71



acido drico de las semillas artificiales, ya que primero se realizo la maceracion y luego
fueron deshidratadas las semillas, pudiendo ocurrir una pérdida durante el proceso de
maceracion. A pesar de lo ocurrido, se pueden realizar comparaciones entre los valores

ya que todas estas dietas fueron tratadas de la misma manera.

Con el suministro de una dieta de agar al 5 % (ayuno con suministro de agua), se
obtuvo una excrecion de este metabolito sorprendentemente baja como se muestra en la
Tabla 5. En estudios realizados con el gorgojo rojo de la harina, T. castaneum, en los
insectos mantenidos en ayunas y agar al 10 %, la excrecion aumenta considerablemente,
en relacion al control positivo (en ese caso Ne-nerina pura), presumiblemente a
consecuencia del hipercatabolismo de las proteinas corporales por la deprivacién de
alimentos (Millan, 2007). Aun cuando disminuyeron los niveles de nitrdgeno con la
dieta de agar (Tabla 4) en relacion a la arveja, esto no se vio reflejado con la excrecién
de &cido Urico. En cambio, con los gorgojos mantenidos en ayuno el contenido de
nitrdgeno corporal que es definido como la cantidad de nitrdgeno que el gorgojo es
capaz de retener y almacenar para mantener su balance de nitrégeno (Pérez-Navarrete y
col., 2007) y que incluye al nitrégeno cuticular y al nitrégeno proteico, fue alto (Tabla
4) aln cuando la excrecion de acido Urico fue grande, esto hace pensar que estos
gorgojos pudieron estar en un nivel de desarrollo mas avanzado en donde las reservas
de proteinas resultaron suficientes para atenuar las pérdidas por catabolismo, un hecho

gue apoya esta hipotesis es el alto peso inicial de estos insectos (Tabla 4).

En cuanto a las dietas preparadas a base de agar sin etanol, en todas se encontro
una disminucion de la excrecion de acido Urico con respecto a la dieta de agar al 5 %,
teniendo los valores mas bajos con la dieta de almidén de maiz lo que podria deberse al
efecto protector de los carbohidratos sobre las proteinas, ya que no se necesita degradar

las proteinas con fines energéticos sino que son utilizados los carbohidratos de la dieta.
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La dieta de almiddon resultd diferente estadisticamente del resto de las dietas (con
excepcion de Ensure 5 % v/v que fue la otra dieta con valores bajos de excrecion de
acido urico). La dieta de Ensure 5 % v/v tiene una concentracion de proteina de 0,19 %,
mientras que Ensure 0,3 % v/v tiene 0,01 % de proteina, ambos valores se encuentran
por debajo del intervalo Optimo de proteina reportado por Lopez (1999) para este
insecto. La disminucion de la excrecion de este metabolito en relacion a la dieta de agar
al 5 %, con una dieta de mayor proporcién de proteina como Ensure 5 % v/v resulto
estadisticamente diferente de Ensure 0,3 % v/v, lo que parece indicar que la dieta de
Ensure es de buena calidad ya que la proteina proveniente de la dieta esta siendo
utilizada para la sintesis proteica. Con las dietas de Ne-nerina (0,3 % y 5 %) se
obtuvieron diferencias significativas al incrementar el tenor proteico en la dieta,
ocasionando un aumento en la excrecion de acido drico en relacion a la dieta de agar al
5 %, lo que podria atribuirse al exceso de proteina en la dieta. Aun cuando la dieta de
Ne-nerina al 5% presenta 0,8 % de proteina, concentracion que estaria dentro del
intervalo de 0,5 y 1% que reportd Lopez (1999), se encontré un aumento de la
excrecion de acido Urico. Ello podria deberse a que la calidad de la proteina en la dieta
de Ne-nerina no se ajusta a los requerimientos de estos insectos, teniendo en
consideracién gue el intervalo 6ptimo reportado por Lopez (1999) fue calculado para un

conjunto de proteinas especificas (caseina, gelatina nutritiva y proteina de arvejas).

En relacion al efecto del etanol sobre la excrecion de acido Urico, se obtuvo una
disminucion de la excrecion de este metabolito en las dietas de agar 5 % y Ensure
0,3 % vlv, solo ésta ultima de manera significativa. Lieber y colaboradores (1984) han
concluido que la hiperuricemia asociada a la ingesta de etanol resulta de la oxidacién
del etanol a acetaldehido con la generacion de NADH (Figura 3) y la subsecuente

reduccion del piruvato a lactato con la regeneracion del NAD (Figura 6). En el humano,
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ambas reacciones son responsables de elevar las concentraciones de lactato en sangre y
la accion de este metabolito secundario en los tubulos renales resulta en la reduccion de
la excrecion de acido urico con el concomitante incremento de la concentracion sérica
de &cido urico (Newcombe, 1972). La disminucion de la excrecion de &cido Urico con la
dieta de Ensure 0,3 % v/v podria ser atribuida a elevados niveles de lactato por aumento
de la proporcion NADH/NAD®; en consecuencia, pudiera haberse inhibido la excrecion
de acido Urico en los tubulos de Malpighi como fue reportado por Millan (2007) en
T. castaneum, con el suministro de una dieta de agar con etanol. En cambio, con las
dietas de almidon de maiz, Ne-nerina y Ensure 5 % v/v se obtuvo un aumento de la
excrecion de acido drico, resultando estadisticamente significativo solamente con las

dietas de almiddn de maiz y Ensure al 5 %.

5. Actividad enzimatica especifica de la aspartato aminotransferasa

Un aspecto mas complejo de abordar se refiere al aprovechamiento de las
vitaminas provenientes de la dieta. La biodisponibilidad de las mismas esta determinada
por diversos factores como la forma quimica (vitamero) presente, efecto de antagonistas
0 de los tratamientos a los que se someten los alimentos (Millan y col., 2005). La
suficiencia o aprovechamiento del suministro dietario de las vitaminas se ve reflejado
en el grado de estimulacién de la actividad de las enzimas marcadoras cuando se las
ensaya en presencia de la coenzima exogena (Millan y col., 2005). La utilizacion de las
medidas de la actividad de enzimas como la trancetolasa, glutation reductasa y aspartato
aminotransferasa y las determinaciones del porcentaje de activacion por las coenzimas
han demostrado ser valiosos marcadores para determinar deficiencias de tiamina (B1),
riboflavina (B2) y piridoxina (Be) en estudios realizados en T. castaneum (Millan y col.,

2005).
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La Tabla 6 y las figuras 17 y 18 muestran los valores de la actividad enzimatica
especifica de la aspartato aminotransferasa sin y con fosfato de piridoxal. En ausencia
de coenzima y en ayuno se obtuvieron valores de actividad enzimatica menores que los
encontrados con el ayuno con suministro de agua y con el control positivo (arvejas
peladas), pero no resultaron ser diferencias estadisticamente significativas, al igual que
las encontradas entre las dietas comerciales y la dieta de agar al 5 % en ausencia de
etanol. Millan (2007) en estudios con T. castaneum encontro que con la dieta de agar al
10 % (ayuno con suministro de agua), los valores de la actividad de las enzimas
marcadoras sin coenzima eran mayores que los obtenidos con las dietas de Ne-nerina
0,3y 5 % y Ensure 0,3 % v/v, pero iguales a los encontrados en el ayuno. El aumento de
la actividad posiblemente sea debido al hipercatabolismo de las sustancias de reserva
causada por la restriccion de alimentos. Sin embargo, Millan (2007) reporta que habria
la posibilidad de un “enriquecimiento relativo” de los extractos en estas enzimas por
disminucion de otros componentes (pérdida de peso y de nitrégeno no cuticular), de tal
manera que la actividad expresada por mg de proteina total de la enzima aumente. Esto
se pudo observar para la dieta de agar al 5 % donde se obtuvo una disminucion del
nitrégeno cuticular y nitrogeno proteico, como fue explicada en la seccion sobre
composicion corporal (Tabla 4). Esto también podria explicar el hecho de que se haya
encontrado valores méas bajos con el ayuno total, siendo justamente el tratamiento en
donde los valores de nitrogeno tanto proteico como cuticular resultaron mayores (Tabla
4), lo que podria estar haciendo que la actividad enzimatica especifica disminuya. Los
valores de actividad enzimatica con la dieta de agar al 5 % fueron ligeramente mayores
que las dietas de Ne-nerina (0,3 % y 5 %) y Ensure 0,3 % v/v, pero las diferencias no

fueron estadisticamente significativas, similar a lo reportado por Millan (2007).
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Tabla 6: Actividad enzimética especifica de la aspartato aminotransferasa en presencia y

ausencia de piridoxal fosfato, actividad relativa y porcentaje de activacion.

AEE AEE
Etanol
1 0,
Dietas Logyy | SinPLP AR Con PLP % A
(U/ug) (Ulug)

Ayuno -

261 + 462 0,93 | 221 +45% -15,3
Arveja -

281 + 27 b - 350 + 84 24,6

Agar 5 % 326 + 53 @ 1,16 | 244 +29b° -25,2
+

199 + 62 2 0,71 | 243 +63% 22,1

Almidon 10% 433 + 794 154 | 364 +324 -15,9
+

385 + 68 1,37 | 480+57¢ 24,7

Ne-nerina 0,3 % 279 + 69 e 099 | 321+20¢ 15,1
+

324 + 34 1,15 | 359+31¢ 10,8

Ne-nerina 5 % 305 + 760 1,09 | 200+30%@ -34.4
+

291 + 42 @bcd 1,04 | 255+ 69 P -12.4

Ensure 0,3 % v/v 228 + 48 3¢ 0,81 | 208 + 15 -8,8
+

290 + 1] @«d 1,03 | 335+36% 15,5

Ensure 5 % v/v 323+ 129 1,15 | 265 +50° -18,0
+

304 + 60 2bcd 1,08 | 174 +33% -42.8
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— Dieta sin etanol, + dieta con etanol.

El n para cada una de las dietas fue 4. Letras distintas sefialan la existencia de diferencias
estadisticas significativas (p< 0,05). Actividad enzimatica especifica fue expresada como
U/ug de proteinas. AR: actividad relativa con respecto al valor de la dieta de ‘“arveja”
(281 U/ug). PLP= fosfato de piridoxal. % A: porcentaje de activacion, calculado de la siguiente
manera: actividad con PLP — actividad sin PLP/ actividad sin PLP x 100.
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Figura 17. Actividad enzimatica especifica de la aspartato aminotransferasa sin fosfato de
piridoxal. Se muestra el promedio, la desviacién estandar y el intervalo de confianza para cada

una de las dietas ensayadas. AY: ayuno; AG: agar al 5 %; AL: almidén al 10 %; Ne0,3:
Ne-nerina al 0,3 %; Ne5: Ne-nerina al 5 %; En0,3 %: Ensure al 0,3 % v/v; En5: Ensure 5 % v/v.
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Figura 18. Actividad enzimatica especifica de la aspartato aminotransferasa con fosfato de
piridoxal. Se muestra el promedio, la desviacion estadndar y el intervalo de confianza para cada
una de las dietas ensayadas. AY: ayuno; AG: agar al 5 %; AL: almidén al 10 %; Ne0,3:
Ne-nerina al 0,3 %; Ne5: Ne-nerina al 5 %; En0,3 %: Ensure al 0,3 % v/v; En5: Ensure 5 % v/v.
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La actividad enzimatica en la dieta de almidon de maiz (en ausencia de la
coenzima) resultdé ser mucho mayor que en ayuno, aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa, posiblemente por el incremento del catabolismo de las
proteinas. Con la dieta de almidén de maiz la actividad enzimatica fue mayor a las
dietas de Ne-nerina al 0,3 % y Ensure, siendo diferente estadisticamente. Entre las
dietas de Ne-nerina y Ensure no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas.

En relacién a la actividad relativa la Tabla 6 muestra los valores obtenidos por
comparacion con el “valor inicial” (arveja). Se pudo observar que con el ayuno total la
actividad relativa fue menor que 1 lo que indica menor actividad de la enzima en
relacion a lo mantenido con la dieta de arveja. Sin embargo con la dieta de agar al 5 %
se obtuvo una actividad relativa mayor que 1 indicando un aumento de la actividad
enzimatica, lo que refleja lo antes sefialado sobre el incremento del catabolismo de las
proteinas. Ademas de esto, con la dieta de agar al 5 % se obtuvieron valores ligeramente
superiores en comparacion con los obtenidos con las dietas de Ne-nerina y Ensure sin
etanol, esto concuerda con lo sefialado por Millan (2007) en donde este parametro no
parece ser adecuado para evaluar la deficiencia vitaminica, pues tratamientos de
deprivacion total de las mismas como los tratamientos de ayuno (ayuno y agar al 10 %)
condujeron a niveles de actividad ligeramente superiores a los obtenidos con las dietas
comerciales.

Con respecto al efecto del etanol en este biomarcador, la tendencia fue disminuir
la actividad relativa, con excepcion de las dietas de Ne-nerina y Ensure al 0,3 % v/v en
donde aumento la actividad relativa. Con el suministro de etanol a la dieta, se observo
una baja actividad sin coenzima, ello probablemente indica restriccion proteica y podria

explicar la disminuciéon de la actividad con las dietas de agar al 5 % (ayuno con
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suministro de agua) y con las dietas de almidon de maiz (dieta aproteica), pero no
explica lo ocurrido con las dietas de Ne-nerina y Ensure al 5 % v/v que son justamente
las dietas con mayor proporcién de nutrientes (Tabla 3). Esta disminucién de la
actividad fue reportada también por Millan (2007) con una dieta de agar al 10 %. En
dietas donde se aporta solo energia (almiddn al 10 %) o deprivacién total se activan
diferentes mecanismos homeostaticos que pueden afectar las reservas de vitaminas, las
apoproteinas (como la aspartato aminotransferasa) o ambos (Millan, 2007).

Bajo condiciones de “extrés” se incluyen condiciones adversas de temperatura,
humeda, iluminacion, elevada densidad de poblacion, escasez de alimentos (Saleem y
Shakoori, 1986, citado por Millan, 2007). La hiperactividad enzimatica causada por el
“extrés”, en casos del ayuno, probablemente se deba a la utilizacién incrementada de las
reservas corporales para el sustento de la vida (Saleem y col., 1998). Estudios realizados
con larvas de T. castaneum sometidos a condiciones de estrés por exposicion a
insecticidas demostraron que, las actividades de las transaminasas aumentaban
subsecuentemente a medida que incrementaba la concentracion del compuesto
insecticida utilizado (Shakoori y col., 1988).

El papel de la coenzima fosfato de piridoxal en los sistemas donde intervienen
las aminotransferasas (transaminasa) ha sido bien establecido. La determinacién del
porcentaje de activacion de enzimas marcadoras como la aspartato aminotransferasa ha
sido sugerida como un ensayo bioguimico funcional en la evaluacion de reservas
corporales y estado metabolico de la vitamina Be en individuos (Hoorn y col., 1975).
Sin embargo, estudios en ratas han demostrado una relacion inversa entre la activacion
de la aspartato aminotransferasa por fosfato de piridoxal y la deficiencia de piridoxina

como fue observado por Raica y Sauberlich, (1964), y més tarde, correlaciono tal
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activacion con la concentracion de vitaminas en los eritrocitos (Bayoumi y Rosalki,
1976).

En insectos, principalmente con el gorgojo de la harina se ha logrado determinar
los valores umbrales de las vitaminas del complejo B, en base a los valores de actividad
de las enzimas marcadoras antes sefialadas y los porcentajes de activacion de coenzimas
enddgenas. Encontrando por ejemplo deficiencias mas severas en las larvas de
T. castaneum que en los adultos, ya que en las primeras los porcentajes de activacion
fueron mayores. Ademas la dieta de Ne-nerina al 0,3 % ha resultado ser
sorpresivamente el tratamiento en donde el aporte vitaminico pudo considerarse como
casi satisfactorio puesto que los valores de porcentaje de activacion se encontraban
alrededor del valor referencial del control en este caso Ne-nerina pura (Millan y col.,
2005). Mas tarde, Millan (2007) observé que los gorgojos adultos de T. castaneum eran
ligeramente deficientes en piridoxina con las dietas de Ensure y Ne-nerina 0,3 %; por su
parte, con la dieta de Ne-nerina al 5 %; los indices de activacion eran similares a los
mantenidos con Ne-nerina pura, por lo tanto, se considerd que tal dieta pudo satisfacer
con el requerimientos minimo de la vitamina para el desarrollo normal del insecto.

La Tabla 6 y Figura 18 muestra la actividad enzimatica especifica de la aspartato
aminotransferasa con fosfato de piridoxal. Con la presencia de la coenzima y sin etanol
la actividad de la enzima solamente aument6 con la dieta de arveja y Ne-nerina 0,3 %.
Un hecho curioso es que no se obtuvo un incremento de la actividad como debia
esperarse con las dietas de restriccion alimentaria (ayuno y agar al 5 %), como se ha
sido reportado por Millan (2007). Sin embargo, cuando se adiciono etanol a la dieta, se
obtuvo un incremento de la actividad de la aspartato aminotransferasa con las dietas de
agar al 5 %, almidon de maiz, Ne-nerina al 0,3 % y Ensure al 0,3 % v/v. Solamente la

dieta de almidon de maiz logré superar los valores mantenidos con la dieta de arveja en
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presencia de la coenzima, resultando ser estadisticamente diferente del resto de las
dietas, lo que indica que con esta dieta los insectos presentaron deficiencias en la
vitamina Be posiblemente porque la Maizina Americana no se encuentra suplementada
con esta vitamina (Tabla 3). Segun Millan (2007) cuando se afiade la coenzima
respectiva in vitro al extracto proteico, el aumento de la actividad es mayor en el
extracto de insectos deficitarios de vitaminas. EI aumento de la actividad con la dietas
de Ne-nerina y Ensure al 0,3 % v/v, ain cuando no se logré alcanzar los valores
mantenidos con arveja, estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas
con respecto al control positivo esto podria ser un indicio de un buen aporte vitaminico
con la dieta ya que estan suplementadas con vitamina Be (Tabla 3).

La Tabla 6 muestra los porcentajes de activacion de la aspartato
aminotransferasa en presencia de fosfato de piridoxal. Con respecto al porcentaje de
activacion no se observaron diferencias significativas entre las dietas y en varios de los
tratamientos incluyendo la condicién de ayuno donde se esperaria una mayor
estimulacion de la enzima indicando deficiencia de la vitamina Be, se observd una
inhibicidn de la actividad (expresada con el signo negativo).

Varios factores pudieron haber afectado los resultados del porcentaje de
activacion. Uno de ellos, es que en presencia del L-aspartato (sustrato de la enzima) la
unién de la coenzima (fosfato de piridoxal) a la apoenzima (aspartato aminotransferasa)
es inhibida en presencia del buffer fosfato (el utilizado en el estuche comercial usado en
este trabajo) mucho mas que con el buffer Tris-HCI, como lo refiere Bayoumi y Rosalki
(1976). Sin embargo el método utilizado para medir la actividad de la enzima segun
Reitman y Frankel, (1957), emplea el buffer fosfato en la solucion que contiene los
sustratos de la reaccion como se detallo en la metodologia. Por esta razon posiblemente

no se pudo ver la activacion en varios de los tratamientos.
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Otro efecto que pudo influir en la activacion de la coenzima pudo haber sido el
estado de los extractos (almacenados aproximadamente 2 meses a -70° C). Aunque se
ha demostrado que la actividad de la aspartato aminotransferasa de hemolizados
almacenados a -17 °C, aun cuando sufren un minimo de cambio en el porcentaje de
activacion luego de dos semanas de almacenados, la actividad de la enzima sin la
coenzima declina 17 % mientras que con la coenzima solo un 8 % (Bayoumi y Rosalki,
1976).

Otro factor que pudo influir en una inhibicién de la actividad de la aspartato
aminotransferasa pudo ser la concentracion de la coenzima, ya que se ha reportado que
Si estd presente en los reactantes, puede por si mismo contribuir con el valor de la
absorbancia (Bayoumi y Rosalki, 1976). Para verificar esto, se realiz6 un curva
dosis/respuesta con los blancos especificos sefialados en la seccién de materiales y
métodos. Obteniéndose un aumento de la absorbancia a 505 nm a medida que

incrementaba la concentracién de fosfato de piridoxal como se observa en la Figura 19.
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Figura 19. Efecto del fosfato de piridoxal (PLP) sobre los blancos de la
reaccion.

Todos estos factores pudieron haber ocasionado la inhibicion de la enzima o la

pérdida de la actividad. Sin embargo, se pudo observar con la dieta de Ne-nerina al
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0,3 % que el porcentaje de activacion fue menor (15 %) en comparacion con la dieta de
arveja (24 %) que corresponde al valor de referencia, lo que indicaria un aporte
vitaminico importante con el suministro de esta dieta a los gorgojos (Tabla 3). Con la
adicion de 1 % v/v de etanol a esta dieta se ocasion0 ademas de un incremento de la
actividad en presencia de la coenzima (similar al mantenido con la dieta de arveja), una
ligera disminucion del porcentaje de activacion de la enzima aspartato aminotransferasa,
lo que podria deberse a que el etanol es utilizado como fuente de energia y las proteinas
corporales son protegidas, indicando asi suficiencia proteica y vitaminica. Esto fue
reportado por Millan y Carmona (2005) en estudios realizados con el gorgojo rojo de la
harina.

Las deficiencias de piridoxina en humanos, ha sido medida por los bajos niveles
de fosfato de pididoxal en plasma, reportada en mas del 50 % de personas alcohdlicas
gue no presentan una funcién hepatica anormal (Lumeng y Li, 1974, citado por Lieber,
2001). Un consumo inadecuado de la vitamina puede parcialmente explicar los bajos
niveles fosfato de piridoxal, pero un incremento en la destruccién de la coenzima
pudiera también contribuir (Lumeng y Li, 1974, citado por Lieber, 2001). El fosfato de
piridoxal es rapidamente destruido en eritrocitos en presencia de acetaldehido, el
producto de la oxidacién del etanol, remueve la coenzima de la proteina (apoenzima)
quedando expuesto a las fosfatasas que la hidrolizan (Mezey, 1985). Estudios han
demostrado que con el consumo croénico del etanol disminuye el contenido hepético de
fosfato de piridoxal por una disminucion neta de la sintesis de piridoxina (Lumeng y Li,
1974, citado por Lieber, 2001).

6. Analisis de componentes principales.
El analisis de componentes principales (ACP) es una técnica estadistica de

sintesis de la informacion, o reduccion de la dimension (numero de variables)
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(Terradéz, c2007). El objetivo principal que persigue el ACP es la representacion de las
medidas numeéricas de varias variables en un espacio de pocas dimensiones donde
nuestros sentidos puedan percibir relaciones que de otra manera permanecerian ocultas
en dimensiones superiores. Dicha representacion debe ser tal que al desechar
dimensiones superiores (generalmente de la tercera o cuarta en adelante) la pérdida de
informacién sea minima (Bulla, 1995 citado por Suarez, 2000). Los factores que
recogen el porcentaje de variabilidad mayor son denominados componentes principales.
Los nuevos componentes principales o factores seran una combinacion lineal de las
variables originales y ademés seran independientes entre si (Terradéz, c2007). Esta
técnica es muy sensible a las varianzas de las diferentes variables (Bulla, 1995 citado
por Suarez, 2000), pues aquellas con varianzas muy altas dominaran el analisis. Se
utilizé una matriz de correlacion en vez de una matriz de varianza-covarianza, ya que
ésta se usa cuando las variables estan medidas en diferentes unidades, lo que implica la
estandarizacion de todas las variables al dividirlas entre su desviacion estandar
(Hammer y col., 2007).

La importancia de ésta técnica por ser exploratoria es que permite observar en un
mismo grafico la ubicacion de todas las réplicas en relacion a las variables estudiadas,
esto facilita la observacion de las relaciones entre las variables y las muestras, asi como
las diferencias y semejanzas entre las réplicas de una misma dieta lo que indirectamente
es un indicativo del éxito del trabajo experimental.

La Tabla 7 muestra los resultados del analisis de componentes principales. Los
resultados del ACP, muestran que los primeros dos ejes aportan aproximadamente el
61 % de la informacion contenida en la matriz original. El tercer componente aporta un
11 % de varianza, por lo que se podria trabajar con los tres primeros componentes

principales (CP), con una varianza acumulada de 72 % aproximadamente. Los
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componentes restantes mantienen muy poca informacion sin variables altamente
correlacionadas con ellos. Se mide el éxito de la técnica por la proporcion de
informacidn contenida en los primeros ejes (Joliffe, 1986, citado por Suarez, 1999).

Tabla 7: Valores de los autovalores, porcentaje de varianza total y porcentaje de varianza
acumulada para los 9 componentes principales.

% Varianza

Componente Autovalores % Varianza acumulada
1 3,75498 41,722 41,7220
2 1,75191 19,466 61,1880
3 1,01291 11,255 72,4430
4 0,853649 9,485 81,9280
5 0,659653 7,3295 89,2575
6 0,460024 5,1114 94,3689
7 0,303071 3,3675 97,7364
8 0,203722 2,2636 100,0000
9 7,80E-05 0,00086715 100,0009

Los componentes de los autovectores permiten identificar las variables que
mejor estan representadas en cada uno de los componentes principales (Suéarez, 1999).
Estos valores, se usaron como coordenadas para representar graficamente, las dietas
mediante puntos y asi relacionarlas con las variables, ésta forma de representacion se
conoce como biplots (Gabriel, 1971).

La Tabla 8 muestra los coeficientes de correlacion (r) para los tres primeros
componentes principales con las 9 variables estudiadas que son justamente los que
recogen mayor porcentaje de varianza (Tabla 7). El coeficiente de correlacion indica la
relacion entre cada variable y cada eje, sus valores estan acotados entre cero y uno. CP1
estd correlacionado mas positivamente con el porcentaje de grasa (r = 0,8945) lo que
implica que incrementa en el mismo sentido que el CP1, mientras que esta mas
relacionado negativamente con el porcentaje de agua (r = -0,8696) por lo que
incrementa hacia donde disminuye el CP1. CP2 esta relacionado mas positivamente con

el porcentaje de agua (r = 0,3152) y esta relacionado méas negativamente con porcentaje



de “otros” (r = -0,9036). CP3 esta correlacionado mas positivamente con el porcentaje
de nitrogeno proteico (r = 0,8229) mientras que esta mas relacionado negativamente
con el porcentaje de otros (r = -0,2207).

Tabla 8: Coeficientes de correlacion (r) de los tres primeros componentes principales.

R
Variables 1 2 3

%S(d8) 0,694 -0,3739 0,3842
%VP(d8) 0,7656 0,1548 -0,06663
Agua -0,8696 0,3152 -0,1906
Grasa 0,8945 0,2219 0,2047
Nitrégeno cuticular -0,4252 -0,7198 0,1059
Nitrégeno proteico -0,4064 0,01285 0,8229
Otros 0,06179 -0,9036 -0,2207

EAU -0,5955 -0,2162 0,0651

AEE sin PLP 0,653 -0,2407 -0,2032

En la Figura 20 se puede observar la correlacion de los primeros dos
componentes principales con las 9 variables. En el eje “x” esta representado el
componente principal uno (CP1) y en el eje “y” el componente principal 2 (CP2), cada
punto constituye una réplica que tiene una etiqueta que indica el tipo de dieta por
ejemplo, AG1 corresponde a una dieta de agar al 5 % réplica 1. El diagrama se
construyé a partir de los dos primeros componentes, ya que como se dijo anteriormente
aportan aproximadamente el 61 % de la varianza.

En la Figura 20 se observa como estan distribuidas las muestras en relacion al
tipo de dieta y como varian las variables estudiadas. Los coeficientes de los
autovectores pueden proyectarse desde el origen de coordenadas describiendo un vector
que indica el sentido en el que incrementa cada una de las variables (porcentaje de
supervivencia al dia 8, porcentaje de variacion de peso al dia 8, porcentajes de agua,
grasa, nitrégeno proteico, nitrogeno cuticular, “otros”; excrecion de acido urico y
actividad enzimatica especifica de la aspartato aminotransferasa en ausencia de la

coenzima).
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Figura 20. Ubicacion de las 48 muestras (12 dietas con cuatro réplicas cada una) segln sus coordenadas en los dos componentes principales y los
vectores de las variables (biplot). AG: agar al 5 %; AGEt: agar + etanol 1 % v/v; AL: almidon al 10 %; ALEt: almidon + etanol 1 % v/v; Ne0,3:
Ne-nerina al 0,3 %; Ne0,3Et: Ne-nerina al 5 % + etanol 1% v/v; Ne5: Ne-nerina al 5 %; Ne5Et: Ne-nerina al 5 % + etanol 1 % v/v; En0,3: Ensure al
0,3 % v/v; En0,3Et: Ensure al 0,3 % v/v + etanol 1 % v/v; En5: Ensure al 5 % v/v; En5Et: Ensure al 5 % v/v + etanol 1 % v/v. Los nimeros 1-4
corresponden a las réplicas. Variables: S (d8): supervivencia al dia 8; VP (d8): variacion de peso al dia 8; NC: nitrégeno cuticular; NP: nitrgeno

proteico; EAU: excrecion de acido Urico y AEE sin PLP: actividad enzimatica especifica de la aspartato aminotransferasa en ausencia de fosfato de
piridoxal.
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De las variables estudiadas solamente algunas pudieron ser evaluadas con esta
técnica, de manera de correlacionarlas entre si y darle sentido bioldgico a lo que pudiera
estar pasando en los gorgojos con respecto al aprovechamiento de los nutrientes de la
dieta. Un ejemplo de ello, fue lo encontrado con la variable porcentaje de grasa, cuyo
vector se encuentra hacia donde estan las dietas de almidon de maiz demostrando el
aumento estadisticamente significativo del porcentaje de grasa en los gorgojos en
relacion a las demas dietas (Tabla 4), siendo mas evidente con las dietas de almidén de
maiz con etanol, lo que ilustra el efecto que ejerce en la acumulacion de grasa. Casi
opuesto al vector grasa se encuentra el vector de agua, lo que indicaria que éstas dos
variables estarian relacionadas negativamente (r= -0,83383), mientras que una
incrementa la otra disminuye, por ello las dietas de almidon de maiz fueron las dietas a
base de agar que presentaron menores porcentajes de agua. Las dietas de agar al 5 %
presentaron los valores mas altos en porcentaje de agua por lo que se encuentran
ubicadas hacia donde incrementa el vector porcentaje de agua (Figura 20). La variable
porcentaje de agua resulto ser la variable que agrupaba a la mayor cantidad de dietas ya
que todas las dietas fueron preparadas en semillas artificiales con excepcién de los
controles del experimento (arvejas peladas y la condicion de ayuno), lo que demuestra
la utilidad de las semillas artificiales preparadas con agar como vehiculo para
proporcionarle agua a los insectos. Por esta razon se realizo el andlisis de componentes
principales eliminando los controles para poder dilucidar el comportamiento de las
variables en cada una de las dietas a base de agar al 5 %. Se pudo observar que las
dietas con mayor porcentaje de agua fueron las de agar con suministro de agua, agar con
etanol y las dietas de Ensure 0,3 % v/v 'y 5 % v/v (no pudiéndose diferenciar entre la
ausencia y presencia del etanol), lo que evidencia el tipo de preparacion liquida de la

dieta (Tabla 2). La variable porcentaje de agua resultd estar correlacionada
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negativamente con la variable porcentaje de supervivencia (r = -0,69427) vy refleja lo
ocurrido con las dietas de agar al 5 %, en donde los insectos tuvieron un mayor
contenido de agua, pero la supervivencia fue menor. La variable porcentaje de grasa
resultd estar correlacionada positivamente con el porcentaje de variacion de peso
(r= 0,6538), lo que es un indicativo de que el aumento del peso de los insectos es
producto de un incremento de la grasa corporal, como se evidencio con las dietas de
almidon de maiz.

Los vectores de las variables nitrdgeno proteico y nitrogeno cuticular se
encuentran correlacionadas positivamente con la excrecion de &cido Urico, aunque de
manera débil a juzgar por la magnitud de las correlaciones (r = 0,25435 y r = 0,19695
respectivamente). Sin embargo, una correlacion positiva implicaria que las variables
incrementan o disminuyen hacia la misma direccion y en este caso tendria sentido
bioldgico, ya que el nitrégeno que se excreta en forma de acido Urico es producto de un
incremento del nitrégeno corporal que no es utilizado y es eliminado, es decir que el
incremento de una conduce al aumento de la otra variable. Al suministrar dietas
aproteicas o con bajo contenido de proteinas se comienzan a degradar las proteinas
corporales para cubrir con los requerimientos proteicos de los insectos y el nitrégeno
total disminuye y con este la excrecion del metabolito. La dieta de almidon de maiz fue
con la que se obtuvo la mas baja excrecion de &cido Urico como se evidencia en la
Figura 20, estas dietas se encuentran en la direccion contraria a la que apunta el vector
de excrecion de acido urico. También en estas dietas disminuyd el nitrogeno proteico
como se sefialo en la seccion de composicion corporal (Tabla 4 y Figura 15) y resulto
mayor la pérdida de nitrégeno proteico en presencia del etanol y esto se puede observar
con la ubicacion de las muestras en relacion al vector del porcentaje de nitrégeno

proteico. Las dietas con la que se obtuvieron una mayor excrecion de este metabolito
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fueron las de agar al 5 % con y sin etanol, Ensure 0,3 % v/v y Ne-nerina 5 % cuya
ubicacion es hacia donde incrementa la variable excrecion de &cido Urico. Como se
menciono al inicio de esta seccion, esta técnica es muy sensible a las varianzas de las
diferentes variables (Bulla 1995, citado por Suarez, 2000), pues aquellas con varianzas
muy altas dominaran el analisis, por esta razon la variable excrecion de &cido Urico para
los controles (ayuno y arveja) estaba afectando el analisis de las demas dietas ya que se
obtuvieron valores muy altos con ambas dietas (Tabla 5) en comparacién con las dietas
a base de agar, por lo que su eliminacién del analisis permitié ver ciertas diferencias
entre estas dietas.

Con respecto a la variable actividad enzimatica especifica en ausencia de
coenzima, se pudo observar que las dietas de Ne-nerina al 0,3 % con y sin etanol fueron
similares entre si y presentaron mayores valores de actividad, al observar la ubicacion
en relacion al vector de esta variable. También las dietas de almidon presentaron valores
altos de actividad, hecho curioso puesto que esto indicaria suficiencia proteica y
vitaminica pero esta dieta es aproteica y no esta enriquecida con la vitamina Be. Esto
podria deberse a la posibilidad de un “enriquecimiento relativo” de los extractos en
estas enzimas por disminucion de otros componentes (pérdida de peso y de nitrdgeno no
cuticular), de tal manera que la actividad expresada por mg de proteina total de la
enzima aumente como fue reportado por Millan (2007). Al observar los vectores de las
variables nitrégeno proteico y nitrégeno cuticular en relacion al vector de actividad
enzimatica basal, se puede notar que en el caso del nitrégeno cuticular este es casi
opuesto al de la actividad enzimatica. Sin embargo la correlacion entre estas dos
variables fue positiva (r = 0,046191) aspecto que no refleja la ubicacion de los vectores.
No obstante, al observar la relacion de ambos vectores representados en otra dimensién

mediante los diagramas obtenidos al graficar el CP2 versus el CP3 (datos no mostrados)



91

se pudo constatar que definitivamente no se encuentran opuestos, mas bien se acerca a
una correlacién casi nula es decir, que si una aumenta, no sabemos si la otra aumenta o
disminuye. De manera que desde el punto de vista bioldgico una disminucion en el
nitrégeno corporal en sus dos componentes (proteico y cuticular) no permite dilucidar
que es lo que pasaria con la variable actividad enzimatica especifica de la aspartato
aminotransferasa en ausencia de piridoxal fosfato.

El analisis de componentes principales ademas de que permitié observar todas
las muestras representadas en un mismo gréafico, hizo posible evidenciar las relaciones
entre las variables ensayadas permitiendo detectar cuales de ellas agrupan a la mayor
cantidad de dietas, como lo fue la variable porcentaje de grasa. También con esta
técnica es posible detectar las variables que son mas sensibles de ser modificadas por la
dieta, como lo fue el porcentaje de grasa en el caso de dietas aproteicas, mientras que
con dietas de densidad de nutrientes variables como la Ne-nerina y el Ensure los
parametros mas sensibles fueron la actividad enzimatica, excrecién de &cido Urico y los
porcentajes de nitrodgeno, aun cuando las diferencias no fueron tan notables.

7. Perspectivas generales

Entre los diversos biomarcadores utilizados para evaluar la eficiencia de
utilizacion de nutrientes en dietas de distinta densidad de los mismos, en presencia y
ausencia de etanol, se obtuvieron diferencias dependiendo de la dieta es decir, de su
contenido de nutrientes y energia caldrica. Con este estudio se pudo detectar cuales de
los indicadores no variaron en la mayoria de las dietas investigadas, asi como también,
cuales de los biomarcadores son los que mas cambian por el efecto del etanol.
Biomarcadores como la supervivencia y variacion de peso solo mostraron ciertos
cambios con algunas de las dietas, por lo que no resultaron eficientes para determinar el

efecto del etanol con dietas de diferente densidad de nutrientes como las Ne-nerinas y
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Ensure. Sin embargo, el porcentaje de agua como parte de la composicién corporal del
insecto, si resultd eficiente para evaluar el efecto del etanol al igual que el contenido de
grasa. Aun cuando la diferencia entre la ausencia y presencia de etanol en la dieta, no
resultd estadisticamente significativo para todas las dietas a base de agar (con excepcion
de la dieta de almidon de maiz al 10 %), si se pudo observar que la tendencia en la
mayoria de las dietas fue la disminucion del porcentaje de agua en los insectos, esto
debido a la deshidratacion de los tejidos a causa del etanol. Mientras que el porcentaje
de grasa en la mayoria de las dietas aumento por efecto del etanol. Posiblemente estos
cambios si sean significativos desde el punto de vista biologico, principalmente cuando
el peso promedio de los insectos ronda los 1,6 mg.

La excrecion de acido urico, la actividad especifica y el porcentaje de activacion
de la enzima aspartato aminotransferasa no resultaron ser buenos indicadores del efecto
del etanol sobre los insectos, ya que no se encontraron mayores diferencias entre las
dietas. Sin embargo, estos parametros en relacién a los anteriores parecieran ser mas
susceptibles a los cambios en la composicion de nutrientes y energia en cada una de las
dietas ensayadas.

Los modelos animales han sido utilizados para el estudio de los efectos del
consumo de alcohol, bajo condiciones nutricionales controladas. Un ejemplo de ello,
fue el estudio en donde se evaluo el efecto de una dieta liquida de etanol sobre el estado
nutricional y el balance hidrico de ratas introducidas gradualmente en una concentracion
final de 9 % v/v (13 g etanol/kg/dia). Los autores encontraron que los cambios en el
peso corporal y la excrecion de orina en los grupos alimentados con la dieta de etanol,
fueron pardmetros que resultaron eficientes para estimar la pérdida de fluidos. La

pérdida de peso después de la fase de adaptacion al etanol, puede en parte deberse al



93

consumo de agua, pero también esta relacionada con una disminucién en el consumo
caldrico y a una adaptacion metabdlica al etanol (Piano y col., 2001).

Estudios en humanos sobre el abuso crénico del etanol han demostrado que los
alcohdlicos en comparacion con los bebedores sociales presentan un peso corporal
menor, debido esencialmente a una reduccion de la grasa. Estos resultados sugieren que
posiblemente el efecto del alcohol en el peso corporal, como otros efectos del alcohol,
tenga un comportamiento bifésico, principalmente asociado a la ruta metabdlica que
tiene mayor importancia de acuerdo al consumo del etanol, ya sea la de la ADH o la del
SOME (Addolorato y col., 1998).

Estos estudios nutricionales sobre el efecto del etanol realizados con insectos,
ratas y humanos, demuestran que a pesar de las diferencias existentes entre las especies,
es posible detectar indicadores que reflejen los cambios que se producen debido al
consumo del etanol y pareciera ser, que la importancia de estos biomarcadores como
herramientas de valoracion de la eficiencia en la utilizacion de los nutrientes
provenientes de la dieta, va a depender del sistema bioldgico utilizado, ain cuando

pueden encontrarse ciertas similitudes.
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V1. CONCLUSIONES

Los biomarcadores supervivencia y variacion de peso no resultaron ser buenos
indicadores para evaluar el efecto del etanol sobre el gorgojo de arroz.
Los biomarcadores porcentaje de agua y porcentaje de grasa resultaron ser los
mejores indicadores para evaluar el efecto del etanol.
El efecto del etanol sobre la composicién corporal del gorgojo de arroz se
observd con la dieta de almidon de maiz al 10 %, en donde hubo una
disminucion del agua y del nitrégeno proteico, y un aumento de la grasa
corporal.

La excrecion de acido Urico pareciera ser un buen biomarcador para evaluar el
efecto del etanol solo en dietas de baja concentracion de nutrientes.
La actividad enzimatica especifica de la aspartato aminotransferasa no pareciera
ser un buen indicador del estado nutricional de la vitamina Be.

El porcentaje de activacién no resultdé un buen biomarcador para evaluar el
estado nutricional de la vitamina Be, posiblemente por las caracteristicas del
estuche comercial utilizado para medir la actividad de la enzima aspartato
aminotransferasa, en ausencia y presencia de su cofactor, fosfato de piridoxal.
Las semillas artificiales de agar demostraron ser un vehiculo para el suministro
de agua a los insectos.
El andlisis de componente principal (ACP) permitid6 detectar fuertes
correlaciones entre el contenido de grasa y la variacion de peso (correlacion
positiva); asi como tambien, entre el contenido de agua y el porcentaje de
supervivencia de los gorgojos (correlacion negativa).
La técnica de ACP resultd una herramienta importante para la evaluacion de los

resultados, primero como herramienta exploratoria en el procesamiento de los
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datos y segundo porque permitio ver los cambios en cada una de las variables
estudiadas de manera de tener una vision global de como se afectan los
biomarcadores utilizados para evaluar el aprovechamiento de los nutrientes con
dietas de diferente densidad de nutrientes y el efecto del etanol en el bioensayo

del gorgojo de arroz.
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VIl. RECOMENDACIONES

El bioensayo del gorgojo de arroz resultd ser util para evaluar el
aprovechamiento de los nutriente de la dieta, asi como también para evaluar el efecto
del etanol sobre algunos de los biomarcadores aqui utilizados, por lo que se sugiere
continuar estas investigaciones, principalmente la busqueda de una dieta de densidad de
nutrientes que cumpla con los requerimientos minimos del insecto y que permita ver el
efecto de ciertos factores incluidos a las dietas. Probablemente el utilizar dietas de
glucosa a distintas concentraciones contribuya a ampliar esta busqueda, ya que con este
trabajo se demostré que con la dieta basal de almidon de maiz (rica en carbohidratos)
fue posible ver el efecto del etanol sobre la composicion corporal del gorgojo. También
podria utilizarse la dieta de almidon de maiz al 10 % suplementada con concentraciones
de nutrientes variables como caseina.

Igualmente seria interesante estudiar el efecto del etanol cambiando las semillas
artificiales interdiariamente, de manera de garantizar que el suministro de etanol a los
insectos sea constante durante los 8 dias del experimento. Adicionalmente seria
importante determinar cuél es el tiempo de vida media del etanol en las semillas
artificiales, debido a que el tiempo de latencia de los insectos (sefialado en la seccion de
supervivencia) fue disminuyendo con el transcurso de los dias, lo que pudiera deberse a
la pérdida de etanol en las semillas artificiales. Un experimento simultaneo, cambiando
interdiariamente las semillas artificiales con etanol y otras sin cambiarlas, podria arrojar
resultados concluyentes sobre este hecho. Otro experimento por hacer con respecto al
efecto del etanol, seria probar concentraciones crecientes como por ejemplo 0,5 %, 1 %,
2 %y 4 % de manera de determinar los niveles umbrales de toxicidad en los insectos.

Debido a que las semillas artificiales de agar demostraron ser un vehiculo

eficiente para proporcionarle agua a los insectos, un experimento por realizar con
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respecto a esto, seria mantener a los insectos con semillas de distintas concentraciones
de agar, por ejemplo 2 %, 5 % y 10 %. Luego de los 8 dias del experimento, medir el
contenido de agua en las semillas artificiales y en los insectos.

En vista que el método utilizado para la determinacion de la actividad
enzimatica especifica de la aspartato aminotransferasa no resulté el mas apropiado para
la determinacidn del porcentaje de activacion en presencia de fosfato de piridoxal, seria
conveniente realizar estos estudios utilizando el ensayo de complementacion basado en
la reduccion del NADH, siendo la actividad de la enzima directamente proporcional a la

disminucidn de la absorbancia a 340 nm.
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