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as enfermedades nutrimentales que

afectan el desarrollo mental se rela-

cionan con la deficiencia de

nutrimentos asociada, en la mayoria
de los casos, a un ambiente de pobreza o a la defi-
ciencia de nutrimentos especificos. En los nifios,
la desnutricion proteico-caldrica tiene un efecto
devastador en el crecimiento corporal y, si bien
hay amplia evidencia de su efecto nocivo en el de-
sarrollo neurologico a varios niveles, todavia se
desconoce su grado exacto de impacto en el desa-
rrollo intelectual y conductual.!

La falta de nutrimentos durante las etapas cri-
ticas prenatales o posnatales deriva en alteracio-
nes en la histogénesis de los tejidos nerviosos. Una
gran cantidad de datos obtenidos en animales su-
gieren una reduccion severa en la concentracion
de mielina cerebral debido a la desnutricion.?

La desnutricion puede causar reducciones en
el peso y tamafio del cerebro.’ Desde el punto de
vista histoldgico, se ha observado una disminu-
cion en el numero de neuronas. Se han descrito
alteraciones en la proporcion de neuronas que
interactiian y en la proporcién de neuronas y
sinapsis en el giro dentado.” El nimero de sinapsis
disminuye, y hay también alteraciones en las espi-
nas y arborizacion dendritica y en el proceso de
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eliminacion de las sinapsis redundantes en dife-
rentes sitios de la corteza y del hipocampo.*

Bioquimicamente, la desnutricion causa un dé-
ficit en la cantidad de ADN, fosfolipidos,
esfingomielina, proteinas nucleares y en otros com-
ponentes del sistema nervioso de ratas.” En el ser
humano el colesterol, fosfolipidos, ARN y ADN
estan disminuidos en los cerebros de nifios que
murieron por marasmos.°

Algunos procesos tecnologicos, como el refi-
nado de las harinas y de los cereales en general,
provocan importantes pérdidas de minerales y vi-
taminas, con respecto al contenido del grano en-
tero. Por ello, mediante el enriquecimiento se res-
tauran o incluso se superan los niveles iniciales de
los nutrimentos perdidos durante la manipulacion
del alimento. El término fortificacién, sin embar-
go, se aplicaria a aquellas situaciones en las que se
afiade un determinado nutrimento a un alimento
que originalmente carecia de él. La adicion de iodo
a la sal de mesa seria un buen ejemplo de esto.’

Por su alto consumo en México, las tortillas
de maiz se pueden utilizar como vehiculo para dis-
minuir o abatir el problema de mala nutricion
proteica y de micronutrimentos. A nivel mundial,
21% del maiz producido se consume directamen-
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te como alimento; en México esta cifra se eleva
hasta 68%.% En algunas zonas rurales, el maiz pro-
vee aproximadamente 70% de las calorias y 50%
del consumo proteico diario. El maiz, como to-
dos los cereales, es deficiente en los aminoacidos
esenciales, lisina y triptofano, por lo que su dieta
exclusiva conlleva a desordenes nutricios.’

El valor nutrimental de la tortilla puede mejo-
rar si se utilizan variedades de maiz con mejor ca-
lidad proteica, como el caso del maiz QPM (Quality
Protein Maize, mutacién natural del maiz con el
doble de lisina que el normal) o mediante la forti-
ficacion con proteina de soya'®? y la adicion de
vitaminas y minerales.">" La proteina de la soya
en sus varias modalidades es la mas indicada para
la fortificacion proteica, debido a su bajo costo,
alta produccion en el ambito mundial, alto con-
tenido proteico y su efecto complementario con
el perfil de aminoacidos del maiz.’

Actualmente, en México se enriquecen las ha-
rinas de maiz y trigo, con 5 mg/Kg de vitamina
B,, 3 mg/Kg de B,, 35 mg/Kg de niacina, 2 mg/
Kg de 4cido folico, 30 mg/Kg de hierro y 20 mg/
Kg zinc. Sin embargo, la fortificacién proteica de
la tortilla ha quedado al margen de esta situacion.

Objetivo

Observar los efectos fisioldgicos y de desarrollo
cerebral causados por el enriquecimiento y fortifi-
cacion de tortillas de maiz en un modelo animal
(ratas), durante dos generaciones.

Materiales y métodos

Se utilizaron maices de alta calidad proteica (QPM)
y regular cosechados en Jalisco y Mérida, durante
el ciclo 2003. Estos maices fueron nixtamalizados
y deshidratados por la industria. Las tortillas de
masa regular (TMR) se adquirieron en una
tortilleria del area metropolitana de Monterrey.
Las harinas nixtamalizadas regular (TRE) y QPM
(TQPME) se enriquecieron con 5 mg/kg de vita-

mina B, 3 de B, 35 de niacina, 2 de acido folico,
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30 de hierro y 20 de zinc. Las harinas para elabo-
rar las tortillas enriquecidas y fortificadas con soya
de maiz regular (TSYE) y QPM (TQPMSYE) se
enriquecieron de la misma manera, y se les agregd
6y 3% en peso de harina de soya desgrasada, res-
pectivamente. Las dietas se elaboraron de acuer-
do a datos proporcionados por investigadores del
Instituto Nacional de Nutricion “Salvador
Zubiran”, quienes encuestaron a indigenas otomies
sobre el consumo diario de alimentos."

Se formaron seis grupos de ratas recién
destetadas a las cuales se les alimento con los seis
tratamientos descritos anteriormente. Un total de
90 ratas Wistar, 54 hembras y 36 machos se utili-
zaron en un estudio de crecimiento, por 60 dias.
Estas ratas se aparearon para cuantificar el % de
prefiez, nimero de crias al nacimiento, peso de la
camada, peso promedio al destete y obtener sufi-
cientes individuos para conducir estudios de se-
gunda generacion. El objetivo primordial era de-
terminar los efectos acumulados de la malnutri-
ciéon y suplementacion de micronutrientes y pro-
teina de soya en animales de segunda generacion.

A los animales de primera o segunda genera-
cion se les sacrifico con el objetivo de remover sus
cerebros. Se disectd y pesé la mitad del cerebro y
cerebelo, y se homogenizaron por separado con
agua bidestilada fria. Para determinar el ADN y
ARN del cerebro y cerebelo, se utilizo el kit de
cuantificacion ARN/ADN BDtract™® (Maxim
Biotech Inc., San Francisco, CA), siguiendo las
técnicas modificadas de Chattopadhyay,?
Schmidt'®y Burton." Para calcular la densidad de
las sinapsis entre neuronas se aplico el método de
Nelson,'® y para cuantificar a la mielina el proce-
dimiento sugerido por Folch.”

Para determinar pruebas de memoria se utilizo
un laberinto de agua Morris modificado, que con-
sistié en un tanque circular de 1.6 m de didametro
y 60 cm de altura pintado en su interior de blan-
co, el cual se llenod con 30 cm de agua tefiida (26
°C +/-2°C) con almidén de maiz para ocultar una
plataforma de 10 x 10 cm situada a 1 cm de pro-
fundidad. Se localizo el tanque entre tres objetos
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visibles para las ratas (triangulacion), y se dividio
en cuatro cuadrantes imaginarios: noreste, noroes-
te, sureste y suroeste.

En las pruebas de memoria y de desempefio
de aprendizaje se midio el tiempo o latencia en
que la rata demoraba en localizar la plataforma 'y
el numero de errores medidos por las veces en
que la rata nadaba a un cuadrante imaginario in-
correcto.”

Todos los datos se analizaron con el disefio
experimental de bloques al azar. Se calcul6 el va-
lor de la diferencia minima significativa (DMS)
para detectar diferencias entre los tratamientos.
Para los andlisis de correlacion se utilizé el coefi-
ciente de correlacion de Pearson, con dos colas
con nivel de significancia de P<0.05 y P<0.01.
Todos los anlisis de los datos se llevaron a cabo
con el paquete computacional SPSS (2001).

Discusién y conclusiones

Se encontro una alta correlacion entre el peso del
cerebro y cerebelo de las ratas de la primera gene-
racion con el valor de VAAE, corregidos de acuer-
do a la tasa de digestibilidad de la proteina (0.969,
P<0.01 y 0.895, P<0.05, respectivamente) (tabla I).
Se ha observado que la desnutricién temprana
reduce el tamafio del cerebro y cerebelo.”! En ra-
tas con desnutricién temprana que posteriormente
son alimentadas con una dieta normal se ha ob-
servado que el tamafno del cerebro se recupera
parcialmente. En contraste, se ha encontrado que
el tamafo del cerebelo nunca se recupera por una
desnutricion temprana, aun después de que el
animal es alimentado con una dieta completa y a
estimulos adecuados.?” Se han relacionado estos
cambios del cerebelo con deficiencias en pruebas
motoras y de memoria de trabajo en animales de
laboratorio.?”> Asimismo, la concentracién de
mielina cerebral fue significativamente mayor
(P<0.05) en las ratas alimentadas con las dietas
fortificadas con soya que las contrapartes alimen-
tadas con tortillas regulares. Los niveles bajos de
hierro dietario inducen a cambios en la composi-
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cion de lipidos cerebrales, debido a que este mineral
es un cofactor esencial para la sintesis de lipidos y
colesterol. Su deficiencia se relaciona con menores
contenidos de lipidos e hipomielinizacion.*

Se ha encontrado que la reduccion de la mielina
cerebral se relaciona con la reduccion de los axones
mielinizados en el cerebro. Este fendmeno resiste
la rehabilitacion alimenticia, debido a que ratas
con desnutriciéon temprana nunca pueden alcan-
zar niveles semejantes de mielina cerebral.?> Esta
reduccion tiene gran importancia funcional, ya que
los axones mielinizados transmiten informacion
mas rapido que las fibras no-melanonizadas.’

La concentracion de ADN y ARN cerebral, ta-
mano de neurona (proteina/ADN) y actividad ce-
rebral (ARN/ADN) fue significativamente mayor
(P<0.05) en las ratas alimentadas con las dietas
fortificadas con soya que las contrapartes alimen-
tadas con tortillas regulares (tabla I). El conteni-
do de ADN cerebral se ha relacionado con la can-
tidad de neuronas;* en las ratas de la primera ge-
neracion no se encontraron diferencias significati-
vas en los tratamientos; sin embargo, hay nume-
rosas investigaciones que relacionan el bajo con-
tenido de ADN con la desnutricion de animales
de laboratorio.?

Winick y Nobel?® propusieron que la relacion
proteina/ADN puede usarse como un indicador
del tamafo neuronal. Se encontraron niveles ba-
jos de proteina/ADN en animales alimentados con
las dietas de tortillas sin fortificar, seguidos por
animales alimentados con las dietas fortificadas
con soya o elaboradas con maiz QPM. Normal-
mente se considera que la formacién de nuevas
sinapsis entre neuronas (plasticidad) tiene que ver
con los estimulos que sufre el animal (repeticio-
nes, experiencias, etc.), y no por su alimentacion.’
Sin embargo, se sabe que en animales alimenta-
dos con dietas hipoproteicas se reduce la canti-
dad de vasos sanguineos que irrigan la corteza ce-
rebral y que aprovechan de menor manera los es-
timulos externos.?’

En general, se observd que las ratas alimenta-
das con la dieta control y las fortificadas con soya
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Tabla L. Efectos en el tamano de cerebro, cerebelo, contenido de mielina, proteina, ARN y ADN en ratas.'

Primera generacion (edad promedio 158 dias)
Peso Peso Peso Peso Mielina Den;:dad Proteina/peso | ARN/peso | ADN/peso
Dieta cerebro | cerebro/peso | cerebelo | cerebelo/Peso Z cerebro cerebro cerebro | Proteina/ADN [ARN/ADN
mg/g | sinapsis
mg corporal mg corporal o, mg/g mg/g mg/g
TMR® | 10243 14.85" 174.4 * 2.53° 86.6" | 264" 96.76 3.66° 6.96° 13.90* 0.55°
TREY | 11309 " 12.85° 205.8° 2347 1242%| 298" 96.72 * 405" 6.82° 14.18° 0.59°
TSYE' | 14604 ¢ 12.05° 340.0° 2.81° 187.4°| 41.5° 108.67" 441¢ 6.84° 15.88" 0.64"
TQPME" [}3945 ¢ 11.72* 302.6° 2.68° 181.0°| 43.6° 105.43" 4.52° 6.75° 15.61° 0.66°
TOPMSYE'| 15034 ¢ 12.46° 3542 294° 193.0°| 423° 106.86" 4.43¢ 6.82° 15.66" 0.65"
Control’ | 71,1 ¢ 12.30° 368.3" 271 190.7¢| 47.5°¢ 123.74¢ 461° 6.78° 18.25° 0.67"
Segunda generacion (edad promedio 62 dias)
TMR® | 3946 10367 61.2° 1.61° 68.8° | 325° 86.76" 3.86° 579" 14.98* 0.66°
TRE' 4122° 8.55°¢ 64.9° 135°¢ 126.8" | 34.6° 91.43 * 401" 611" 14.96" 0.66°
TSYE' | 636.0¢ 7.77° 99.0¢ IREA 136.7¢| 364" 101.45° 4.30°¢ 6.25°¢ 16.23° 0.69*
TQPME" | 5756 7.33° 91.7" 116" 1286" | 36.5" 99.64" 423° 6.28° 15.86" 0.67"
TOPMSYE'| 6943 ¢ 793" 99.3°¢ 13" 131.3%| 328° 102.63" 4.27¢ 6.25° 16.42° 0.68°
Control’ | gp3.4¢ 6.05" 10437 0.84° 14269 | 386" 109.61° 431°¢ 6.36" 17.23¢ 0.68"

! Analisis de varianza. Los valores de cada columna con diferentes letra(s) difieren significativamente (p<0.05, prueba de

comparacion multiple de Duncan).
’n=8.
n=9

se desempenaron mejor en las pruebas de laberin-
to (tabla II). Se encontré una correlacion muy sig-
nificativa entre la latencia y nimero de errores entre
la prueba de memoria a corto plazo en la segunda
generacion y los PDECAAS (Latencia= 0.961,
P<0.01 y no. de errores= 0.889, P<0.05).%® Estos
resultados concuerdan con los de Celedon et al.,”
quienes encontraron relacion entre la desnutricion
y el desempeno en las pruebas de memoria de
corto y de largo plazo. Tonkiss et al.*® estudiaron
el desempefio de ratas de laboratorio en pruebas
de memoria de trabajo con mala nutricion prena-
tal y durante la lactancia con este mismo procedi-
miento, observaron que las ratas con déficit nu-
tricio prenatal tuvieron diferencias significativas,
con respecto a las ratas control. Este comporta-
miento no se observd en ratas con mala nutri-
cion, solo en la etapa de lactacion. En esta investi-
gacion se observo que a medida que las pruebas
tenian mayor grado de dificultad, las diferencias
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entre la latencia y el numero de errores de las ratas
alimentadas con maiz regular comparadas con las
fortificadas con soya crecian. En la segunda gene-
racion, los efectos de la mala nutricion en las prue-
ba de memoria se hicieron mas evidentes, debido
al déficit nutricio prenatal de las ratas alimenta-
das con las dietas sin fortificar.

Con las reservas de poder extrapolar los resul-
tados obtenidos en ratas sobre el enriquecimien-
to y fortificacion de tortillas al ser humano, pode-
mos concluir que:

La harina nixtamalizada enriquecida con
tiamina, riboflavina, niacina, acido félico, hierro
y zinc demostrd sus bondades ante la harina sin
enriquecer, ya que las ratas de la primera genera-
cion tuvieron mas mielina cerebral y mas ARN;
en la segunda generacion se repitieron los resulta-
dos y hubo inclusive mayores diferencias en las
concentraciones de ADN cerebral. La utilizacion
de maiz QPM para elaborar harinas nixtamalizadas
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Tabla II. Efectos en las pruebas de memoria de corto plazo, de largo plazo, memoria de trabajo y desempefio de aprendizaje.'

Primera generacion (edad promedio 158 dias)
Memoria a Memoria a Memoria de trabajo DeSEmpefno'de
corto plazo largo plazo aprendizaje
No. de
intentos
Dieta Latencia (s) No. de hasta Latencia (s) No. de Latencia (s) No. de
errores errores errores
respuesta €s
positiva
TMR* 15.1° 4.5° 4.9 16.2° 42" B
TRE’ 14.3° 43 5.3b 16.7° 5.7° 32.1¢ 18.4°
TSYE® 13.9° 3.9" 3.3 17.1# 6.8° 21.3 95"
TQPME’ 14.4° 37 300 16.4° 5.8° 26.4° 12.6°
TQPMSYE’| |36 3.6 3.9 16.8° 7.9 21.4° 11.4%
Control® 13.6" 2.1° 3.6 1722 57" 19.6" 123"
Segunda generacion (edad promedio 62 dias)
™ R3 _____3 _____.‘\ 3 3 3 _____3 I
TRE® 18.6° 43" 9.4 28.9¢ 8.6°
TSYE® 13.4° 3.6° 5.0 20.2° 5.1 34.4° 15.4°
3 : .
TQPME 13.8° 4.1° 6.2° 236 7.6™ 42.4° 16.7°
TQPMSYE’| 312 320 520 2118 6.1" 32.9 14.8"
Control® 12.7% 2.9° 4.0 18.9* 6.8 193¢ 8.4°

! Analisis de varianza. Los valores de cada columna con diferentes letra(s) difieren significativamente (p<0.05, prueba de

comparacion multiple de Duncan)
’n= 8.
n=9

y tortillas presenta grandes beneficios a la dieta,
debido a que las ratas de la primera y segunda
generacion tuvieron cerebros y cerebelos m4s gran-
des, con mas mielina, mayor % de sinapsis entre
neuronas, mas proteina y ARN, ocasionando
mayor tamaio de neuronas y mayor actividad
metabolica cerebral.

Asimismo, se encontraron, en la primera gene-
racion, diferencias significativas en la memoria de
largo plazo y desempefio de aprendizaje. En la se-
gunda generacién se observaron diferencias signi-
ficativas en la memoria de corto plazo, memoria
de largo plazo, memoria de trabajo y desempefo
de aprendizaje. Se pudo observar claramente como
se ampliaron los parametros diferenciales en la se-
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gunda generacién de ratas, por lo que se demues-
tran los beneficios que presenta el maiz QPM, si
se incorporara a la dieta del mexicano.

La fortificacion de la harina regular con 6% de
soya también incrementd considerablemente la
calidad de la dieta. Se encontré que las ratas con
la dieta fortificada en la primera generacion tuvie-
ron cerebros y cerebelos mas grandes, mas mielina,
mayor sinapsis entre neuronas, mas proteina, mas
ARN, ocasionando mayor tamafio de neuronas y
mayor actividad metabolica cerebral. En la segunda
generacion se obtuvieron los mismos resultados.

No se observaron diferencias significativas en-
tre la harina de maiz regular fortificada con 6% de
soya y la harina de maiz QPM fortificada con 3%

309 [l



EFECTOS DE LA FORTIFICACION DE TORTILLAS EN EL DESARROLLO CEREBRAL DE RATAS DE LABORATORIO

Fig. 1. Crecimiento de las ratas después de dos meses de ali-
mentacion. De izquierda a derecha: TMR (90.8 gr.), TRE (135.8
ar.), TQPME (152.8 gr.), TSYE (159.4 gr.) y TQPMSYE (161.4
gr.) y Control (178.5).

de soya. En vista de estos resultados, podemos
concluir que la fortificacion de las tortillas regula-
res 0 QPM a los niveles estudiados con soya se
obtienen resultados similares, con la ventaja eco-
nomica de que el maiz QPM no tiene costos ex-
tras en su siembra y manejo, comparado con el
maiz regular; y se puede disminuir a la mitad la
concentracion de la soya, que es generalmente mas
cara que la harina de maiz.

La utilizacion del maiz QPM, la fortificacion
con proteina de soya y el enriquecimiento de la
tortilla con vitaminas y minerales selectos acarrea-
ria a mediano y largo plazo beneficios nutrimen-
tales a la poblacién mexicana, especialmente a las
comunidades de mas bajos recursos que depen-
den de la tortilla como el sustento principal.

Resumen

El desarrollo cerebral y el desempeiio en laberintos
fueron estudiados en ratas durante dos
generaciones alimentadas con una dieta indigena
basada en tortilla. Se compard una dieta control
de caseina con dietas elaboradas con: masa fresca,
harina enriquecida, harina enriquecida y fortificada
con soya, harina de maiz de alta calidad proteica
(QPM) enriquecida y harina QPM enriquecida y
fortificada con soya. Las ratas alimentadas con la
dieta con tortillas fortificadas con soya tuvieron
mas peso de cerebro y cerebelo y mejor memoria
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de corto y largo plazo. La utilizacion de tortillas
enriquecidas con micronutrientes y fortificadas
con soya son recomendadas.

Palabras clave: Tortilla de maiz, Maiz de alta calidad
proteica, Desarrollo cerebral, Enriquecimiento y
fortificacion, Soya, Laberinto de Morris.

Abstract

The brain development and performance of rats
fed throughout two generations with an indigenous
maize tortilla-based diet was studied. The experi-
ment compared casein-control with 5 different
diets produced from: regular fresh masa; regular
enriched dry masa flour; dry masa flour fortified
with soybean meal and enriched; enriched qual-
ity protein maize (QPM) flour; and QPM flour
fortified with soybean meal and enriched. Rats
feed with soybean-maize tortillas have significantly
higher brain and cerebellum weights and better
short-term and long-term memory performance.
The utilization of tortillas enriched with micro-
nutrients and fortified with soybean is highly rec-
ommended to assure an adequate brain develop-
ment.

Keywords: Quality protein maize, Maize tortillas,
Brain development, Enrichment and fortification,
Soybean, Morris maze.
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