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RESUMEN

Se ha observado que los nifios desnutridos, durante la
recuperacidbn a base de una dieta Hpérprotéfnica "ad libitum'", de
sarrollan una serfe de sintomas y signos incluyendo los del sin-

. drome de hipertensién portal, agrupados con el nombre de "Sindro
me de recuperacidn nutricia'", Se ha propuesto que el sindrome -
de hipertensién portal se debe a una acumulacién excesiva de glu
cbgeno en el higado, Considerado esta hipbétesis como muy posible,
se esperarfia encontrar una actividad elevada de las enzimas gluco
genogenéticas (Fosfoglucomutasa) y una actividad disminuida de -

las enzimas glucogenoliticas (Glucosa-6-fosfatasayFosforilasa).

Debido a la dificultad que existe para reproducir en
la rata la desnutricién como se observa en el ser humano, se hi-
cieron estudios para determinar las condiciones experimentales -
en cuanto a tipo de dieta, periodo de desnutrici6n, periédo de

recuperacién etc. Las condiciones encontradas fueron:

a) Grupo experimental: ratas desnutridas durante 12
dias a base de una dieta de mafz con un aporte proteinico del -

5% y recuperadas durante tres dfas con Casefna al '12.5%.

b) Grupo testigo: ratas desnutridas durante 12 dfas

con dieta de maiz cuyo aporte proteinjco es del 5%.

c) Grupos testigos secundarios | y |l; ratas alimenta

das con Caseina al 12,5% durante 12 y 15 dfas,



Para la determinacidn enzimdtica fué necesario estu--
diarila cinética de las tres enzimas mencionadas anteriormente -

a fin de poder medir la actividad en condiciones 6ptimas.

En los resultados se observd una clara diferencia en
tre el grupo experimental y el grupo testigo; las ratas alimenta
das con Mafz produjeron resultados negativos de R.E.P., el grupo
rechperado obtuvo una R.E.P, positiva mayor que la obtenidé en
las racas no desnutridas. En lo que se refiere al peso del hi-
gado en relacién al peso corporal al momento del sacrificio, se
encontrd una franca hepatomegalia en el grupo recuperado, El -
contenido de glucégeno en el higado del grupo reciperado alcan-
z6 las mayores concentraciones en comparacién con los otros gru
pos. La actividad zspecifica de la Glucosa-6fosfatasa y de la
Fosforilasa fué menor en el grupo recuperado, siendo significa-
tiva diferencia con el grupo desnutrido. La aétividad especifi
ca de la Fosfoglucomutasa alcanz6é su mayor nivel en el grupo re
cuperado con diferencias significativas respecto al grupo desnu

trido.

Los’aatos anteriores permiten concluir que la recu-
peracién de ratas desnutridas se ve acompafiada de una tendencia
anabé6lica, de hepatomegalia, de acumulacién de glucégeno en el
higado, de una mayor actividad de la Fosfoglucomutasa y de una

menor actividad de la Fosforilasa y de la Glucosa-6-fosfatasa.



I'NTRODUCC I ON,



DESNUTRICION,

La desnutricidon se encuentra difundida en todas partes
del mundo, pero en general se encuentra en mayor proporcién en --
donde la pobreza es la regla y no la excepcién y en donde la igno
rancia y la supersticibn estdn en su apogeo, Un grupo de exper--
tos del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos elaboré
un presupuesto alimenticio mundial en 1966 (1) de donde concluye-
ron que Gnicamente 4D paises contaban con las provisiones alimen-
t icias adecuadas. Estos paises se encuentran @n las zonas templa
das e incluyen: América del Norte, la U.R.S5.S., Oceania, las regio
nes meridionales de Sudamérica, Sud&frica .y el Japén. En cambio
Setenta naciones fueron clasificadas como paises de déficit ali--
menticio; entre ellos se encuentran, algunos de América Latina, -
Africa, Asia Occidental, Asia Comunista y el Lejano Oriente. Se
ha calculado que en estas regiones en déficit alimenticio viven -

alrz2dedor de dos terceras partes de la peblacién total del mundo.

En México la mala nutricibn representa uno de los pro
blemas sociales mds importantes, iocalizéndose de una manera més
marcada en el medio rural, principalmente en las zonas Sur y Sur
este del pais (2) en donde se consume una dieta mondtona y pobre
en calidad, escasa en proteinas y deficiente en varias vitaminas
(3). Esta alimentacibn repercute mas defavorablemente en los ni
fos; cuyas demandas de alimentos de buena calidad estén propor
cionalmente elevadas, y por consecuencia presentan problemas se-
rios en su crecimiento, maduracién y desarrollo psicobiolégico,
adem8s de que con frecuencia se enferman gravemente y mueren, ya
sea por la desnutricién misma, o por varias enfermedades infec--
ciosas relacionadas <on la desnutricidén, como las digestivas vy

las respiratorias,



En términos generales se denomina individuo mal nutri-
do a aquel que no ingiere las cantidades suficientes y en las pro

porciones adecuadas de los nutrimentos (1).

Ramos Galvan y colaboradores (4) definieron a la des--
nutricién como un "estado patolégico, sistematico e inespecifico,
reversible dentro de ciertos limites y que resulta de un deficien
te aporte celular de los nutrimentos que le son indispensables., -
La desnutricib6n es un fenbmeno diné&mico y evolutivo cuyo cuadro -
clinico tiene manifestacidnes muy variadas dependiendo del momen-

to ecolégico y particular del caso".

CAUSAS DE LA DESNUTRICION.

Las rafces de la desnutricidén son muy complejas encon-
tréandose fuertemente influenciadas por factores sociales, econ6mi
cos y polfticos. Las causas de la desnutricidén estdn muy relacio
nadas entre si y son interdependientes. Bourges (5) clasifica a
los factores que determinan la desnutricidén de la siguiente mane-
ra:

a) Factores relativos al agente.- El agente se refiere
a la ausencia 6 deficiencia, absoluta o relativa, de nutrimentos-
y es determinado por la calidad nutricia de los alimentos, las --

formas de baja disponibilidad y los desequilibrios.

b) Factores relativos al huésped.- Son aquellos que -
tienen su origen en el individuo mismo y estédn determinados por:

edad, sexo, actividad y estados patolbgicos.



c) Factores relativos al ambiente.- Son aquellios que -
se relacionan con el medio ambiente que rodea al individuo, pudién
dose dividir en:

1.- Disponibilidad de alimentos, que depende de los -=
factores geograficos, sociales, econbmicos, culturales y biol6--
gicos; del almacenamiento y conservacibn‘de los alimentos, del --
transporte e industrializaci6n asi como de la exportacién e impor
tacién.

2.- Consumo de alimentos, el cual es fuertemente in==-

fluenciado por el poder adquisitivo y los hébitos alimentarios.

DESNUTRICION EN MEXICO.

Aplicando la clasificacién anterior a la situacibn ny

tricia en México se encuentra lo siguiente:

Con respecto al agente, en México se pueden distinguir

tres grandes tipos de dietas (6).

a) Dieta indigena, que predomina en las zonas habita-
das por poblaciones autéctonas y en la mayoria de las zonas rura
les del pais., Se caracteriza por un consumo predominante del -~
mafz al que se agrega escasamente frijol y otros alimentos y so-
lo ocasionalmente algunos alimentos de origen animal., En gene--
ral es una alimentacién hipocal6rica y sobre todo hipoprotéica -

con grandes deficiencias especificas.

b) Dieta Meztiza, propia de las comunidades semirura-
les en las que ademds de tortilla y frijoles, se incluyen en su

alimentaci6n: trigo, arroz, carne, leche y sus derivados. El es



tado de nutricién es mejor que en el grupo anterior; aunque se pre

sentan deficizncias, su frecuencia y gravedad es menor,.

c) Dieta Occidental, prevalece en las zonas urbanas del -
pafs, se caracteriza por un consumo mayor de alimentos de origen
animal y una mayor diversificacién; en general es una dieta rica

y variada.

Tradicionalmente el mafz sigue siendo el alimento princi-
pal de la mayorfa de los habitantes del area rural. EI mafz tie-
ne una concentracién protéica de s6lo 8.9% con predominio de la
zefna que es una proteina de baja calidad nutritiva (7). Esta -
protefna podria satisfacer las necesidades nutritivas de un adul
to sano, si lo consumiera en cantidades importantes y sobretodo
si se complementa con otros alimentos, pero resulta siempre defi-
ciente para los nifios en crecmiento, las mujeres embarazadas y en
perfodo de lactancia y para los enfermos. Todo esto da como re-
sultado que m&s del 50% de la poblacién mexicana sufra de una ali
mentacién hipocalérica, hipoprotéica y pobre en hierro, vitamina
Ay Rivbflavina, 4cido ascébrbico, y eventualmente otros nutrimen-

tos (8).

Con respecto al huésped predominan las siguientes caracte
risticas:

-Embarazos frecuentes,.- Las necesidades nutritivas de la
madre embarazada aumentan pues tiene que formar un nuevo indivi-
duo que crece a gran velocidad; posteriormente viene la lactancia,

en donde las necesidades de la madre aumentan ain mds pues tiene

que producir de 800 a 1000 ml de leche en un contenido de 1.1 a



1.2% de proteinas, 3 a 4 % de grasa y 7% de carbohidratos ade-

mis de vitaminas y minerales. Bajo estas circunstancias la ma-

dre que no recibe.una dieta adecuada, se desnutre cada vez mis des
pués de cada embarazo, lo cual va no éélo en detrimento suyo, si
no también del producto de los siguientes embarazos. EIl resulta-
do es que aproximadamente el 40% de los nifios del medio rural na-
cen pesando menos de 2,5 kg debido a desnutricién de la madre (43);
ademds de que la madre tiene bajos volimenes de produccién de le-
che, al inicio de la lactancia producen 433 + ml alcanzando un

méximo de 650 + 113 ml (9).

-Una mayorfa de poblacién jéven. Las necesidades nutriti
vas estdn de acuerdo a la etapa de desarrollo en que se encuentra
el individuo. En la etapa preescolar las necesidades son ain re
lativamente altas y hay una elevada frecuencia de enfermedades in
fecciosas, durante este peridodo el criterio y los gustos del ni-
fio no son tomados en cuenta y es forzado a consumir una dieta po-

bre, debido a temores infundidos por parte de la madre.

Finalmente en lo que respecta al ambiente se puede mencio
nar; a) que la disponibilidad de alimentos en México tiene las si

guientes caracteristicas:

-Los medios de produccién como son las obras hidréulicas,
mecanizacidn, insecticidas y fertilizantes, asf como el crédito
y los recursos tecnolégicos y de infraestructura han logrado gran
des avances en la produccidén de alimentos, a pesar de que son uti

lizados desigulamente en el pais, siendo en el norte en donde se

utilizan en forma mds adecuada. Por otro lado, existen en México
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centros de investigacién agropecuria como el CIMMIT, en donde se
han desarrollado variaciones genéticas de mayor resistencia y ca

lidad y que se adaptan mejor a nuestro clima.

-En la década 1960-1970 ta produccién de alimentos aumen
té alrededor de 7-8% anual (10) que es superibr al incremento
de la poblacibén, sin embargo la produccibén de alimentos est4 con
dicionada al mercado nacional e internacional y solo secundaria-
mente a los requisitos nutritfvos de la poblacién, existiendo de
ficiencias en la disponibilidad de alimentos que son consumidos

por los grupos mayoritarios del pais.

b) E1 consumo de los alimentos varia de acuerdo a las -
distintas zonas geogréficas en que habita el mexicano, pudiéndose

observar lo siguiente:

-El D.F. dispone por habitante de siete veces mds carne de
aves, mas de tres veces de huevos, pescado y mariscos, y mas del

doble de leche y carne que el resto del pais (11).

-M&s del 75% de la poblacidén mexicana carece de los recur
sos econdémicos necesarios (menos de '1,500.00 pesos de ingreso fa-
miliar mensual) y en ocasiones de los patrones culturales necesa-
rios para adquirir y consumir los alimentos de una dieta correcta,
existiendo tables y prejuicios que limitan el consumo de alimentos
de alto valor hiolbgico, ademds de preferencias que se dan a cier-
tos miembros de la familia descuidando a los escolargs y a los pre

escolares (12).
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ETAPAS DE LA DESNUTRIC!ON

El factor directamente responsable de la desnutricién es
el balance negativo de uno o més nutrimentos, provocando en el or
ganismo una adaptacién que se traduce en una enorme variedad de
cuadros clinicos, dependiendo del 6rganoc o tejido que se vea més

afectado seglin las deficiencias y necesidades del individuo,

Analizando a la desnutricién como un proceso continuo y
progresivo, vemos que el individuo pasa a través de una serie de

etapas que pueden dividirse de la siguiente manera (5):

1.- Etapa de buena nutricibn.- Es la etapa previa a la
desnutricién en la que se encuentra perfectamente establecido un
equilibrio dentro del organismo entre la ingestidn, las necesida

des y sus reservas nutritivas.

2.- Etapa de deplecibébn de nutrimentos.- Se caracteriza
por una disminuci6n de las reservas nutricias, y de ia resisten-

cia al stress, acompafada de algunos cambios bioquimicos.

3.- Etapa de mala nutricibén.- El metabolismo se vuelve
anormal originando alteraciones funcionales y posteriormente ana
témicas, que constituyen una lucha del organismo para adaptarse a

condiciones nutricias cada vez més precarias.

La etapa de mala nutricibén, puede dividirse a su vez en
varias subetapas que constituyen los procesos patogénicos de la

desnutricibn?
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a) Homeostasis inmediata.- Implica una desarmonia en re-
laci6ébn a los patrones considerados como normales; se caracteriza
por pérdida de peso, fenbmeno de dilucibn, y atrofia de las masas

musculares,

b) Homeostasis mediata.- Es interpretada como una tenden-
cia a mantener la armonia bioquimica, funcional y anatémica previa
mente alcanzada la cual es acompafiada por: detencién del crecimien

to, de la talla, del desarrollo 6seo, y del desarrollo neuromotor.

c) Homeostasis tardfa.- Es acompafada de los siguientes
fenbmenos:- piel ati6fica, caida del cabello, "Facies de Cushing",
metabolismo basal bajo, temperatura corporal disminuida, anemia
normocitica y normocroﬁica, gamaglobulina elevada y tal vez algu

nos aspectos neur6ticos de la conducta.

d) Homeorresis.- Cuando los factores que determinan la
desnutricién, contindanactuando en forma moderada, de modo que -
la homeostasis tardiano se ve alterada por una sdbita agresion
que agudice el cuadro, se presenta un equilibrio nuevo y final,
u Homeorresis, en el que el peso va de acuerdo al nivel somati-
co, mientras mids pronto se alcance la homeorresis, menor serd el

dafio final en el crecimiento.



CUADRO CLINICO DE LA DESNUTRICION

Dentro de la patologfa de la desnutricién se pueden dis-

tinguir tres tipos de signos clinicos:

| - Signos Universales
Il - Signos Circunstanciales

Il - Signos Agregados

|.- Signos Universales estdn siempre presentes indepen-

dientemente del tipo y grado de desnutricién. Ellos son: a) Di-

lucién, b) modificaciones funcionales y c) Atrofia.

a) Dilucibn.- La relacidén sélidos/agua corporal total,

es menor que la que corresponde a la edad del desnutrido; si la
grasa subcutdnea no desaparece durante las primeras etapas de ia
desnutricién se desarrollard edema (7). Se presentan cambios en
el metabolismo del agua y los electrolitos que se caracteriza por:
aumento en el espacio intra y extra celulayr, la concentracion y
distribucién de los electrolitos en plasma se encuentra alterada,
habiendo dilucién de la hemoglobina, albimina, sodio, clore, pota
sio, magnesio y zinc; acidosis grave, presencia de poliuria, y dis
minucién de la osmolaridad. Intracelularmente hay una depiecién
en potasio, magnesio y fosfatos, mientras que el sodio y el clo-
ro aumentan, Las proteinas de la sangre sufren cambios muy nota
bles tendiendo a disminuir a expecnsas de la albdmina la cual en
casos graves llega hasta un 50% de lo normal; las gamaglobulinas

por el contrario aumentan, Las proteinas del liquido cefalorra-

quideo disminuyen lo mismo que la hemoglobina.
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b) Modificaciones funcionales.- Son un reflejo de los
cambios bioquimicos que ocurren en el desnutrido, pudiéndose

mencionar las siguientes modificaciones:

-Diarrea con grado y duracién variable, acelerado trén-
sito intestinal que agrava la desnutricibén e incrementa la dia-
rrea, Las enzimas digestivas decrecen en el lumen intestinal,
disminuye la absorcién de grasa produciendo esteatorrea y la -

diarrea se vuelve permanente y grave,

-Hay una pequefia reduccién en el metabolismo de protei-
nas (13); la sintesis de proteinas no hepdticas principalmente
en la piel y en misculo disminuye, mientras que las proteinas he-
pdticas se mantienen a expensas de una reutilizacibén incrementa-
da de aminodcidos liberados por el catabolismo de protefnas tisu
lares,

-Se presenia hipoglicemia durante el ayuno e intolerancia
a las cargas de glucosa; en éstos casos se ha observado un decre-
mento de la actividad de insulina en plasma (18). Hay evidencias
de que la liberacién de insulina por el péncreas estd disminuida
durante la desnutrici6on, debido a cambios estructurales tempora-
les en las células del pancreas; su recuperacidén ocurre meses O

afnos después del periodo de desnutricién (18,19).

-La absorcién de grasadisminuye debido probablemente a
trastornos en la sintesis de lipoproteinas, que es la forma en que

los lipidos se transportan en la sangre.
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-Dentro del hfigado hay una serie de trastornos importantes,
Los hepatocitos muestran una reduccién en el reticulo endopl&smico
liso y rugos (14) disminuyen los polisomas y por lo tanto la sinte-
sis de proteinas (15). Existe una seleccidén en la sintesis de pro-
tefnas enzimdticas, las que se asocian al proceso anabdlico aumentan
mientras que las del proceso catabélico disminuyen (16). Esto ex-
plica la acumulacidén por parte del higado de substancias de reser-
va tales como lipidos (17) y glucégeno (18). EI higado con frecuen
cia no trabaja bién y disminuye su tamafio (7) sin embargo se han

informado casos en los que el higado suele aumentar de tamafio (28).

-También se presentan trastornos en el metabolismo de vita-
minas como el &cido félico, la tiamina y la cianocobalamina no se
absorben adecuadamente, La absorcién y el transporte de hierro vy

cobre también se ven afectados.

-Existen ademds trastornos hormonales que juegan un papel
muy importanete en la adaptacién del desnutrido como son: hiper-
trofia adrenal con una consecuente disminucidén de corticosteroides,
lo cual puede estimular el almacenamiento de glucbégeno (20), Ila
hip6fesis y el timo también sufren dafios durante la desnutricidn
(k).

c) Atrofia.- Se presenta en forma generalizada en los dis-
tintos 6rganos y tejidos, variando la intensidad segin sea el meta

bolismo protéico-energético de cada uno de ellos,



T

Il.- Signos Circunstanciales. No siempre se presentan y

van en funcidbn de las peculiéridades de cada caso, del sexo, de la
edad, del estado previo de nutrici6én, de la dieta, del saneamiento
ambiental y del clima donde vive el desnutrido. Para fines de es-
te trabajo no se describen detalladamente estos signos; si se de-
sea conocer mds al respecto se puede consultar la refencia #4 y 5
de la bibliografia.

I1l1.- Signos agregados. No se deben a la desnutricién mis-

ma sinu al padecimiento de diversa findole que, aunados a la desnu
tricién agravan el cuadro ocasionando confusiones. Estos pueden
ser: infecciones, desequilibrio hidroelectrolitico agudo, signos

debidos al ambiente social y cultural del desnutrido etc.
CONSECUENCIAS DE LA DESNUTRIC!ON.

Hay ciertos periodos en la vida en que el alimento se re-
quiere en mayor proporcién como son: el periodo perinatal, el que
va de los 3 a los 18 meses, el de la adolescencia, y durante el -
embarazo y la lactancia. Si durante uno o varios de ellos, el in
dividuo no recibe lo necesario, seguramente se originard en &1 un
subdesarrollo fisico, intelectual, social y emocional, por accién
directa en contra del organismo y por dificultar la interaccién -
humana. E!1 potencial genético de cada individuo puede ser lesio-
nado por la mala nutricién y sus capacidades se desarrollan en for

ma muy |imitada.

lLas consecuencias de la desnutricién son muy complejas
(dependen de la edad, del sexo, de la duracién y gravedad de la des
nutricién, tipo de alimentaci6n, etc.) pudiéndose mencionar princi-

palmenie las siguientes:
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l.- Indices elevados de mortalidad.- La desnutricién prees
colar es basicamente la responsable de la muerte de millones de ni
fos. De cada dos millones de nifios que aproximadamente nacen en

México al afio 350,000 mueren &ntes de cumplir los cuatro afos (21)

Si'se compara el indice de mortalidad de 1 a 4 anos,en
México es de 12.7 y en EUA.de 1/1000 (22). AGn dentro de la Replbli
ca se presentan grandes diferencias,en el D.F. hay ‘una mortal idad
de 6.4/1000 mientras que en la zona rural, sobretodo las que tienen
mayores problemas como en el estado de Qaxaca, el indice es de

32,0/1000 preescolares (3).

2,- La morbilidad aumenta.- La mala nutricibn agrava las
enfermedades debido a la menor resitencia a los agentes patbgenos;
las enfermedades que en condicones normales pasan inadvertidas, en

los desnutridos asumen formas francamente graves.

Los individuos afectados por una desnutricién crénica son
especialmente vulnerables a las enfermedades infecciosas,provocaﬂA
do un aumento en la - morbilidad y en la mortalidad, En un estudio
efectuado en Monterrey se encontraron los siguientes indices de mor

taljdad por deficiencias como causa b&dsica asociada (23):

Nifios menores de un afio 1003/100 000
Nifios de un afo 247/100 000
Nifios de 2 a 4 afos 178/100 000

3.- Deterioro fisico y mental.- Los signos m&s notorios
de la desnutricién en el nifio son, detencién del crecimiento y dis
minucién en el peso. Por medio de estudios somatométricos y radio-

l6gicos, se ha comprobado que la detencién del crecimiento afecta
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el 25% de los nifios del campo y el 6% de los de la ciudad ( 21),

La desnutricién durante las primeras etapas del crecimien
to retarda el desarrollo y funcionamiento de cerebro, se producen
cambios en el ndmero de células del cerebro, en la configuracion
de las células y de los lipidos mielinicos, pudiéndose ocasionar

dafios irreparables (22).

El retraso del desarrollo mental no solo limita a los com-
ponentes motores de la conducta; también la cazpacidad para resolver
problemas, el lenguaje, el desarrollo sociopersonal, la inteligen-
cia en general, la integraci6n intersensorial y la competezncia visual
perceptual estdn por debajo del nivel obtenido por testigos semejan
tes (22)

L.- Repercusiones en el desarrollo cultural sccial y econé-
mico.- Las sociedades contituidas por individuos mal nuiridos, su
fren como consecuencia de un subdesarrollo social, cultural y €co-
némico,

La desnutricién impide el progreso de las comunidades en de
sarrrollo; debilitando la capacidad productiva de los adultos, que
han logrado sobrevivir de los dafos irreparables causados por la -
desnutric i6n durante las etapas de formaci6bn. Los sobrevivientes
son adultos que carecen de vigor e iniciativa indispensables para

el progreso.
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RECUPERACION DE LA DESNUTRICION

El correcto tratamiento de la desnutricién debe estar bién
fundamentado en el diagnéstico etiopatogénico adecuado, consideran
do las variantes debidas a la intensidad del padecimiento y a las
condiciones agregadas.

En forma general la secuencia del tratamiento es la siguien

te (5):

l.- Tratamiento de los trastornos producidos por el dese-
quilibrio hidroelectrolitico, comunes en desnutridos
infectados.

2.- Tratamiento de las infecciones,

3.- Proporcionar al enfermo una dieta suficiente, completa
y equilibrada.

La primera’respuesta del orgariismo es un balance positivo

de los nutrimentos, posteriormente el individuo va recorriendo en

forma inversa las etapas que sufri6 al desnutrirse.

En estudios realizados en México durante la etapa de recu
peracidn en nifios que reciben una dieta "ad libitum", se ha encon-
trado un cuadro al cual se le ha dado el nombre de “Sindrome de -
Recuperacidén Nutricia', que no corresponde al estado de buena salud
ni al de desnutrici6n por lo que se le considera una entidad apar-
te,

SINDROME DE RECUFERACION NUTRICIA.

Este sindrome fué descrito por primera vez en 1948 por
Ramos Galvén (26) quien informé que los nifios con cuadros graves de

desnutricidn internados en el Hospital Infantil desarrollaban hepato

megalia mds o menos intensa después de 10 dias de tratamiento.
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En 1949 (5) se describi6 este sindrome de recuperacién
nutricia como '"un conjunto de manifestaciones que ocurren durante
la recuperacién de los nifios con desnutricién crénica, si se les ob
serva durante suficiente tiempo y si la dieta que reciben es 'ad
libitum"., Posteriormente en 1951 se present6 un informe de Gomez
et al. hecho en el Hospital Infantil (25) del estudio de un grupo
de 106 nifios con un~promedio de 35 + 17 meses de edad y con un -
peso promedio del 54% del correspondiente a su edad. Estos nifios
presentan durante su tratamiento las peculiaridades clinicas y de
laboratorio que constituyen el sindrome de recuperacién nutricia;
ias manifestaciones clinicas encontradas es este grupo segin el -

orden cronolégico de aparicidén son las siguientes:

1.- Pérdida transitoria del peso, por pérdida de agua; se
guida de un aumento progresivo e ininterrumpido. A los 30 dias se
encuentra un peso equivalente al 112.69% del inicial y a los 50

dias representaba el 122.75%,

2.- El edema desaparece a los 18+9 dias en el 90% de los
casos,

3.- A los 20+11 dias presencia de hepatomegalia mds o menos
perceptible y progresivamente mayor. £1 higado es de
consistencia normal, de borde.cortante no deformado ni
doloroso.

L.,- A'los 35 + 12 dias se observa:

a) Hepatomegalia méds considerable en el 100% de los casaos.

b) Abdomen marcadamente globoso; de paredes blandas v no

timp&nico.

c) Red venosa colateral medianamente intensa.

d) En el 78% de los nifios menores de tres afios y en 93%
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de los mayores se presenta ascitis a los 31 + 14 dfas.

5.- En el 70% de los casos hay hipertricosis iniciada a los
62 + 20 dfas que en orden de frecuencia e intensidad invade la cin-

tura escapular, frente, mejillas, dorso y maslo.

6.- En el 7.25% se observa Telangiectasis en las mejillas.
7.- Todas estas manifestaciones se observaron en forma para
lela @ la recuperaci6n de los nifos, hasta ir decreciendo en impor-

tancia y desaparecer a los 89 + 17 dias,

Este sindrome se observa tanto en nifios marasmdticos, como
en nifios con Kwashiorkor, aunque su intensidad es menor en los ni-

fios con Kwashiorkor,

Durante la recuperacién hay una ruptura del equilibrio pre-
vio alcanzado en la desnutricién, que trae como consecuencia inme-
diata un aumento en la velocidad de crecimiento no solamente del cuer
po en general, sino también un crecimiento preponderante de algunos
&rganos y tejidos ocasionando una desarmonia temporal en el creci-
miento, La situacién metabdlica cambia totalmente, el organismo -
adaptado @ una ingesta baja de alimentos tiene ahora que metaboli-
zar los nutrimentos que le llegan en cantidades no acostumbradas,

dando como resultado un nuevo cuadro metabdlico.

El lfquido extracelular aumenta, modificédndose el hematocri
to. Hay acentuacidén de la hipergamaglabulinemia y turbidez en la
prueba de timol (25).

A medida que avanza la recuperacibén el comportamiento del or

ganismo también va cambiando. La esteatosis presente en el desnutri

do va desapareciendo a medida que avanza la recuperacién (4), en re-
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laciéon inversa a la hepatomegalia; hay una elevacién méds répida de
las alfa globulinas que de la albdmina hasta llegar a un nivel en
que las alfa globulinas bajan a niveles subnormales y la albamina
continta subiendo; este descenso coincide con la presencia de as-
citis y médxima hepatomegalia. Las proteinas hepdticas presentan un
patréon de 'deplecién protéica' a medida que avanza el sindrome has
ta alcanzar un méximo que coincide con el méximo de hepatomegalia;

posteriormente las proteinas vuelven a la normalidad.

Uno de los aspectos mas importantes del sindrome de recupe-
racién es la hipertensién porta-intra-hepdtica acompaiada de la he-
patomegalia, la cual se presenta en forma intensa y progresiva guar
dando relacién inversa a la esteatosis hepdtica (25). EI primer --
juicio de esta situacién llevaapensar que el higado es el érgano
que se ve mas afectado durante esta nueva etapa de adaptacidn, pues
es allf en donde toman sendero todos los nutrimentos que llegan al
organismo y en donde se almacena el glucégeno que en un momento da-
do mantendra la glicemia. Es también en el higado en donde a expen
sas de proteinas se formard glucosa (gluconeogénesis) y en donde son
sintetizados y posteriormente liberados distintas proteinas plasma-
ticas, algunas de ellas enzimas que son muy importantes para el me-

tabolismo de todas las células del organismo.

HEPATOMEGALIA.

E]l fenémeno de la hepatomegalia en la desnutricidn se presen
ta con distinta frecuencia en los diferentes pafses (28) pero en Mé
xico solamente un 10% de los casos presentan este signo, el resto lo

presentan de una manera m&s clara durante la recuperacidén (5).
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Las causas del crecimiento del higado pueden ser un conjun-
to de factores como son: aumento en la cantidad de agua del higado
o acumulacién de sustancias de reserva tales como grasa o glucbégeno.
Esta acumulacién puede ser debida a una sintesis elevada propiciada
por un aumento de glucosa en higado debido a:

-sintesis elevada de glucosa via gluconeogénesis,

~que la glucosa que entra al higado, no salga de él y se acu

mule en forma de sustancias de reserva.

Varios autores han estudiado este fenémeno y ha dado como
explicacibn una acumulacibn exagerada de glucégeno (4,5,24). Las
causas noestdn totalmente esclarecidas; se ha hablado mucho de dis
turbios hormonales, de fallas en la actividad de las enzimas que
sintetizan y degradan el glucb6geno y de hecho se han llevado a ca-
bo una serie de trabajos con animales de laboratorio para explicar
los cambios metabdlicos presentes en un organismo desnutrido duran
te la etapa de recuperacibén nutricia, sin llegar a una conclusién
definitiva.

Para poder explicar el fenbmeno de la hepatomegalia es ne-
cesario tener una idea clara de que es lo que sucede metabdlicamente
en el higado de un individuo normal, ver cuales son los sitios cla-
ve del control metab6lico; situar dentro de esta imdgen todos los
hallazgos clinicos y de laboratorio que de algin modo expliquen es
te fendmneno y en base a esto elaborar una hipbétesis que posterior-
mente serd probada en el laboratorio. En el cuadro | se presenta
en forma resumida la informacibén que se encontré acerca de los re-
sultados de experimentos que de una forma u otra pudieran relacio-

narse con el cuadro de recuperacion.



RESUMEN DE LOS

EXPERIMENTOS

INFORMADOS EN LA LITERATURA QUE TIENEN RELACION
) CON ESTE TRABAJO Y SUS RESULTADOS,

Conc.de Peso Conc. de C d
Ref. | Regimen alimenticio | Especie y # Edad y | Gluebgeno del Proteinng :stgx‘g :gaal(?%u&){sg: 4 —1‘0:‘5ie ‘Fosfogluco—
de animales peso hepético higado hepéticas fatasa mutasa
44 | Dieta balanceada 4 ratas - 200 g | 5.6g/100g | 7.6g 0.63g/100g 100% 100% 1004
& higado P, carps
100% maltosa~dextri 16 ratas 181 g |8.0g/100g | 548g 04412/100g 4% 66% 70%
na durante 6 dfas. ’
Ayuno 10 dfas y rea-| 8 ratas 161 2,9mg/g | Se observa una lipoginesis subnormal en higado corazén y rifio-
51| limentacién 4 dfas. 2 ratas 9 g 6.8mg/§; nes de las ratas en ayuno. En la realimentacidn esta lipogane-
sis es mucho mayar.
20 Dieta defici~nte en | & ratas 500 g Se incre | las ratas desarrollan caracter{sticas patolégicss, cambios en
leucina & metionina menta el higndo y otros tejidos, el glucdgeno hepitico se incrementa.
. Se incre- 3
52 Ayuno 9-12 dfee v ratas Adultas | menta en El peso del h{gado se incrementd aj doble y declinég a lo normel
realimentacidn, realims - | a las 96 horas de realimentacidn.
tac.al5 0%
en 2/ h.
Se midid la netividad de Arginosuccinato liasa en higado, y las
53 Cagefna al 6% por | 12 ratas jovenes enzimas activadoras de aminoicidos en higado y en misculo .
4~7 semanas. Reali- Ins enzimas activadoras de aminodsidos se incrementan marcadamen—
tac. con dieta stock| de 3~13 te an higado después de la deplecidn, pasados 4=6 dfas de resli-
pors 3,6,8 y 12 d{as| ratas mentacidn volvieron & niveles normales. En miisculo no hubo ests
disminucidn, Ia arginosuccinato liasa tuvo la mitad de actividad
de las ratas control y se elevd otra vez lentamente en la recu-

peracidn. las ratas mrcho no obssrvaron sgtos patronese
—~l e
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El higado es el d6rgano que por su tamafo, y por el nimero,
variedad y complejidad de sus funciones ocupa el primer lugar. Los
hepatocitos, que son las células que constituyen el tejido hepdtico,
llevan a cabo transformaciones quimicas por medio de las cuales los
productos de la digestidén se transforman en las substancias consti-

tuyentes del organismo (30).

En el hepatocito existe todo un conjunto de vias metabdlicas
bién descritas:

- Via glucolitica, que degrada el glucégeno y la glucosa hasta
dcido pirdvico y léactico.

- La glucogénesis, o sintesis de glucbgeno hepédtico.

- La gluconeogénesis, que convierte en glucosa a substancias
que originalmente no son carbohidratos (aminodcidos provenientes de
las protefinas).

- Lipogénesis; es la sintesis de grasa a partir de acetil Co A.

- Lipblisis; degradacidén de grasas para la obtencién de la
energfia.
- Ciclo colateral de las pentosas.

- Ciclo de los &cidos tricarboxilicos; es el sitio en donde
concurren diferentes metabolitos (provenientes de proteinas, hidratos
de carbono, lipidos y &cidos nucléicos) para ser oxidados hasta Co,,
H,0 y energfa liberada en forma de ATP que es la moneda del metabolis
mo energético de las células,

-Sintesis y degradacién de protefinas y &cidos nucléicos.

El conjunto de todas estas vias constituye lo que entendemos
por metabolismo intermedio, Para fines de éste trabajo se revisard

unicamente el metabolismo de lipidos y carbohidratos.
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METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS.

Después de la absorcibén intestinal los carbohidratos pasan
por la vena porta hacia el higado, atraviesan los capilares y llegan
al liquido intéstinal, de donde son luego tomados por las células pa
ra ser distribuidos hiacia distintas vias seglin las necesidades del or
ganismo (31). FEn los mamiferos la glucosa es ascequible para el meta
bolismo unicamernte después de su activacibédn por fosforilacién en la
presencia de glucocinasa y ATP, siendo el producto de la reaccién la

glucosa-6-fosfato mas ADP.

En el higado las principales rutas metabbélicas son: glucogé-
nesis, glucogenolisis, gluconeogénesis y liberacidén de la glucosa; la
oxidacién directa y la glicélisis estdn en un segundo plano (32). EI

esquema ilustrativo es el siguiente,

Glucégeno
41 |2
Glucosa-i-fosfato
3
Glucosas 2 _;;%Glucosa*6-fosfa§g]#———3————Fruc osa-6-fosfato
5 Wi
ia 8
GlucoXo-§-lactona Fruclosa-1,6-difosfato

1
1
Ac. ﬁirﬁvico
9

Ac.Lactico

Enzimas que sintetizan el glucégenofUDPG-glucdgeno-transglucosidasa

Transglucosidasa ramificadora
UDPG-pirofosforilasa

Fosforilasa

Fosfoglucomutasa

£ w N
'

Glucosa-6-fosfatasa
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.- Glucocinasa hepética
6.- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
7.- Fosfohexosa isomerasa
8.- Fosfofructocinasa

.- Deshidrogenasa l&actica.

1.- En el paso nGmero uno se obtiene la formacién de glucége
no a partir de glucosa-1-fosfato. Las enzimas que intervienen en es
te paso necesitan un iniciador y la reaccidén es activada por la presen
cia de glucosa-6-fosfato (33), la termodindmica de la reaccién es muy
favorable para la formacién de glucégeno, se transforma el 99%. La

secuencia de la reaccidn es la siguiente:

Glucosa-1-fosfato + UTP
UDPG pirofosforilasa

UDPG-glucosa + PPi
UDPG =-glucbégeno transglucosidasa

Glucosil (1,4) + UDP
n+l Amilo (1,4 --- 1,6) transglucosidasa

ramificadora
Glucosil (1,4) + glucosil (1,6)
n

La UDPG-glucdgeno transglucosidasa existe en dos formas (35):
(a) activa in vivo.
(b)) inactiva in vivo.
La conversibén de la forma activa en la forma inactiva es lle-
vada a cabo por la fosforilasa-b-cinasa que a su vez es regulada por
el AMP ciclico, de manera que el AMP ciclico puede malograr la sinte-

sis de glucégeno.
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2.- El paso nGmero dos es el primero en el proceso de degra
dacién del glucébgeno.
Amilo-1,6-glucosidasa
// Fosforilasa (a)4¢ Glucosa-1-fosfato +

y e e Glucosil (1,4)
in vitro

Glucosil (I,h)n + PPi

La fosforilasa también estd presente en dos formas (34):

Fosforilasa a cinasa
Fosforilasa b + ATP , Fosforilasa a + ADP
( forma inactiva ) " ( Forma activa )

La fosforilasa acinasa necesita estar fosforilada para ser
activa.

Cinasa protéica
Fosforilasa b cinasa + ATP , Fosforilasa acinasa + ADP

La cinasa protéica es activada por el adenosin monofosfato

ciclico el cual es regulado a nivel hormonal

ATP (Ciclasa adenflica | c AMP + PPi

cAMP Fosfodieterasa = AMP

La accidén de las hormonas sobre la ciclasa adenilica pueden
ser dividad a grosomodo en tres categorias (34):

a) Las mds numerosas son aquellas que estimulan la produccibn
de AMP cilcico dentro de sus tejidos ej: catecolaminas, glucagon, hor
mona estimulante de tiroides, hormona adrenocorticotrépica y vasopre-

sina.
b) Un segundo tipo del cual la insulina es un ejemplo, dismi-

nuye la concentracidén del AMP ciclico,

n-1
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c) Por Gltimo aquellas hormonas que no parecen tener accién
directa o inmediata sobre el AMP ciclico, pero influyen sobre la sen
sibilidad de las hormonas del primer grupo ej: tiroxina y hormona de

crecimiento,

La presencia del AMP ciclico favorece las reacciones catab6-
licas. La actividad glucogenolitica de los tejidos del higado, pare
ce ser directamente proporcional a su contenido de su fosforilasa fos

forilada,

3.- La Fosfoglucomutasa ctaliza la siguiente reaccién:

T
Glucosa-1-fosfato Mg , Glucosa-6-fosfato

Equilibrio de la reaccién
1 : 19

y requiere como cofactor a la glucosa-1,6-difosfato,

Durante el proceso de sintesis de glucégeno cuando hay una
acumulacién de Glucosa-6-fosfato dentro de la célula, se forza a la
formacién de glucosa-l-fosfato contra el equilibrio desfavorable de

la reacciébn (53).

Se piensa que no es un'sitio de regulacién fisiolbgica (35)
pero algunos investigadores que han estudiado la actividad de esta
enzima en enfermedades de acumulacién de glucégeno (36), han visto que
se encuentra altamente incrementada. La actividad glucogenética au-
mentada se refleja en una elevacid6n marcada del nivel de fosfogluco-

mutasa.
4.- La glucosa-6-fosfatasa representa el paso comin final de

la glucogenolisis y gluconeogénesis (37)
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Glucosa-6-fosfatasa

Glucosa-6-fosfato » Glucosa + PPi

HZO

Dentro de las enzimas que utilizan como substrato a la glu-
cosa-6-fosfato: Glucosa-6-fosfatasa, Fosfoglucomutasa, Fosfohexosa
ismerasa, Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; (32) la mas lenta es la
Glucosa-6-fosfatasa., Cuando hay una carencia de esta enzima se pre
senta una acumulacién de glucégeno. La capacidad del glucégeno he-
patico de proveer de glucosa al torrente sangufneo, es casi comple-
tamente dependiente de la presencia o especificidad relativa de la
Glucosa-6-fosfatasa. Su actividad se eleva con el ayuno; una hiper-
alimentaci6n o administracién de insulina provocan una caida en la

actividad de la enzima (33).

En enfermedades de acumulacién de glucégeno se presenta una
ausencia de enzimas responsables de la liberacién de glucosa como es
la Glucosa-6-fosfatasa. Por otro lado los trabajos experimentales
sobre la conducta fisiolégica y patolégica del metabolismo de la
glucosa-6-fosfato no respaldan el concepto de una necesaria correla
cidn entre la actividad de la Glucosa-6-fosfatasa hepatica y el con
tenido de glucégeno; la ausencia de esta enzima no es la Gnica cau-
sa de la acumulacién de glucégeno hepatico (36). La regulacién hor

monal de la Glucosa-6-fosfatasaes la siguiente:



~MZGue

Pangreas

Insulina

!
1
I

+

Glucosa-6-fosfatasa hepédtica
Corticosterizi////ﬂ k\\\Ii:oxina
Corteza adrenal Gléndula tiroides

HACT HET, Hormona de creci-

"’/,// miento
Gl&ndula pituitaria

5.- La Glucocinasa hepitiames la enzima encargada de la fos
forilacién de la glucosa en el higado. .

Glucocinasa
Glucosa + ATP ¥ ADP * Glucosa-6-fosfato

La glucocinasa hepdtica es regulada por la presencia o ausen

cia de insulina (24).

6.- La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa tiene como funcién
enviar a la glucosa-6-fosfato hacia el ciclo de las pentosas por me-
dio de la siguiente reacciobn:

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Glucosa-6-fosfato » Glucono-§-lactona-6-
fosfato

En algunas enfermedades de almacenamiento de glucégeno, esta
enzima no presenta actividad y provoca una acumulacién de glucosa-6-
fosfato la cual se dirige hacia sintesis de glucégeno (36). Durante

el ayuno su actividad disminuye (38).
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7.- La fosfohexosa isomerasa cataliza la siguiente reaccién:

Glucosa-6-fosfato . Fructosa-6-fosfato

Un aumento en la actividad de esta enzima sugiere una eleva-
ci6én de la gluconeogénesis. Asimismo en algunas enfermedades de acu
mulacién de glucégeno esta enzima junto con la fosfoglucomutasa, fruc
tosa-1,6-difosfatasa y deshidrogenasa lactica se encuentran altamente

incrementadas (36).

8.- La fosfofructocinasa cataliza la conversibén irreversible
de fructosa-1,6-difosfato. En tejidos con concentraciones normates
de sustrato, la fosforilacién de fructosa-6-fosfato es un paso que con

trola la glicédlisis (35).

9.- La deshidrogenasa léctica es la enzima que se encarga de
ia interconvefsién entre lactato y piruvato; un aumento en la concen
tracién de piruvato puede provocar un aumento en la gluconeogénesis
(36). En algunas enfermedades de acumulacién de glucbgeno esta en-

zima se encuentra incrementada.

El punto crucial en el mantenimiento de la homeostasis es la
capacidad del organismo de disminuir o aumentar la velocidad de varias
reacciones, La presencia y disponibilidad de diferentes componentes
de la maquinaria de sintesis protéica como son: RNA mensajero, DNA
de transferencia y el complejo amino acil RNA, en la concentracién
adecuada; aunados a la influencia coordinada de substratos, productos,
y hormonas actuando sobre varios puntos de ataque en este complejo
sistema dan por resultado el mantenimiento de la poblacién enzimdti

ca en un tejido,
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La actividad enzimdtica depende del tamado de la poblacién
enzimdtica, de las condiciones del medio bioquimico y biofisico y de
la disponibilidad y concentracién de coefactores, coensimas, sustra-

tos y productos (32).

RELACION CON OTRAS ENFERMEDADES QUE PRODUCEN HEPATOMEGALIA.

Similares al cuadro de! Sindrome de Recuperacidén Nutricia se
encuentran otros dos, que al estudiarlos nos daran una posible expli
cacibn de lo que est& sucediendo en el nifAo desnutrido ya en etapa -
de recuperacién y que son:

1) Enfermedades de acumulacién de glucégeno.

2) Hipertensién portal por cirrosis.

1.- Enfermedades de acumulacién de glucégeno. -

Algunos defectos congénitos hereditarios pueden afectar el nji
vel de las enzimas involucradas en la sintesis y degradaci6n de glu-
cbgeno, presentdndose un amplio @spectroclfinico que es agrupado en ocho

tipos de enfermedades de acumulaci6n de glucégeno (35).

a) Tipo | o enfermedad de Von Gierke's.- Ausencia de Glucosa-
6-fosfatasa que da como resultado hepatomegalia masiva por acumulacién
de glucégeno.

b} Tipo I'l.- Ausencia de «-1,4-glucosidasa lisosomal que pro-
duce: cardiomegalia ¢ hipotonia y aumento de glucégeno en casi todos

los tejidos,
c) Tipo Ill.- Deficiencia de la enzima desramificadora; produ-

ciendose hepatomegalia masiva de menor intensidad que el de Von Gierke's,
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d} Tipo IV.- Deficiencia de la enzima ramif icadora que da como
resultado una acumulacién de glucégeno anormal, cirrosis progresiva con

esplenomegalia y ascitis.

e) Tipo V.o enfermedad de Mc-Ardle.- Ausencia de fosforila-

sa en misculo, que produce un incremento en el glucégeno muscular.

f) Tipo VI.- Ausencia de fosforilasa hep&tica con la consi-
guiente acumulacién de glucégeno.

g) Tipo Vil.- Se presenta un cuadro clinico semejante al tipo V
por deficiencia de fosfofructocinasa de manera que el glucégeno se in
crementa,

h) Tipo VIII.- Deficiencia de la fosforilasa b cinasa en leu-

cocitos dando como resultado una elevacién en el glucégeno hepatico.

En el diagraﬁa | se compara el sistéma enzimdtico de la sin-
tesis de ghucégeno en higado normal y en enfermedades de acumulacién
de glucégeno (32).

Como puede verse en el diagrama | en la parte correspondien
te a enfermedades de acumulaci6n de glucégeno, hay una ausencia de -
la enzima que libera la glucosa (glucosa-6-fosfatasa)y una disminucién
de la actividad de la enzima que envia a la glucosa hacia el ciclo -
o*idativo de las pentosas (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa). Por
otro lado la actividad especifica de: fosfoglucomutasa,fosfohexosa
isomerasa y deshidrogenasa lactica aumentan notablemente. Todo es-
to sugiere una gluconeogénsis aumentada que provoca un incremento en
la poza de glucosa-6-fosfato lo cual en ausencia de enzimas oxidati

vas favorece la sintesis de glucbégeno.



HIGADO NORMAL

GLUCOGENO

GLUCOSA=1-FOSEATO
@IIOO

43 =

ENFERMEDADSS DE ACUMULACION DB
GLUCOGENQ

GLUCOGENO

GLUCQSA=-1-FOSFATO
142

i o
*‘-&f—igx.ucos;x-é-k‘osmrq—'a%» <¥—{GLUC0S A6~ FOSFATOL—>
Q&IOO 463
FRUCTO3.:=6=FOSFATO FRUC A=6=-FOSFATO
lg 213
FRUCTOS4~1,6-DIFOSFATO FRUGTOSA~1, ‘?-DIFOSFATO
! {
]
1
;mﬁ‘\mo PIRUVLTO
100 l’ I“’fi L
LACTATO LIPIDOS LACTATO LIPIDOS
PROTEINAS PROTEINAS
1.~ Glucosa-b=fosfatasa.
2.~ Fosfoglucomutasa.
3= Glucosa=-b~fosfato deshidrogenasa.
L o= Fosfohexosa Isdmerasa.
5.= Fructosa Difosfatasae.
6o= Deshidrogenasa lActica.
DIAGRAMA I ,(tomado desAdvances in Enzyme

Regulations.- Weber G.,Simposium Publications Division. Vol
I .-Pergam Press, Oxford 1963)



a3k -

2) Hipertensibn portal por cirrosis.-

Constituye otra de las enfermedades realacionadas al cuadro
del Sindrome de Recuperacién Nutricia que se caracteriza por un blo
queo en el flujo de sangre del lecho portal hacia la vena cava, y -
puede producirse en cualquier parte a lo largo de su curso (41). El
bloqueo intrahepatico puede ser producido por varias causas (42): -
a) Cirrosis, b) Obstruccién de la vena cava hepatica y vena cava in

ferior, c) Trastornos cardiacos que dan origen a hipertensién portal,

a) El bloqueo hepstico en forma de cirrosis es la causa mas co
min., El resultado de la necrosis hepatica y de la hipertensién por-

tal es generalmente la ascitis cuya patogenia es la siguiente (41):

1) Incremento de la presién hidrostdtica dentro del higado

2) Disminucién de la presi6n osmética coloidal del plasma cau-
sada por hipoalbuminemia en plasma,

3) Permeabilidad alterada de las células hepaticas. Una excesi
va produccibn de linfa favorece la produccién de ascitis.

4) Alteraciones enelmetabolismo de sodio y agua.

Los trastornos caracteristicos de la cirrosis son:

-Hipertensién portal

-Hipoalbuminemia

-Alteraciones en el flujodelalinfa

-Retencién renal de sodio y agua

b) La obstrucciéon de vena hepadtica y vena cava inferior desarro
llan las siguientes caracteristicas:
1) Ascitis

2) Hepatomegalia.
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c) La hipertensién portail de origen cardfaco ocasiona un impe-
dimento funcional en el flujo venoso con las siguientés anomal ias:
1) Fatiga
2) Ascitis
3) Tendencia a hepatomegalia

4) Edema periférico

En resumen la ascitis en las enfermedades del higado parece ser
favorecida por una combinacién de (41): hipertensidn venosa portal
y deficiencia del higado para sintetizar suficiente albGmina. EIl .-~
fluido que se acumula en la cavidad peritoneal depleta los fluidos
del organismo lo suficiente, para estimular los tGbulos renales secun

dariamente y reabsorver sodio.

Debido a la relacién que existe entre el metabolismo de lfpidos
y carbohidratos, es conveniente revisar algunos aspectos del metabelig

mo de lipidos.
METABOLISMO DE LIPIDOS.

La_digestién y absorcién de las grasas ingeridas en forma de
trigliceridos involucra:

1.- Un paso de hidrélisis de los triglicéridos hacia un mezcia
compleja de: tri, di y monoglicéridos asi como &cidos grasos libres
y glicerol.

2.- Una emulsificaci6n de los productos.

La hidr6lisis de grasa en el estémago es minima, es en el intes
tino en donde con la ayuda de la Lipasa pancredtica y de las sales bi
liares, las grasas son emulsificadas e hidrolizadas para posteriormen

te ser absorbidas.
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Los &cidos grasos tales como el palmitico y los triglicéridos
formados por dichos &cidos, son absorbidos en un 70-90% y posterior-
mente transportados en forma de pequefiisimas gotas |lamadas quilomi-~
crones a través de los conductos linfaticos, para posteriormente pa-
sar al higado o a otros organos en donde se depositan para formar te

jido adiposo.

Por otro lado los triglicéridos y &cidos grasos -de cadena més
corta que constituyen los componentes minoritarios de la mayoria de
las dietas son abosrbidos por el intestino de donde pasan directamente
al torrente sangufneo via vena porta hacia el hfgado y posteriormente

distribuidos a todo el organismo.

Al llegar al higado los &cidos grasos, triglicéridos y quilomi-
crones se combinan con proteinas que se sintetizan en el hfgado para
formar las lipoprotefnas. Cuando existe una falla en la sintesis de
proteinas hep&ticas viene como consecuencia una acumulacién de grasa
en el higado. Las lipoproteinas pasan a la circulacién para ser uti
lizadas por otros tejidos con la ayuda de una lipasa lipoproteinica,
que es liberada por las distintas células que forman los tejidos y -
que hidrolizan sin preferencia los triglicéridos unidos a las lipopro
teinas.

En condiciones normales hay un flujo continuo de &cidos grasos
libres provenientes de la hidrélisis de los triglicéridos por accibn
de la lipasa. Los &cidos grasos libres se transportan en el plasma
unidos a la albdmina, hacia el higado y otros tejfdos donde desapare
cen en pocos minutos.

El higado desempeiia un papel especialmente importante en el me

tabolismo de las grasas; habitualmente contiene del 3-5% de Iipidos

de los cuales entré 1/3 y 2/3 son fosfolipidos y el resto glicéridos.
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La grasa contenida en el higado depende de un equilibrio entre la -
que se deposita o forma en este organo y la que desaparece de €]
(31).
La grasa del hfigado proviene de:
.- La que contiene la dieta.
2.- La que procede de los depbsitos.
3.- La que se sintetiza en el hfigado.
Las grasas pueden ser utilizadas por ‘el higado de varias
maneras (39).
1.- Los &cidos grasos pueden ser completamente oxidados hasta

€0, y H,0.

2

2.- Pueden ser incorporados en lipidos hepéticos,

3.~ Pueden irse hacia la formaci6én de lipoproteinas y entrar en
el plasma para ser transportados a los depbésitos por via sangufinea ,
L.- En estado de ayuno puede haber otro camino que es la produc

cidén de cuerpos cetébnicos, los cuales son ampliamente utilizados por

otros tejidos.

Los mamiferos son ¢apaces de sintetizar grasa y dcidos grasos
a partir de moléculas de origen no graso tales como acetato, acetil
coenzima A, piruvato y glucosa. Los organos y tejidos que poseen -
considerablemente esta actividad son: el higado, el intestino, los

rifiones la piel y el tejido adiposo (39).
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En ciertos casos el higado presenta una infiltracién grasa; den

tro de las principales causas que lo producen son (31):

l.- Factor dietético.- Dieta excesivamente rica en grasa o co-
lesterol, ayuno, insuficiencia de colina o metionina u otras substan
cias lipotrépicas, exceso de cistina, de tiamina o de biotina.

2.- Extirpacién amplia del higado.- se observa un acentuado ay

mento de grasa en las primeras horas y dias siguientes a la operacién,

3.- Factores endécrinicos.-

a) La diabetes pancredtica, clinica y todas las diabetes ex

perimentales,

b) Inyeccién de extracto anterohipoficiario, de somatotro-

fina y de corticotrofina.
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c) Durante el embarazo aumentan los glicéridos, los fosfo-
lipidos y el colesterol,

d) En el comienzo de la madurez sexual,

L4.- Factores toéxicos: fésforo, florizidina, cloroformo, y al-
cohol.

5.- Factores infecciosos o degenerativos: hepatitis infecciosa
o degenerativa ejem, fiebre amarilla,

6.- Factores ambientales,- Temperaturas muy bajas o muy altas,
hipoxia.

La infilitracién grasa favorece los procesos degenerativos y a la
larga produce cirrosis. Pueden darse casos de infiltracién grasa y
acumujacibn glucbgeno en forma simulténea, Las dietas ricas en grasa
y deficientes en proteinas, cisteina o metionina pueden producir ne-
crésis en el higado.

Tomando en cuenta lo anteriormente expuesto, estamos en posibi-

lidades de elaborar la siguiente HIPOTESIS DE TRABAJO:

"La hepatomeglaia que se observa en las primeras etapas del
sindrome de recuperacién nutricia, es debida a acumulacién excesiva
de glucbégeno y por lo tanto debe encontrarse una disminucién en la
actividad de la <-glucano Fosforilasa y de la Glucosa-6-fosfatasa,

asi como un aumento en la actividad de la Fosfoglucomutasa',

Nota:

La acumulaci6n de glucdégeno puede deberse a una menor degradacidn
o a una mayor sintesis, pero los cambios supuestos en la actividad de
las enzimas, no permitirdn esclarecer cual de las dos alternativas es
la correcta o si ambas lo son, ya que existen otras enzimas involucra

das. :
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Serfa ideal para los fines de este trabajo poder estudiar frag-
mentos de higado de nifios en recuperacién, pero ello presenta obst&-
culos importantes, destacdndose la dificultad para justificar la agre
si6n implicada en una biopsia hepadtica. Por ello se escogio a la ra
ta como un modelo aproximado de lo que ocurre en el ser humano, sin
desconocerse las dificultades para la extrapolacién de los resultados

que se obtengan.
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OBJETIVOS ©DE LA TESIS

a) Objetivo final:

Probar o rechazar la hipétesis del trabajo.

b) Objetivos mediatos:
1.- Determinar las variaciones en el contenido de gluc6geno en
el higado de ratas, durante la recuperacién de la desnutricibén causa

da experimentalmente.

2.- Medir las variaciones en la actividad de las enzimas Gluco
sa-6-fosfatasé(D-g!ucosa-é-fosfato fosfohidrolasa), Fosfoglucomutasa
( X-D-glucosa-1,6-difosfato: =-D-glucosa-l-fosfato, fosfotransferasa)
y - %-glucano fosforilasa ( x-1,4-glucans:ortofosfato glucosil tansfera-
sa) en el higado de ratas durante la recuperacién de la desnutricién
causada experimentalmente y ver si se relacionan estos cambios enzi-
méticos con las variaciones en la concentracién de glucégeno hepéti-

co,

c) Objetivos inmediatos:
1.- Determinar el tipo de dieta y duracién de la misma, que -
permita producir desnutricibén en las ratas, con cambios apreciables

en la concentracién hepadtica de glucégeno.

2.~ Establecer el tiempo minimo de recuperacidén de las ratas
desnutridas, que permita encontrar cambios apreciables en la concen

tracién hepatica de glucbgeno.

3.- Estudiar la cinética enzimdtica de la Glucosa-6-fosfatasa,
Fosfoglucomutasa y Fosforilasa, para determinar las condiciones 6pti
mas de reaccién que permitan medir su actividad en el higado de ra-

tas.



GBJETIVOS ODE LA TESTS,
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L.- Establecer las condiciones 6ptimas de ayuno antes del sa-

crificio de las ratas, dado que las enzimas escogidas son muy sensi

bles al ayuno,



DISENDO EXPERIMENTAL.
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DISENO EXPERIMENTAL

Para cumplir los objetivos inmediatos del estudio se realizaron

respectivamente, los siguientes experimentos preliminares:
Experimento |

(Objetivo |: Determinar el tipo de dieta y duracién de la misma
que permita producir desnutricibn en las ratas, con cambios aprecia-

bles en la concentracién hepatica de glucégeno.)

Eleccién de las dietas.- Dado que se requeria provocar un cua-
dro de desnutricidén protéica, se pensdé en dos posibles dietas con --
una concentracién de 5 g de proteina por 100 g de dieta, una de ellas
a base de Caseina como proteina de alta calidad y la otra en base a
proteina de Mafz que es de baja calidad., Para la dieta testigo, equi
librada y completa, se escogi6é como base la Caseina a una concentra-
cién de 12,5 g de proteina por 100 g de dieta. Tanto las dietas ex-
perimentales como la testigo fueron suficientes en todos los demés

nutrimentos.,

En un primer experimento, de cardcter meramente exploratorio,
se administraron las tres dietas mencionadas durante 21 dias a 3 gru
pos de 3 ratas cada uno. Al término de dicho periodo y después de -
16 horas de ayuno, se midi6é el contenido hepdtico de glucégeno, pro-
tefnas y humedad y se calculé la Relacién de Eficiencia Protéica --
(R.E.P.). En éste experimento se concluyé que un mes de consumo de
las dietas hipoprotéicas, producia un deterioro extremo en las ratas
y que lo prolongado del ayuno (18 horas) dificultaba excesivamente

las determinaciones planteadas.
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Ast en el experimento | se administraron las tres dietas men-
cionadas durante 2, 6, 9, 12 y 15 dias a 15 grupos de 5 ratas hembra
recién destetadas cada uno. Al término de dichos perfodos y después
de una hora de ayuno, se sacrificaron los animales y se midi6 el con
tenido hepadtico de glucégeno, proteinas y humedad; asi mismo se cal-

culé la R.E.P. a lo largo del experimento.

Experimento |1,

(Objetivo Il: Establecer el tiempo minimo de recuperacién de
las ratas desnutridas, que permita encontrar cambios apreciables en

la concentracién de gl ucégeno en el higado).

Una vez elegido el periodo 6ptimo de desnutricién mediante el
experimento |, que fué de 12 dias, se formaron 3 grupos de 20 ratas
cada uno, que recibieron respectivamente las dietas de Casefna al 5%,
Mais al 5% y Casefna 12.5% durante 12 dias, al cabo de los cuales los
dos primeros grupos fueron alimentados con una dieta de recuperacién
de Casefina al 12.5% durante 1, 3, 5y 7 dias. Al terminar dichos -
periodos y después de una hora de ayuno, se sacrificaron las ratas
(5 para cada periodo de recuperacién y para cada dieta) y se midi6
el contenido hepdtico de glucbgeno, proteinas y humedad asi como la

R.E.P. a lo largo del experimento.
Experimento I11.

(Objetivo 111: Estudiar la cinética enzimdtica de la Glucosa-6-
fosfatasa, Fosfoglucomutasa y «-glucano Fosforilasa para determinar
las condiciones 6ptimas de reaccidén que permitan medir su actividad

en el higado de las ratas).
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Se llevaron a cabo los experimentos basicos de cinética enzimi-
tica a fin de determinar las condiciones 6ptimas de reaccién (concen-
tracién de la enzima, concentracién del substratb, pH, y efecto del
tiempo de incubacién) de las tres enzimas. Las técnicas se describen

en el capitulo de Material y Métodos.
Experimento |V

(Objetivo 1V: Establecer las condiciones 6ptimas de ayuno &n-
tes del sacrificio de las ratas dado que estas enzimas son muy sen-

sibles al ayuno).

Se formaron 5 grupos de 5 ratas hembras de aproximadamente 60 g
de peso, alimentadas previamente a base de Purina(l) “"ad 1libitum",
Estos grupos se sometieron a un periodo de ayunc de, respect ivamente,
0, 1, 2, 3y 18 horas y se determin6é el contenido hepético de glucé-
geno asi como la actividad de ®-glucano Fosforilasa y Glucosa-6-fos-
fatasa. Se hicieron comparaciones con los resultados y se opto por

no llevar a cabo el ayuno antes del sacrificio.
Experimento de Recuperacién Nutricia.

(Objetivos mediatos (ver pagina 31)

Para determinar las variaciones en el contenido de glucé-
geno.y en la actividad de las enzimas Glucosa-6-fosfatasa,Fosfoglucomu
tasa y &-Glucano Fosforilasa en el higado de ratas durante la recu
peracién de la desnutricién causada experimentalmente, se formaron k4

grupos de 5 ratas hembras recién destetadas como sigue:

(1 Purina Laboratory Chow, Ralston Purina Company,
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Grupo "A" o Experimental (ratasdesnutridas y recuperadas).
Se alimentaron durante 12 dias con la dieta de Mafz al 5% y 3 dias

més con la dieta de recuperaci6bn de Casefna al 12.5%.

Grupo '"B" o Testigo (ratas desnutridas horecuperadas).- Se

alimentaron con una dieta de Mafz al 5% durante 12 dfas.

Grupo "C" o Testigo Secundario | (ratas adecuadamente ali-
mentadas durante 15 dfas).- Se alimentaron con una dieta de Casef-

na al 12.5% durante 15 dfas.

Grupo '"D" o Testigo Secundario || (ratas adecuadamente ali-
mentadas durante 12 dias).- Se alimentaron con una dieta de Ca-

seina al 12.5% durante 12 dfas.

Una vez transcurridos los perfodos sefalados se sacrifica-
ron los animales y se determin6 el peso del higado, la concentra-
cibn hepética de glucégeno, protefnas y humedad asf como la acti-
vidad de la «-glucano Fosforilasa, Fosfoglucomutasa y Glucosa-6-
fosfatasa. Para ver siserelacionan los canbios enzim&ticos con

las variaciones en la concentracién de glucogeno hep&tico.



MATERIAL Y METODOS,.
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MATERIAL BIOLOGICO

Ante la imposibilidad de realizar este estudio en humanos,
se utilizaron como sujetos de experimentacién ratas hembra Wistar
recién destetadas, de 21 a 25 dias de nacidas (excepto en los casos
en que se especifica otra edad) debido a que en animales j6venes -
el efecto de dietas deficientes en proteinas es mds répido y seve-
ro, a causas de las demandas de crecimiento y mantenimiento (53) -
por otra parte, su metabolismo de carbohidratos (29) y protéico (54)

es semejante al del hombre.

Las dietas a base de Casefina, utilizadas para alimentar a

las ratas, se elaboraron de acuerdo con las siguientes formulacio

nes:

COMPONENTES CASEINA 5g/100 g  CASEINA 12.5g/100 g
Casefna¥* 5.62 14,04
Mezcla de sales minerales(l) L.,00 L.00
Mezcla de vitaminas ;) 2,20 2.20
Celulosa L.00 4.00
Aceite de Mafz 20.00 .20.00
Almidén de Maiz 21.39 18.58
Glucosa 21.39 18.59
Sacarosa 21.39 18.59
Total 100,00 100.00

*Caseina.- Vitamin - Free test Casein, General Biochemicals,

Protefnas 89g /100 g
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La dieta a base Mafz utilizada para alimentar a las ratas

se elabor6é de acuerdo a la siguiente formulacién:

Dieta de Mafz,-

de martillos hasta polvo.

(Maiz amarillo, crudo, molido en molino

Protefnas 9.15 g/100 g)

COMPONENTES 5 g de proteina/l00 g
Maiz 55.55
Mezcla de sales minerales(]) 4.00
Mezcla de vitaminas (2) 2.20
Celulosa 4,00
Aceite de Mafz 15.00
Almidén de Maiz 6.41
Glucosa 6. 41
Sacarosa 6.42
Total 100,00

(1) Mezcla de sales minerales

COMPONENTES CANTIDAD EN GRAMOS
Fosfato de calcio tribésico 57.996
Cloruro.de Sodio 25,000
Cloruro de potasio 15.000
Citrato de fierro:g Hzo 0.600
Carbonato de magnesio 0.550
Cloruro de manganeso 0.550
Carbonato de cobre 0.140
Carbonato de Zinc 0.160
Yodato de sodio 0.002
Fluoruro de sodio 0.002
Total l—m
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(2) Mezcla de vitaminas.- (Vitamin Diet Fortification

Mixture NBCo).

COMPONENTES CANTIDAD EN GRAMOS
Vitamina A (200,000 U/g) 4,50
Vitamina D (400,000 U/g) 0.25
Alfa tocoferol 5.00
Acido ascoérbico 45,00
Inositol 5.00
Cloruro de colina 75.00
Menadiona (vitamina K) 2,25
Acido p-aminobenzoico 5.00
Niacina k.50
Riboflavina 1.00
Clorhidrato de Piridoxina 1.00
Clorhidrato de Tiamina 1.00
Pantotenato de calcio 3.00
Biotina 20.00
Acido Félico 90.00
Vitamina B, 1.35

Dextrosa c.b.p. 1,000.00
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MANEJO DE LOS ANIMALES.-

1) Dependiendo del grupo experimental de que se traté (ver
Disefio del Experimento) se selecciond un ndmero de ratas con el --
mismo promedio en peso corporal para cada grupo de animales, con -

el objeto de que los resultados fueran comparables,

2) Se colocaron separadamente en jaulas de metal y se les

alimentdé "ad libitum",

3) Se controlé perit6dicamente el incremento en peso corpo-
ral y la dieta consumida desde el inicio del experimento hasta que
se cumpli6 el tiempo requerido de acuerdo al disefio experimental;
finalmente se les privé de alimentacién durante el tiempo de ayuno

necesario en cada caso,

L) Se sacrificaron las ratas por decapitaciéh, lavando con
agua corriente el exceso de sangre, inmediatamente se extrajo el -
hTgado se lavé con agua desionizada, para eliminar los residuos de
sangre y se sec6 sobre papel filtro; se pes6é y se cortaron peque-
fos pedacitos de higado (100 mg aproximadamente). Toda la opera-
cibn se realizd a bajas temperaturas (4°C) para evitar desnatura-

lizacién,

5) Para las determinaciones se pesaron los fragmentos, se
aforaron a 2 ml con distintas soluciones segun el caso: para la
determinacién de Glucosa-6-fosfatasa y para protefnas se utilizé
solucién isot6bnica de NaCl 0.85%, para la Fosfoglucomutasa solu-
cibén amortiguadora de acetato de sodioypara la =-glucano Fos-
forilasa soluci6n de NaF 0.1 M. Se homogeneizaron en un homoge-
neizador Potter-Elvehjem (75), a 0°C y 600 r.p.m. durante 2 minu

tos,



T

MATERIAL DE VIDRIO Y APARATOS.-

Los reactivos utilizados en las determinaciones fueron del
mas alto grado de pureza y el material de vidrio fué el de uso co-
min en el laboratorio Vg: pipetas serolégicas y volumétricas, tu--
bos de centrifuga graduados, tubos de ensayo, gradillas, mecheros,
etc.; aparatos como: centfifuga, espectrofotémetro, agitador eléc--

trico para tubos, bafio de agua, etc,

- METODOS -

DETERMINACION DE GLUCOGENO.-

El glucégeno fué determinado segéin el método de Good y
Kramer que se describe a continuacién (54).

FUNDAMENTO. -

El glucégeno es estable al &lcali y precipita en solucién
acuosa de etanol, posteriormente puede ser hidrolizado en medio

acido hasta glucosa, que se determina cuantita*ivamente.

REACTIVOS:
KOH al 30%, NaSOk 0.5%
Etanol al 95%
Etanol al 66%
HC1 2N
Fenolftaleina

H2504 IN.



PROCEDIMIENTO:

1) Se pesa el tejido hepatico (0.1 a 0.5 g) y se pone en
un tubo de centrifuga graduado que contenga 2 ml de una soluci6n

compuesta de KOH al 30% y Na,S0, al 5%.

2) Se ponen los tubos tapados con canicas, en un bafio de
agua a ebullicibn hasta lograr la digestién completa (aproximada-

mente 10 minutos),

3) Se afaden 5 ml de etanol al 95% y se colocan nuevamente
en bafio de agua hasta que el contenido de los tubos llegue a ebu-

Ilicién.

L) Se deja durante la noche en el congelador y posterior-

mente se centrifuga durante 10 minutos a 600xg.
5) Se lava el precipitado una vez con 1 ml de etanol al 66%

6) Se resuspende cuidadosamente con varilla de vidrio en

2 ml de HCl 2 N y se deja hervir por 60 min.

7) Se titula con fenolftaleina hasta neutralizar con NaOH

2N y después hasta acidez con H S0, IN.
8) Se lleva el volumen a 10 ml can agua

9) Se toma una alfcuota y se hacen las diluciones necesa-
rias para la determinacibn de glucosa por el método de la Glucosa-

Oxidasa,
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METODO DE LA GLUCOSA OXIDASA PARA LA ESTIMACION DE GLUCOSA (56).

Este método tiene como ventajas su exactitud y especifi-

cidad en la cuantificaci6n de glucosa.

FUNDAMENTO. -
Se basa en medir espectrofotométricamente la o-Dianisidi-
na oxidada producida en la siguiente reaccién,
Glucosa oxidasa
Glucosa + o-Dianisidina --=------acc-_--- » H O, +Acido
22 glucénico
Peroxidasa
H202-+o-Dianisidina -------------- » o-Dianisidina oxidada
reducida (color anaranjado )
(incolora )
REACTIVOS ;
-Solucidn patrén de glucosa 100 yg/ml
-Glucosa Oxidasa tipo |l (Sigma, actividad
16, 500 unidades / g)
-Peroxidasa tipo | (Sigma, actividad 70 purpu-
rogallin unidades /mg).

-Solucién amortiguadora de NaHzPOh .« Hy0, 0.5 M

ajustando el pH con NaOH al 40% a 7.

PREPARACION DEL REACTIVO DE GLUCOSA OXIDASA.

Se pesan 10 mg de Glucosa Oxidasa y 0.5 mg de Peroxidasa,
se afladen 80 ml de solucibén amortiguadora de fosfatos se disuelve
perfectamente y se agrega 0.5 ml de o-Dianisidina al 5%. Se afo-
ra a 100 ml con la solucién amortiguadora de fosfatos y finalmente

se filtra a través de papel Whatman # 54 .



PROCEDIMIENTO:

Diluir las muestras de glucosa para que contengan de 10
a 60 yg de glucosa por ml, (el método es m&s sensible en estas
concentraciones) y pasar una alfcuota de 1 ml a un tubo de ensa-
ye. Tomar alicuotas de la solucién patrén de glucosa que conten
gan de 10 a 60 ug de glucosa/ml, colocarlas en un tubo de ensaye
y aforar con agua destilada a 1 ml. En otro tubo se pondr&d 1 ml

de HZO’ a fin de que sirva como testigo.

Adicionar a todos los tubos 2 ml del reactivo de Glucosa
Oxidasa; mezclar bién, tapar los tubos con canicas, € incubar en
bafio de agua a 37°C por 45 a 60 minutos, Leer en espectrofotbme

tro Baush & Lomb a 440 nm.

CALCULOS:
Se calcula la concentracién de glucosa extrapolando en la
curva tipo. La cantidad de glucé6geno presente en la muestra ori-

ginal se obtiene con la siguiente férmula:

concentracibn de glucosa (g) x 100x factor de dilucibn

% de glucégeno = -
alicuota x 1.1 x g de muestra

El factor de conversi6n de glucosa a glucégeno es de

1/

DETERMINACION DE PROTEINAS.-

La determinacién de proteinas se hizé por el método de
Lowry modificado por Hartree para obtener una respuesta fotomé-

trica lineal (61).



FUNDAMENTO:
La reaccidén con el reactivo de Folin, que da como resulta-

do final un color azul, puede ser analizada en dos pasos (62):

1.z Reaccién de la proteina con iones de cobre en solucién
alcalina,

2.- Reduccién del reactivo fosfomolibdato-fosfotungsteno
por la protefina tratada concobre y que contiene residuos de tiro-

sina y triptofano.

REACTIVOS :
Se utilizaron los mismos reactivos y en la misma propor-

cidén que en la técnica descrita por por Hartree,

Para la solucién tipo se utilizé una solucién de Albdmi-
na Bovina (Ortho Diagnostic, Ortho Pharm Corp.) al 22% de la cual
se tomd una alfcuota de SOA y se afor6 a 100 ml para obtener una

concentracién final de 110 yg/ml.

RELACION DE EFICIENCIA PROTEICA. (R.E.P.)

La relacién de Eficiencia Protéica es uno de los métodos
utilizados para evaluar la calidad biolégica de la proteina, se
basa en la relacién de ganancia en peso corporal (g) y la canti-
dad de proteina ingerida (g) (54). La funcién primaria de las
proteinas en la dieta es la de proveer de aminodcidos al organis
mo para la construccid6n de nuevos tejidos, si la dieta contiene
cantidades insuficientes de uno o mds aminodcidos, la velocidad
de crecimiento va a ser disminuida, por consiguiente la velocidad
de crecimiento (aumento en peso) de un animal bajo condiciones -

controladas, constituye una forma simple de medir la calidad de
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las proteinas en la dieta,
Ganancia en peso x 100 Peso final - Peso inicial x 100

Proteina ingerida. g de dieta consumida x % Proteina
en la dieta.

DETERMINACION DE HUMEDAD (71)

En un pesafiltro o caja de Petri (tarado a 100-105°C),
se pesan con exactitud aproximadamente 100 mg de hfgado fresco,
Se coloca en una estufa de vacio previamente calentada a 70°C
con un vacio de 15 Ib de presién, hasta obtener un peso constan
te,

El % de humedad se caicuia relacionando a 100 la pérdida

de peso.

DETERMINACION DE FOSFORO. (58)

Modificacién de P.S. Chen, Jr., T.Y. Toribara, y H. Warner

FUNDAMENTO :

El complejo de fosfomolibdato es reducido por el &cido
ascérbico, Este método es alrededor de 7 veces mas sensible que
el de Fieske-Subbarow e involucra menos pipeteo; se pueden deter

minar facilmente 0.01 micromoles de fésforo.

REACTIVOS :

A) Acido asc6rbico al 10% (debe ser puesto en refrigera-

ciébn y dura alrededor de un mes).

B) Molibdato de amonio -4 H,0 al 0.42% en stoh 1 N. Es-

2
ta solucibén es estable a temperatura ambiente,
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MEZCLA.- Una parte de A por seis partes de B. Esta mez-
cla debe prepararse el mismo dia en que se va a usar y mantener-

se en hielo.

C) Solucién Standard (57).- 1.7558 g de K,HPO, analiti-
camente puro se disuelve en 1,000 ml de H,0, se afaden unas gotas
de cloroformo; y la soluci6n se almacena en refrigerador. Para
usarla se diluye 1:100 de modo que la solucién final contenga

0.1 ym/ml de fésforo (Pi)'

PROCEDIMIENTO:

Pipetear en sendos tubos de centrifuga lasalicuotas de la
soluci6n problema calculando previamente una dilucion adecuada y
0.15, 0.30, 0.45 y 0.60 ml de la solucién patrén de fésforo, afo-
rar con agua desionizada a 0.9 ml y afadir 2.1 ml de la mezcla
de reactivos (para el tubo testigo pipetear 0.9 ml de agua y 2.1 ml
de la mezcla de reactivos). Incubar 20 minutos a 45°C o una hora a
37°C. Leer a 820 nm;0.03 ym de fosfato inorgénico dan una lectura
de 0.260 de absorvencia. EIl color es estable durante varias horas
y las lecturas son proporcionales a la concentraci6on de fésforo -

hasta una densidad 6ptica de 1.8.
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DETERMINACIONES ENZIMATICAS

Los estudios de cinética enzimdtica se hicieron tomando
como base las técnicas descritas por Nordlie R.C. & Arion W.C. pa-
ra Glucosa-6-fosfatasa (63), Victor A. Najjar para Fosfoglucomuta-
sa (68) y Neufeld & Ginsburg para -glucano Fosforilasa (60) co-
rrespondientes a trabajoes anteriores, En este capfitulo de Material
y Métodos se describe la técnica original; en el capitulo de Resul-
tados se describen los experimentos de cinética enzimdtica para op-
timizar las determinaciones de actividad, las variaciones que se hi
cieron a la técnica original y las técnicas definitivas para cada -
determinacién enzimdtica.

El paso final de todas las determinaciones enzimaticas,
es la determinacién de fésforo inorgédnico liberado durante la reac
cién enzimatica, por ello es muy importante para la exactitud del
método y la reproducibilidad de los datos, eliminar todo el fésfo
ro inorgénico presente en el material de vidrio y asi mismo utili
zar agua desionizada tanto en la preparacién de los reactivos como

durante la prueba enzimdtica y diluci6n del extracto hepdtico.

GLUCOSA-6-FOSFATASA ( E.C.3.1.3.9.) (59).
(D - Glucosa-6-fosfato  fosfohidrolasa )

br~glucosa-b=fosfate + Hpl c--sesssmwciccocs -» D-glucosa + Ortofosfato

La Glucosa-6-fosfatasa es una fosfomonoesterasa, la cual
actia preferentemente sobre la glucosa-6-fosfato, pero también hi

droliza a velocidad m&s baja otros ésteres tales como: «-glicerofos

ﬂ/\\t\\

fatos, fructosa-6-fosfato y fenil fosfato (60).
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En preparaciones crudas la Glucosa-6-fosfatasa es comple
tamente inactivada cuando se somete a pH 5 y a 37°C durante algu

nos minutos,

El citrato y el oxalato ejercen una inhibicién competiti
va para la Glucosa-6-fosfato (Ki 6x 10'3); funcionan también co-
mo inhibidores pero en menor grado otros &cidos tricarboxilicos,

la glucosa y otros azidcares andlogos (59).

La determinacién de actividad de la Glucosa-6-fosfatasa
se basa en la hidrélisis de glucosa-6-fosfato por la enzima, 1li-
berando glucosa y fosfato inorgénico, el cual se mide colorimétri

camente (Método de Nordlie & Arion ref. 63).

REACTIVOS :
-Solucién amortiguadora de cacodilato de sodio 0.1 MpH6.5
-Solucién de glucosa-6-fosfato de sodio 0.15 m pH 6.5
(D-glucosa-6-fosfato sal monosédica grado Sigma).
-Acido tricloroacético en soluci6n al 10% (P /V).
-Solucién salina de NaCl al 0.85%
-E.D.T.A., 0.002 M pH 6.5
Se prepar6é un extracto de higado al 5% en solucidn salina
de NaCl al 0.85%.
Los tubos de prueba contenfan:
-0.6 ml de la solucién amortiguadora de cacodilato.
-0.2 ml de la solucién de glucosa-6-fosfato.
-0.1 ml de E.D.T.A.
-Agua desionizada suficiente para alcanzar 1,5 ml des-

pués de la adicién de la enzima.

wl
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Los tubos fueron preincubados a 30°C por 5 minutos. La reac
cién fué iniciada por la adicién de la preparacién enzimdtica e in-
cubada a 30°C por 30 minutos en un bafio metabélico Dubnoff con tem-

peratura controlada y agitacidén continua,

Para parar la reaccibén se aﬁad}eron 0.1 ml de &cido triclo
roacético; en los tubos de control de tiempo cero se afadi6 primero
el &cido y después la enzima. Se aforaron los tubos a 10 ml con
agua desionizada y se centrifugd durante 10 minutos a 600 x g para
sedimentar protefna desnaturalizada, Se tomaron alfcuotas de 0.10 ml
de solucién del sobrenadante y fueron transferidos a tubos de prue

ba' para medir fésforo por el método ya descrito.

La hidr6lisis de glucosa-6-fosfato se calcul6 como la dife
rencia de fésforo inorgdnico entre los tubos incubados y los tubos

de control de tiempo cero,

Seglin informes de Neufeld & Ginsburg (60) se encontré que
cuando se tienen actividades bajas de Glucosa-6-fosfatasa en ex--
tractos crudos es particularmente importante corregir la hidréli-

sis del substrato por fosfatasas inespecificas.

La determinacidn de fosfatasas inespecificas fué hecha co
rriendo un experimento control, en el cual la Glucosa-6-fosfatasa
fué inactivada por incubacién a pH 5, mezclando 0.2 ml del extrac
to de higado al 5% con la misma cantidad de solucién amortiguadora
de acetato 0.1 M pH 5 y se incubbé a 37°C durante 5 minutos, Poste-
riormente se adicion6é la solucién amortiguadora de cacodilato, el

E.D.T.A. y se inicié la reaccién por la adicién del substrato; se

dejé progresar la reaccién durante 30 minutos a 30°C.
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La actividad real de la Glucosa-6-fosfatasa paraextrac-
tos crudos de higado corresponde a la resta de actividad de Glu-
cosa-6-fosfatasa y la obtenida por la accién de fosfatasas ines-

pecificas.

Las unidades de actividad enzimatica se expresaron como
ym de fésforo inorgénico liberados por ‘gramo de higado por mind-
to. La actividad especifica se expresd como unidades de activi-

dad enzimdtica por gramo de protefina.

FOSFOGLUCOMUTASA (E.C.2.7.5.1.).
( =-D-glucosa-1, 6-difosfato: =-D-glucosa-l-fosfato,

fosfotransferasa).

La fosfoglucomutasa es la enzima que cataliza la conver

sidon reversible de glucosa-I-fosfato a glucosa-6-fosfato (65).

%-D-glucosa-1,6-difosfato + -D-glucosa-1-fosfato =-----=----- >

---p =-D-glucosa-6-fosfato + «-D-glucosa-1,6-difosfato.

Se ha visto que esta enzima es especifica paralos ésteres
que se mencionan arriba, pero también cataliza la transferencié
reversible de fosfato de los carbonos i y 6 de los azlGcares que
a continuacién se mencionan (6.4).

Especificidad

Glucosa-l-fosfato ==-=-mcoccmcom e ceaoee ( 1.00)
Ribosa-1-fosfato ==--cmcoccmmc e imecceeeeee e - e ( 0.10)
Glucosamina-l-fosfato ==----=--cccmcmocooaaon ( 0.10)
Manosa-1-fosfato ==-==--cemccmemmm e eeeeeaee ( 0.05)
Galactosa-l-fosfato -=--------eceecoccacnaanaoo (1 0.02)

N,acetilglucosamina-1-fosfato =----=-cecocmaccaaan ( 0.01)
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En todos los casos se utilizé el azlGcar difosfato como -
coenzima. La especificidad se expresé tomando como unidad la glu

cosa-| -fosfato,

La Fosfoglucomutasa es activada por algunos metales como:
Mg++, Nit+, Cot*, Cd**ty Zn** en orden decreciente de actividad -
formando un complejo enzima metal 1:1. Parece ser que éstos me-
tales juegan un doble papel: sirven como entidad catalitica y -
modifican la velocidad de la enzima por medio de sus efectos en

la estructura protéica (67).

La enzima es inhibida por altas concentraciones de subs-

trato (Ki 1x10-6),

La determinacion de actividad de la Fosfoglucomutasa por el
método de Najjar se basa en la desaparicién de glucos-l-fosfato
(substrato) después de la incubaci6n,en un paso analitico simple
en el cual la glucosa-l-fosfato con el fosfato 14bil al &cido es
hidrolizado, mientras que la glucosa-6-fosfato formada permanece
por tener el fosfato estable al &cido; el fosfato liberado se de
termina colorimétricamente, en presencia de &cido ascérbico y mo

libdato como se explica en la determinacién de fé6sforo.

Debido a que en extractos crudos ]a presencia de fosfata-
sas inespecificas invalida la prueba es necesario llevar a cabo -
una purificacién parcial para evitar la interferencia de fosfata-
sas inespecificas, Orignalmente se utilizé el método de Norma --
Perez et al (k4), que consistfa en preparar un extracto de higado

3
al 5% en una solucidén que contenfa KCI 0,10 M, E.D.T.A. 0.006 M,x0 M

MgCly, glicil-glicina 0.025 M, pH 7.5 y someterlo a ultracentrifu
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gacién a 105 000 x g durante 20 minutos a 4°C. Con este método
se lograba separar en el sobrenadante la Fosfoglucomutasa.yen el
sedimento las fosfatasas inespecificas; por problemas de disponi-
bilidad de equipo no fué posible continuar con este fmétodo y se -
utilizé un método basado en los primeros pasos de aislamiento de
la Fosfoglucomutasa por Victor A, Najjar (65) que consistia en ca
lentar a 65°C el extracto de tejido ajustado a pH 5 con &cido --
acético e inmediatamente introducirlo en hielo hasta alcanzar --
L°C. Con esto la Fosfoglucomutasa que es una enzima termorresis
tente mantiene su actividad, mientras que ciertas enzimas como
las fosfatasas se desnaturalizan y precipitan pudiendo ser separa

das por centrifugacién.

En el capitulo de resultados se describen los experimen-
tos para montar esta técnica de separacién parcial que se descri-

be a continuacibn:

Se prepard un extracto de tejido hepatico al 5% en solu-
cién amortiguadora de acetato 0.2 M pH 5 adicicnada de KC1 0.10 M,
E.D.T.A. 0.006 M, y MgCl, 0.006 M para proteger a la enzima (k4k).
Se calenté a 45-50°C, inmediatamente se puso en hielo hasta alcan-
zar L°C y se separ6 la protefina desnaturalizada (fosfatasas) por

centrifugacién a 4°C y 600 x g.

La determinacidén de actividad por el método de Najjar, se
hizé pipeteando en un tubo de centrifuga graduado: 0.1 ml de los

reactivos que se mencionan a continuacién:
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-Solucidn de glucosa-l-fosfato 0.02 M (Glucosa-1-fosfato
cristalina, sal dipotésica grado Sigma). Enziméticamente prepara
da, contiene normalmente 2.5 x 107" ym de glucosa-1,6-difosfato.
Bajo las condiciones de prueba es suficiente para saturar la en-

zima y consecuentemente produce una actividad méxima.

-Solucidn de cisteina 0,10 M pH 7.5 recientemente prepa-
rada.

Después de equilibrar la temperatura en bafio de agua a 30°C,
la reaccién fué comenzada por la adicién de 0.1 ml de la dilucién
de la enzima, se dej6é progresar la reaccién por cinco minutos y se
paré con 1 ml de H,S0, 8 N. EIl volumen fué llevade a 5 ml con agua
desionizada y los tubos se pusieron a ebullicién en un bafo de agua
durante 3 minutos para hidrolizar el remanente de gluccsa-1-fosfato,
En el tubo testigo, se pipetearon los mismso reactivos pero la reag
cibén fué parada a tiempo cero con HZSOA 8 N. Finalmente se centri-
fugaron los tubos para sedimentar protefna y se tomaron alfcuotas

de 0.1 ml del sobrenadante para la determinacién de fésforo.

La cantidad de fésforo estable formado que representa el
producto de la reaccién (glucosa-6-fosfato), es la resta del f6s
foro hidrolizable del substrato (glucosa-l-fosfato) menos el que

queda después de cinco minutos de reaccién.

Las unidades de actividad enzimdtica se expresaron como
ym de fésforo estable formado por gramo de higado por minuto. La
actividad especifica se expres6 como unidades de actividad enzi-

matica por gramo de protefina.
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- GLUCANO FOSFORILASA (E.C.2.4.1.1.) (69)

( %X-1,4- glucano: ortofosfato glucosil transferasa)

La fosforilasa cataliza la transferencia reversible de una
unidad de glucosilo de la parte terminal no reductora de glucége-

no, a un fosfato inorgénico.

{ *-l,k-glucosilL]+0rtofosfato ------- +» ( K-I,h-glucosil)n_]

+ D-glucosa-l-fosfato

La cinética de la <« -glucano Fosforilasa es muy compleja,
en varios tejidos existe en dos formas interconvertibles: fosfori-
lasa "a" y fosforilasa "b'., En ausencia de AMP, la fosforilasa
"al tiene s6lo el 60-70% de su actividad méxima y la fosforilasa

'b" es inactiva: en presencia de AMP las dos formas son activadas.

La enzima es inhibida por arsenato que compite con el or-
tofosfato, en cuyo caso la reaccibn es irreversible y se lleva a
cabo a velocidad lenta. Otros inhibidores de la Fosforilasa 'b"
del miasculo incluyendo a la glucosa-6-fosfato y ADP, ninguno de
estos afecta la actividad de la fosforilasa "a'', El AMP y el or-
tofosfato act@an conjuntamente para antagonizar la inhibicion del
ATP.

Aunque la Fosforilasa puede efectuar "in vitro" la sinte-
sis del gluc6geno en presencia de glucosa-I1-fosfato, su accién --
“in vivo es totalmente opuesta, invariablemente cataliza la degra

dacién de glucégeno y nunca la sintesis de glucbgeno.
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La determinacién de actividad de la e-glucano Fosforilasa
por el método de Neufeld (60) fué medida en direccidén a la sintesis
de glucégeno, por la liberacidén de fosfato inorgdnico de la glucosa

~l1-fosfato en la presencia de gluc6geno y AMP,

El sistema constaba de:

-Glucosa-l-fosfato 0.10 M (Glucosa-l-fosfato cristalina
sal dipot&sica grado | Sigma)

-Glucégeno al 1% (Glucbgeno para fines bioquimicos Merck)

-AMP 0.03 M (Acido adenosin=-5-monofosférico para fines
bioquimicos Merck)

-NaF 0.2M

Todo esto a pH 6.1

El extracto de tejido hepdtico se prepard al 5% en solucién

de fluoruro de sodio 0.1 M (70).

Para la determinacién de actividad, se pipetearon en un
tubo de centrifuga 0.05 ml del sistéma antes mencionado y se puso
en bafio de agua a 37°C, se afadieron 0.05 m! del extracto hepdtico
y se incubaron 10 minutos; para el control de tiempo cero se ana-
di6 el &cido &ntes que el extracto hepdtico; la reaccién fué .
parada por la adici6n de 0.5 ml de &cido tricloroacético | M hela
do. Posteriormente se aforé a 10 ml con agua desionizada, se cen
trifugd para sedimentar porteinas y se tomaron alicuotas de 0.1 ml

para la determinacién de fésforo.

La hidrélisis de la glucosa-l1-fosfato se calculé como la
diferencia de fésforo inorgdnico entre los tubos incubados por -

10 minutos y los tubos de control de tiempo cero.
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Las unidades de actividad se expresaron como ym de fés-
foro inorgdnico liberados por gramo de higado por minuto. La -
actividad especifica se expresé como unidades de actividad enzi

matica por gramo de protefina.
ANALISIS ESTADISTICO

E1 andlisis estadistico para establecer la significacién
de las diferencias entre los distintos grupos se llevé a cabo uti

lizando la prueba de 't'" de "Student' unilateral no pareada.
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RESULTADOS Y DISCUSION
EXPERIMENTO |

En un experimento exploratorio, con 3 grupos de tres ra-
tas cada uno, alimentadas con las 3 dietas descritas en capitulos
anteriores, se encontrd que el consumo de las dietas hipoprotéicas
durante 21 dias deterioraba considerablemente a los animales pro-
duciendo: R.E.P. negativos de -1.3 a -1.8, disminuci6n de més del
50% en el tamafio del higado y disminucién importante de la concen
tracién de protefnas en dicho 6rgano; la concentracién de glucoge

no fué extremadamente baja.

En el experimento | (Distintos periodos de desnutriciébn),

se encontraron los resultados que se describen a continuacidn:

Comparando los cuadros || (testigo),IV y VI (dietas hipo-
proteicas) se muestra que las 2 dietas hipoprotéicas ocasionaron
R. E. P. negativos especialmente a partir del 9° dia del experi-
mento., EIl peso del higado fué mucho mayor con la dieta testigo
que con las dietas hipoprotéicas; el peso del higado en relacidn
al peso corporal mostr6, en el grupo testigo, una tendencia también
ligera a disminuir y en el grupo alimentado con la dieta de Maiz

al 5% préacticamente se mostrd estable,

Por lo que toca al contenido de glucégeno por 100 gramos
de higado, en la dieta testigo se observé un ligero incremento
(no significativo) hasta el 9° dia, seguido de una tendencia de-
creciente; con la dieta de Caseina al 5% y de Maiz al 5% se ob-
sevé un patrén semejante pero el pico ocurrié al 12° dia y alcan

z6 cifras mds altas que en el grupo control.
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El contenido heritico de proteinas y humedad se muestra
en los cuadros |1}, V y VIl. Como puede observarse tanto en el
grupo testigo (cuadro 111) como en los grupos con dietas hipo-
protéicas (cuadros V y VII) se encontrdé una elevacién en la --
concentracién de proteinas por 100 gramos de higado a partir del
6° dia, mientras que el contenido hep&tico de humedad se mantuvo
a lo largo del experimento sin diferencias importantes entre los

grupos,

Particularmente por los datos de contenido hepdtico de
glucégeno, se consideré que al 12° dia se tenian las mejores con

diciones experimentales de desnutricidn.



CUADRO II

RELACION DE SFICIENCIA PROTBICA ( Rei.P.) PESO DEL HIGADO Y CONTENIDO

HEPATICQO DE GLUCOGLENO EN RATAS ALIMENTADAS DURANTE DIFERENTES PERIODOS DE TIEMPO

CON UNA DIETA A BASE DE CASEINA AL 12.5%  (GRUPO TESTIGO).

Duraciénde
la alimen- Peso del higado Contenido hepético de glucdgeno
tacibén ex- R.E.P.
perimental (g) g/100g de (g) g/100g de | g/100g de
(dfus). peso corp. higado peso corp.
2 Le8 % 1.0 | 1.73%0.29 | 49420.651[{0.10320.025 |5.42¢1.17 |0.30320,081
o 3¢5 % 045 | 2:08%0:38 | 4e76%0.280| 0416120,040] 7+7620,80 | 0,369%0,060
9 2.8 * 0.4 24520427 | 4.96%0.403|0,200%0.,050|3,20%1,75 | 0,400%0,070
12 2.7 £ 0.3 | 3.0680.49 | 5.3580.477|0,24240,060|7.85%0,76 | 0.42220.081
15 2.9 % 0,2 | 3,22%0,67 | 5.72%0.382|0.231%0,031|6,47¥0.89 | 0.362%0,060




CUADRO III

CONTENIDO HEPATICO Di PROTEINAS Y HUMEDAD EN RAT4S ALIMENTADAS DURANTE

DIFERENTES PERIODOS DE TIEMPO CON UNA DIETA A BASE DI CASEINA AL 12,5%. (GRUPO TES

TIGO).
Duracidn de
la alimenta Proteinas Humedad
cién experi
ental. (g) g/100 g de | g/100g de (g) g/100 g de |g/100 g de
(dfas) higado. peso corp. hfgado peso corp.
2 0.236t0.039| 13.7440.95 | 0.678%0,094[1.06%0,170| 61.76%6.68 3.048%0,419
6 0.281%0.060]12.99+1.85 | 0.645¢0.074| 1,300,206 | 59.15%3.45|3.022%0,289
9 0.487£0.036|20,0042,20 | 0,993$0,142| 1,43 20,209 | 58.09¥3.69]2,883¢0.279
12 04540£0,137] 17.51%1.49 | 0.943%0,168|1,92%0,364 | 62.71£1.80]3.362%0.389
15 0.540%0,058]17.09%2.15 | 0.809%0.143} 2,17%0,434 | 6776114503 ,274%0,817




CUADRO IV

RELACION DE EFICIENCIA PROTEICA, PiSO DEL HIGADO Y CONIENIDO HEPATICO DE
GLUCOGENO EN RATAS5 ALIMENTADAS DURANTE DIFERENTES PERIODOS Dk TIKMPO CON UNA DIETA A

BASE DE CASE

INA AL 5%,

Duracién de
la alimenta Peso del higado Coentenide hepitico de glucbgeno
cién experi| R.E.P.
mental. (g) g/100 g de (g) g/100 g de| g/100 g de
(dias) peso corpe higado peso corp.
2 +0,13t2,28| 1.46%0.173 4.5910.26} 0,07120,017|4.85t0.,87 |0.234x0,046
6 -0.93%0,24| 1.3020,200 4.,10%0.516| 0,08610,032 6.76%1.88 |0,282%0,107
9 =1.62%1.53 | 1.34%0.150| 444t0.473|0.094%0,073]|7,00%0.23 [0.313£0,08%
12 «1.93%1,17| 1.32%0.110]| 4,180,497 0,126%¥0,011] 9,58%0.49 |0.39920.043
15 -1.9621.06 1,22%0,140| 4.02%0,530 0,088%0,008| 7.2520.98 | 0,290t0,028




CUADRO V

CONTENIDO HEPATICO DE PROTEINAS Y HUMuDAD EN RATAS ALIMENTADAS DURANTE

DIFERsNTES PERIODOS DE TISMPO CON UNa DIETA A BASE DE CASBINA AL 5%.

Duracidn de

la alimenta Protefinas Humedad
cibn experd]
mental, (g) g/100 g de | g/100 g de (g) g/100 g de |g/100 g de
(das) hfigado peso corpe hfigado Peso corp,
2 0.175¢0,019( 12,13%1,99 |0.550%0,082|0,94%0,150]67.8622.7L 3.074¢0,312
6 0.140%0,021§ 11,73%20.85 | 0,442%0,048|0,82¢0,115163,13% 2,92|2.59320,361
9 0,231%0,043{17.20%3.03 | 0,761%0,122|0.8320,089|61.9441,77 | 2.75620.365
12 0.21720,015] 16.49%1,62 | 0,686£0.058(0.,9240,050|68,9022,97 |2.88220.314
15 0.209%0,03117.07%1.63 |0,68240.086{0,84+0,104 |68,6021.31 | 2.76320.387




CUADRO VI

RLACION Di EFICLENCIA PROFSICA ( ReE.P.), PESO DEL HIGADO Y CONTLNIDO HE
PATICO DE GLUCOGENO EN RATAS ALIMENTADAS DURANTE DIFERENTES PERIODOS DE TIEMPO CON

UNA DIETA A BAsk DE MAIZ.AL 5%.

Duracibn de
la alimental R.E.P. Peso del higado Contenido hepético de glucbgeno
cibn experd
mental. (g) g/100 g de (g) g/100 g de| g/100 g de
(dfas) peso corp, higado. peso corp.
2 =~1.49t4,00 | 1,38%0,22 | 4.26%0,267 |Q.06420,015| 4.76%0.79 0.,197+0,032
6 =0.42%1,89 | 1,32%0,22 | 4.12%+0.451 |0,090%0,043| 7.50%2,70| 0,276%0,117
9 =~1.64%1,19 | 1,250,428 | 4.,03%0,565 | 0,088*0,038] 6.80%1,61| 0,280%0,096)
12 =«0.78%2,00 | 15320428 | 463540e39% | 0s14520,045] 9e45%2403 | 0,413¢0,101
15 ~1,00%0,78 | 1,48%0,18 | 4.38£0.573 | 0.11520.006 7.27£0.18| 0.346%0,017




CUADRO VII

CONTENIDO HEPATICO D& PROTEINAS Y HUMEDAD EN RATAS ALIMENTADAS DURANTE

DIFSHENTES PERIODOS DE TIEMPO CON UNA DIETA A Baui Di MAIZ AL 5%.

Duracién de

la alimenta Proteinas Humedad
cibn experi .
ental. (g) g/100 g de |g/100 g de (g) g/100 g de | g/100 g de
(dfas) hfgado peso corp. hf{gado peso corp.
2 0.178%0,015| 13.30%2.88|0.561%0,085|0,8920,150|61,11%1,88 | 2,733%0,187
6 0,14220,019| 11.163.02]0.45120.066|0,81£0,146|61.04%5.31 | 2,515%0,290
9 0.20920,040 | 17.16¢3.28]0,68220,109]0.75%0,117|60,90%4.88 | 2.439%0,187
12 0.,254%0,071) 16,14t1,26{0,71520,126! 1,00£0,169| 66,1043 .00 | 2,880£0,196
15 0,218%0,017 | 14.89%1.82|0,64420,034!0,98%0,129]66.50t1.32 | 2,922£0,415
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EXPERIMENTO Il

Este experimento se llevé a cabo para determinar las con-
diciones mds propicias de recuperacidén de la desnutricién., Con-
viene comentar los resultados de un experimento exploratoria pre-
vio, en el que se alimentaron grupos de 3 ratas con cada una de las
dietas previémente descritas, durante 21 dias seguidos de periodos
de recuperacién de 15 y 30 dias con la dieta de Casefina al 12,5%.
Los resultados con 15 dias de recuperacién se muéstran en la cua-
dro Vit Se puede observar el profundo efecto, que las condicio
nes experimentales tuvieron sobre la Eficiencia Protéica durante
los 21 dfas del perfiodo de desnutricién. Al administrar la dieta
de recuperaci6n la R.E,P. de los grupos previamente alimentados
con las dietas hipoprotéicas se elevé en forma importante; asi
mismo el peso del hfgado por 100 g de peso corporal y el conteni.
do hepdtico de glucébgeno fué mucho mayor en los grupos previamen-
te desnutridos. Los datos anteriores indican que es posible re-
producir en las ratas la hepatomegalia de la recuperacién. Los
datos de contenido hepdtico de glucégeno, adn cuando muestran una
acumulacién significativamente mayor en las ratas recuperadas es-
pecialmente aquellas que habfan sido desnutridas con la dieta de
‘Maiz al 5%, no pueden interbretarse adecuadamente debido a que
fueron obtenidas después de un ayuno muy prolongado con la consi

guiente deplecién de glucégeno.

Los datos con 30 dias de recuperacién se muestran en el
cuadro IX. El aumento en la R.E.P, al cabo de la recuperacion
durante 30 dfas fué un poco mayor que en las ratas recuperadas

durante 15 dias. Se observa nuevamente el fenbmeno de clara he-
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patomegalia y acumulacién de glucSgeno especialmente en las ratas

desnutridas con la dieta de Caseina al 5%.

Cabe notar que después de 30 dias de recuperacidn los anji
males a los que se les habla provocado desnutricién con la dieta de
Mafz al 5% mostraba1dato§ muy sugestivos de normalizacién es decir
de adecuada recuperacién. Por lo tanto se puso en evidencia la ne
cesidad de explorar perfiodos mucho menos prolongados de recupera-

cibn,



CUADRO VIII

RELACION DE EFICIENCGIA PROTEICA EN RATAS ALIMENTADAS CON DIETAS DE

CASEIRA AL 12.5 %, 21 5 % Y MAIZ AL 5 % DURANTE 21 DIAS Y EN SU RECUPERACION
CON DIETA DE CASEINA AL 12.5 % POR 15 DIAS. PESO HEPATICO, CONTENIDO HEPATICO DE
GLUCOGENO Y PROTEINAS AL FINAL DEL EXPERIMENTO.

R.B.P. R.E.P. Peso del hfgado Contenido hepftico de:
Prg;eiga 21 dfas. 15 dfas. Glucégeno | Protefnas
dieta, Desnutri - |Recupera - (g) g/100 g de 100 g de |g/100 g de
cidn. cibn. peso corp. gado. higado.
1
cggf5ga 2.6610,21 | 1.45%0.30 | 2.55%0,04]| 2.80%0,07 0.016%0,007|19.990.08
i
cagfoga =0,38%0,85 2.,02%0,37 | 1.9520.15] 3.33%0.36 | 0,022%0,004 l7.02tl.00
Malz N .
Se «0,8980,56 | 2.1410.62 | 2,19%0.19] 3.18%0.38 | 0,031%0,003| 17.62%0.29
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COGENO Y PROTEINAS AL FINAL DEL EXPERIMENTO.

CUADRO IX

RELACION DE EPICIENCIA PROTEICA EN RATAS ALIMENTADAS CON DIETAS DE CA-
SEINA AL 12.5 %, AL 5 % Y MATZ AL 5 % DURANTE 21 DIAS Y EN SU RECUPERACION CON
DIETA DE CASEINA AL 12.5 % POR 30 DIAS, PESO HEPATICO, CONTENIDO HEPATICO DE GLU

——

Proteina R.E.P. R.&.P. Peso del hfgado| Contenido hep&tico de:
en la 21 dfas. 30 dfas. Glucbdgeno | Proteinas.
dieta. | Desnutri = |Recupera=- (g) g/100 g de’| g/100 gde |g/100 g de

cibn, cidn. peso corp. | higado higado.
Caseina
. 2.,03t0.21 | 2.11%0.,06 |2.64%0,19 | 2.43%0,28 |0,032%0,021 | 20,33£0,26
Caseina
. =1.1520.56 | 2,1720,55 | 2.58%0449 | 3.44%0.78 [0,060£0,041 | 19.74%4 .07
Mafz
5e0% «0,4620,67 | 2,7520.65 | 2,8020,31 | 2,96%0.49 |0.014*0,007 | 18.50%1.85
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El experimento || propiamente dicho se llevé a cabo con
3 grupos de 20 ratas cada uno, de peso y caracterfisticas simila-
res, a las que se les administraron respectivamente, las dietas
de Maiz al 5% Casefna al 5.0% y Caseina al 12.5% durante 12 dias,
perfodo previamente seleccionado como el m&s adecuado. Al cabo
de los doce dias los dos primeros grupos fueron alimentados con
una dieta de 'recuperacién " a base de Caseina al 12,5%. Se sa-
crificaron 5 ratas de cada grupo a las 24 horas, 3 dfas, 5 dias
y 7 dias manteniéndose a los animales en ayuno durante la Gltima

hora antes del sacrificio.

Los resultados de éste experimento se pueden observar en
los cuadros X, X| (grupo testigo), XIl, XIl1l (Caseina 5%), XIV,
XV (Mafz 5 %). En los cuadros X y X| se puede observar los re-
sultados con el grupo testigo. Vale la pena hacer notar una li-
gera tendencia, significativamente no estadistica, a una mayor -
masa hepdtica con respecto al peso corporal con el transcurso de
la recuperacién, tendencia que no estuvo acompanada de cambios -

importantes en la concentracién hepdtica de glucbégeno y humedad.

En los cuadro XII y XIIl se presentan los resultados ob-
tenidos en las ratas desnutridas con ia dieta de Casefna al 5.0%
y realimentadas con una dieta de Casefna al 12.5%. Puede obser-
varse el gran incremento de la R.E.P, a medida que los animales
pasan mayor tiempo en perfodo de recuperacibn; el peso del higa-
do/100 g de peso corporal sufre un importante incremento mientras

que la concentracién de glucbégeno/100 g de higado alcanza su mayor

valor en los tres primeros dias y después cae en forma significativa
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En los cuadro XIV y XV se presentan los datos obtenidos

en las ratas alimentadas durante 12 dias con una dieta a base de
Mafz al 5.0% y realimentadas, con una dieta a base de Caselna al
12.5% en este grupo el valor mds alto de R.E.P se alcanza al ter
cer dia de recuperacién. La masa hepdtica/l100 g de peso corporal
aumenta conforme transcurre el perfodo de recuperacitn pero las di
ferencias no fueron significativas excepto cuando se comparan !a
masa hepatica del primer dia contra la del séptimo dia. El conte
nido hepatico de glucdégeno aumenta en forma muy importante al
tercer dia de recuperacibén y, después disminuyé en forma significa
tiva. El contenido hepatico de gluc6bgeno aumenta en forma muy im
portante al tercer dfa de recuperacién y, después disminuyé en for
ma significativa. El contenido hep&dtico de protefnas y humedad se

mantuvo esencialmente estable durante todo el experimento.

Del experimento anterior se concluye que tres dfas de recu
peracién es suficiente para obtener un aumento en la concentracibn
hepdtica de gluc6bgeno con cierta hepatomegalia y que la prolonga-
ci6bn del tratamineto de recuperacién no permite demostrar cambios

m&s claros.



CUADRO X

REZLACION DE EFICIENCIA PROTLICA ( R.E.P.), PESO DEL HIGADO, Y CONTENIDO HEPATICO

DE GLUCOGENQ, EN RATAS ALIMENTADAS DURANTE 12 DIAS CON UNA DIETA A BASE DE CASEINA AL 12.5%
Y REALIMENTADAS DURANTE DIFSRENTES PERIODOS DE TIEMPO CON UNA DIETA A BASE DE CASEINA AL _

12,5% (GRUPO TESTIGO),

Duracién de

la realimen RoE.P. R.E.P. Peso del hfgado Contenido hepitico de glucbdgeno
tacién expe| 12 dias
rimental. Desnutri-| Recupera=.| = (g) g/100 g de (g) g/100 g de| g/100 g de
(dfas) |cibn. cidn, peso corps higado peso corp.
1 2.1720.48| 1.66%0.82 | 2.5620.42 4e65%0,80 | 0,177£0,051] 5.93%2,2410,318%0,050
3 2,8020,40( 1.84%1.03 | 3.04%0.64 4o60t0,46 | 0,180%0,041) 5.97%1,32]0,27740.071
5 2.31%0.29| 2.15%21.09 | 3.4610.77 5420%1,06 | 0,17740,084| 5.20%1,61}0,260%0,082
7 2e4720,8L]| 2,60%0.38 | 40252047 5.37%048 | 0,221%0,042| 5.34%1.29]0,283%£0,075




CUADRO XI

CONTLNIDO HEPATICO DE PROTEINAS Y HUMEDAD EN RATAS ALIMENTADAU DURANTE

12 DIAS CON UNa DISTA A BASE Di CASuINA AL 12,5% Y RuALIMENTADAS DURANTE DIFEREN-

TE DIFER&NTES PERIODOS DE TIEMPO CON Ulli DIWTA A Babk Dii CASEINA AL 1R.5% (GRUPO

TESTIGO) .
Duracién de
la realimen Proteinas Humedad
tacibn expe
rimental. (g) -/100 g de |g/100 g de (g) g/100 g de|g/100 g de
(dfas) higado. peso corp. higado. peso corp.
1 0/.1;6210.03714 18,13%3,.86]0,825%0,113 | 1.74%t0.313 68,86%1,16[3.,1520,575
3 0,429%0,0314 114--70*1.22 0.64510.082 2.06%0,423 65.5921‘03 3,1040,310
5 0,492%0,0129 14,06%20,98 0.75620.172 2.2520,513 65426%1.55] 3,4720.754
7 0.61420,035) 14.8921.66|0,78020,055 | 2.7520.364] 6, .77+1.63| 3.51%0.328




CUADRO XII

RELACION DE EFICIENCIA PROTEICA ( R.E.P.), PESO DEL HIGADO Y CONTENIDO HEPATICO
DE GLUCOGENO, &N RATAS ALIMENTADAS DURANTE 12 DIAS CON UNA DIETA A BASE DE CASEINA AL 5.0% Y
REALIMENTADAS DURANTE DIFERENTES PERIODOS DE TIEMPO CON UNA DIETA A BASE DE CASEINA AL 12.5%.

Duracién de
la realimen| R.E.P R.E.P. Peso del hfgado Contenido hepitico de glucbgeno
tacidn expe| 12 dias. : .
rimental. ~ |Desnutri - | Recupera- (g) g/100 g de
(dfas) |cibn. cibn. peso corp. (g) g/100 g de | g/100 g de
hfgado peso corp.
5 =082%0465 | 2.84%1,18 | 2,24%0.52 | 5.14%0.81 [0,086*0,020| 3,96%1,05 | 0,199%0.50
7 m0e1120,13 | 24588079 | 2.660,28 | 5,21%0,47 |0.083:0.041| 3.04*1,21 | 0,161%0,78




CUADRO XIII

CONITENIDO HEPATICO DE PROTSINAS Y HUMEDAD EN RATAS ALIMENTADAS DURANTE 12
DIAS CON UNA DIETA A BASE D& CASEINA AL 5,07 Y REALIMENTADAS DURANTE DIFERENTES PE~-

RIODOS DE TIEMPO CON UNA DISTA A BASE DE CASEINA AL 12.5%.

Duracién de
la realimen Proteinas Humedad
tacibn expe]
rimental. (g) ’g/lOO g de |g/100 g de (g) g/100 g de | g/100 g de
(dfas) hi{gado. Peso corpe. higado. peso corp.
i 042112 0,038 14.2%1,49|0,613¢0,106{ 1,00%0,189 68.5%1.26 2.9110,426
5 04305%0,065] 13.7%0,77| 04700%0.094 1,540,372 69,1%0.99 | 3,560,585
7 0.431%0.038 16.0%1.23|0.82520.055| 1.7920,185| 67.4£0.70 | 3,500,323




RELACION DE EFICISNCIa PROTEICA ( RiB.P.),

CUADRO XIV

PBESO DEL HIGADO, Y CONTZNIDO HEPATICO _

DE GLUCOGSNO, BN RATAS ALIMENTADAS DURANTE 12 DIAS CON UNA DIETA A BASE DE MAIZ AL 5.05 Y RE

ALTMENTADAS DURANTE DIFERENTES PERIODOS DE TIEMPO COM UNa DIETA A BASE DE CASEINA AL 12.5%.

Duracibén de

la realimen| R.E.P. R.E.P. Peso. del higado Contenido hepético de glucbgeno
tacibn expe| 12 dias.
rimentale. |Desnutri- |[Recupera - (g) g/100 g de (g) 100 g de |g/100 g de
(dfas) cién. cidn. peso corpe higado peso corpe
1 =0,93%1.34 1.2533 .14 1,62%0,28 4633%0.55 0.097+0.028 6,00¥1.31 0.261X0.060
3 ~0.28%0.65| 3.30%1.43 | 2.15%0.26 | 4.79%0.37 0.174+0,033] 8.08%0,70 | 0.383:0.055
5 -1,93%2., 14 2.9410.48 2e14%0,52 | 4e92%0.43 0111%0.003| 4095%1.21 0,207%0,068
7 ~1.511.41] 3.1920.57 | 2.7320.41 5,2621,03 | 0.125%0.090| 5.77%2.50 06248%0,164




CUADRO XV

CONTENIDO HEPATICO DE PROTEINAS Y HUMEDAD EN RATAS ALIMENTADAS DURANTE 12
DIAS CON UNA DIETA A BASE DE MAIZ AL 5.0% Y REALIMENTADAS DURANTE DIFERENTES PERIO-

D03 DE TIEMPO CON UNA DIETA A BASE DE CASEINA AL 12.5%.

Duracién de |
la realimen Proteinas Humedad
tacidn.expe ,
rimental, (g) g/100 g de| g/100 g de (g) g/100 g de|g/100 g de
(dfas) hfgado pPeso corp. higado peso corp.
1 0.265t0,078| 15.88£2,25|0717£0,172| 1.0920,167 |67.9x1.97 | 2.9520,300
3 0434420,074] 1641323,39]0.752£0,126{ 1.4420,18L |66.9%3.43 | 3.15%0,211
5 0029720,064] Lke05¥1,67|0.68920,070] 1. 4k4t0,35L |67,6%2,07 | 3,33%0,327
7 0414t 0.262| 15040%2,340,792%0,068| 1,7820.233 [680423.49 | 3.5420,767
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EXPERIMENTO 111

Para encontrar las condiciones 6ptimas de reaccibén de las
enzimas Glucosa-6-fostasa, Fosfoglucomutasa y «-glucano Fosfori-
lasa, que permitan medir los cambios de actividad en higado de ra
tas sujetas a distintas condiciones nutricias, se estudiaron algu
nos aspectos de la cinética enzimdtica de cada una de ellas como

son:
- Concentracién de enzima.

- Concentracibén de substrato.
- pH

- Tiempo de incubacitn.

Con las' técnicas que han sido descritas en el capfitulo de
Material y Métodos se obtuvieron los resultados para cada una de

las enzimas.

En todos los casos, las determinaciones de cinética enzimd
tica se repitieron hasta obtener buena reproducibilidad y resulta-
dos constantes. Todas las pruebas fueron corridas por duplicado y

las variaciones entre. los duplicados fueron menores al 5%.
GLUCOSA -6- FOSFATASA (EC 3.1.3.9)

Debido a que se utilizaron extractos crudos de higado, fué
necesario hacer la determinaci6én de actividad correspondiente a -
fosfatasas inespecificas en todos los casos (ver capitulo de Mate
rial y Métodos) y restarla a la actividad total para obtener la
actividad real de la Glucosa-6-fosfatasa. La actividad determinada
para estas fosfatasas ineépecfficas fué de un 7% de la actividad to

tal
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Al montar la técnica de actividad enzimdtica se observé
que 0.1 ml de &cido tricloroacético al 10% como indica la técnica
original no eran suficientes para parar la reacci6n, por lo que se
probaron distintos volumenes de A, T.C.: 0.1, 0.2, 0.3 y 0.5 ml y
se encontrd que el 6ptimo fué de 0.5 ml del &cido al 10% para pa-
rar la reaccibn,

- Concentracién de enzima.

Se probaron distintas cantidades de enzima: 0.05, 0.10,
0.20, 0.30 y 0.50 m} de un extracto crudo de higado al 5% en solu-
cién isotébnica de NaCl (0.85%) con una concentracibén constante de
substrato (7.5 ym de glucosa-6-fosfdto); la reaccién se corrib a
pH 6.5, y 30°C.durante 10 minutos. Los resultados se encuentran

en la gréafica |.

De las concentraciones probadas se eligié 0.2 ml del extrac
to crudo de higado al 5.0%, como la mds adecuada para la determina
cibén.

- Concentraci6n de substrato.

Se determind la actividad enzimética con 0.2 ml de un ex-
tracto crudo de higado al 5% y cantidades crecientes de substra-
to: 3.00, 3.25, 7.50, 10.50, 22.50, 30.00, 45.00 y 60.00 ym de glu
cosa-6-fosfato, durante 20° a 30°C y pH 6.5. Los resultados se ob

servan en la gréfica II.

Como se puede apreciar en la grafica, la velocidad de reac-
cién inicial es proporcional a la cantidad de substrato presente de
3.00 a 7.50 ym, después empieza a disminuir hasta que la curva llega
a ser de orden cero en 10 ym y la velocidad de la reacci6én se aproxi
ma en forma asintdtica a una velocidad constante que es la velocidad

m&xima de reaccién, La cantidad elegida para obtener la velocidad
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méxima fué de 20 ym de glucosa-6-fosfato.

Con los datos de la gréfica 1 y utilizando la ecuacibn de
Lineweaver Burk (73) se hiz6 el cédlculo para determinar la constan
te de Michaelis-Menten. Bajo las condiciones de reaccién ya descri
tas, la Km de la glucosa-6-fosfatasa fué de 1.61 x 10-4 M; en condi
ciones semejantes la Km reportada por Nordlie (76) para glucosa-6-

fosfatasa aislada de higado de rata fué de 4.2 x lO'uM.

-Curva de pH.

En la gré&fica 111 se observan las variaciones de actividad
correspondientes a distintos pHs: 6.0, 6.2, 6.7, 7.0, 7.5y 8.0 'pa
ra obtener estos valores de pH se utilizé una solucibn amortiguado
ra de glicil-glicina de pH 6.0 a 6.7 y solucién amortiguadora de
cacodilato de sodio de pH 6.7 a 8.0, introduciendose un punto de en
samble entre las dos soluciones amortiguadoras de pH 6.7 con el fin

de evitar variaciones de distintas especies ibnicas,

El pH 6ptimo de reacci6n para la Glucosa-6-fosfatasa con
0.2 ml del extracto crudo de higado al 5%, 7.5ym de glucosa-6-fos=~

fato, a 30°C durante 20 minutos fué de 6.5,

-Tiempo de incubacibn.

A fin de obtener resultados de actividad de la Glucosa-6-
fosfatasa que den buena sensibilidad al método se probaron tiempos
de reaccién de 5', 10', 20' y 30'; con 0.2 ml de extracto crudo de
hfgado al 5.0%, 7.5 ym de glucosa-6-fosfato a pH 6.5 y 30°C. Los

resultados se muestran en la gréfica IV.
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La actividad fué lineal con el tiempo hasta 30 ; en otros
exper imentos se midi6é la actividad hasta 60 minutos, observédndose
una disminucién a partir de los 45 minutos. El tiempo elegido pa
ra hacer las determinaciones de actividad de la Glucosa-6-fosfata
sa fué de 30 minutos, . punto hasta el cual no hay inactivacién de

la enzima.
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GRAFICA |

CURVA DE ENZIMA
(GLUCOSA-6-FOSFATASA)

0.05

8

0.10 0.15 8.20 0’30 0750 0.50
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Extracto de tejido hepdtico al 5.0 % en soluci6n isoténica de NaCl,
2.5 ym de glucosa-6-fosfato,
o5

Tiempo de incubacisn 10 a 30°C
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4 CURVA DE  SUBSTRATO
(GLUCOSA-6-FOSFATASA )
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3, 5% N5 32.5 30 Ls 60

SUBSTRATO (qn de G-6-PO,,)

B} 0.2 ml de extracto de tejido hepatico al 5.0 %.
pH 6.5,
Tiempo de incubacion 20° a 30°C.
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GRAFICA 111

gﬂ 0.1 ml de extracto de tejido hepatico al 5%.
S) 7.5;ém de glucosa-6-fosfato,
Tiempo de incubacién 30°a 30°C.

CURVA DE pH
(GLUCOSA-6-FOSFATASA)
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« Cacodilato de sodio
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6.0 6,0 6.5 6.7 7.0 745 8.0
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GRAFICA IV

TIEMPO DE INCUBACION
(GLUCOSA-6-FOSFATASA)
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4
10 20 30 ko ) 80
TIEMPO (min)
E} 0.2 ml de extracto de tejido hepatico al 5.0 %,
7.5 yn de glucosa-6-fosfato,

pH

6.5

a 30°C.
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Seglin los resultados obtenidos de los parametros estudia-
dos, las condiciones 6ptimas de reacci6n para la glucosa-6-fosfatasa
fuéron las siguientes:

-Concentraci6n de enzima: extracto crudo de tejido hepé-
tico al 5%, 0.2 ml.

-Concentracitn de substrato: 20 ym de glucosa-6-fosfato.

-Tiempo de incubacién: 30 minutos a 30°C.

-pH 6ptimo: 6.5. Buffer de cacodilato 0.1 M.

La técnica definitiva para la determinacidn enzimatica
fué la siguiente:
1) Pipetear en un tubo de centrifuga graduado:
-0.6 ml (60 yn) de la solucién amortiguadora de cacodilato
pH 6.5,
-0.14 ml (21 ym) de la solucidén de glucosa-6-fosfato
-0.1 ml de E.D.T.A. (0.2 ym)

-0.46 ml1 de agua desionizada

2) Preincubar a 30°C durante algunos minutos e iniciar la

reaccibn con la adicién de 0.2 ml del extracto crudo de tejido hepatico

3) Después de incubar 30 minutos parar la reaccién con

0.5 ml de &cido tricloroacético al 10%.
4) Aforar a 10 ml con agua desionizada,

5) Centrifugar a 600 x g y tomar alfcuotas de 0.1 ml para

determinar fésforo inorganico por el método ya descrito.

6) Corregir la actividad restando la que corresponde a las

fosfatasas inespecificas.
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FOSFOGLUCOMUTASA (EC.2.7.51.)

Como ya se menciond en la descripcién de la técnica para
esta enzima, es necesario separar la Fosfoglucomutasa de las fosfa-
tasas presentes en el extracto hepético. Desde luego, el primer mé-
todo que se describié en Material y Métodos y que corresponde al de
ultracentrifugacion era el mds adecuado, pero por problemas de dis-
ponibilidad de equipo, fué necesario cambiar a un método que consis-
ti6 en calentar el extracto de tejido hep&tico preparado en un medio
que contenia KCI 0.10 M, E.D.T.A. 0,006 M, MgCl2 0.006. M y solucibn
amortiguadora de acetato 0.2 M pH 5 a distintas temperaturas: 20°,
37°, b5°, 50°, 55° y 60°C; enfriarlo inmediatamente en hielo a 4°C
y centrifugarlo a 600 x g para sedimentar la protéfna desnaturali-
zada. En el sobrenadante se determiné actividad de Fosfolgucomutasa,
y de protefnas, y se compararon los resultados de actividad especifi

ca y actividad total para ver el avance de purificacién.

En este experimento se encontré que la actividad especifi-
ca aument6 con el incremento de temperatura hasta los 50°C, a partir

de la cual comenzé a disminuir la actividad de la Fosfoglucomutasa.

Los resultados indican una purificacién parcial en la que
la Fosfoglucomutasa por ser una enzima resistenteal calor conserva su
actividad hasta un calentamiento de 50°C. El decremento en la activi
dad total indica desnaturalizacién de otras enzimas termol&biles como
son las fosfotasas inespecfificas. En base a estos resultados se se-
leccion6 un calentamiento de 45°C del extracto hepdtico a pH 5 para
obtener un extracto mds puro de la Fosfoglucomutasa. Como el extrac
to de tejido hepdtico se encuentra a .pH 5 es necesario ajustar a pH

7.5 que es el 6ptimo de la reaccién.
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En. el extracto de tejido tratado en las condiciones men-
cionadas se hicieron los experimentos correspondientes a cinética
enzimdtica.

-Concentracién de enzima.

Se prepararon extractos con distintas proporciones de higa-
do:1.0%, 2.0%, 3.0%, 5.0%, 7.0% y 10.0% (equivalentes a 1, 2, 3, 5, 7
y 10 mg de tejido hepdtico en solucién isotbénica de NaCl respectiva-
mente), se tomaron alfcuotas de 0.1 ml y se determiné la actividad
enzimdtica con 4 ym de glucosa-1-fosfato durante 5 minutos a 30°C

y pH 7.5. los resultados se observan en la grafica V.

ta actividad enzimdtica aumenté en forma directamente pro
porcional a la cantidad de enzima eligiéndose 0.1 ml del extracto de
tejido hep&tico al 5.0% (equivalente 2 5 mg de tejido hepético) como

una concentracién adecuada para la determinacion.

-Concentracién de substrato.

Utilizando 0.1 ml de un extracto de higado al 5.0% se deter
mind la actividad enzimatica con cantidades crecientes de glucosa-1I-
fosfato: 1,2,4,6,10,14 y 18 ym a pH 7.5y 30°C durante 10 minutos. Los

resultados se observan en la gréfica Vl.

La velocidad de reaccién de la enzima aumenta con la concen
tracién de substrato hasta 6 ym de glucosa-l-fosf&to en donde la cur-
va de actividad enzimdtica empieza a ser de orden cero. Debido a que
la enzima es inhibida por altas concentraciones de substrato (glucosa-
1-fosfato), se eligiéron 6 yn de glucosa-1-fosfato para hacer las de-

terminaciones enzimdticas.

Con los datos delagré&fica VI y utilizando la ecuacidn de

Lineweaver Burk (73) se hizé el céalculo para determinar la constante
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de Michaelis - Menten. Bajo las condiciones ya descritas la Km fué
de 2.63 x lO'SM. E1 valor de Km reportado por Ray (74) para misculo

de conejo es de 6.3 x 10-5M.

-Curva de pH.

En la grafica VI| se observan las variaciones de actividad
correspondientes a distintos pHs: 6.5, 7.0, 7.2, 7.5, 7.7, 8.0. Para
obtener estos valores de pH se utilizé soluci6n amortiguadora de ca-
codilato de sodio de pH 6.5 a 7.2, y una solucibén amortiguadora de
glicikglicina de pH 7.2 a 8.0, introduciendose un punto de ensamble
entre las dos soluciones amortiguadoras para evitar variaciones de

distintas especies ibnicas.

-Tiempo de incubacion.

Con 0.1 ml de extracto de tejido hepatico al 5.0%, 4 ym
de glucosa-1-fosfadto a pH 7.5 y 30°C, se determind la actividad en-
zim&tica a distintos tiempos de reacci6n: 5, 10, 15, 20, 25 y 30 mi

nutos. Los resultados se obsevan en la grafica Vil.

Aunque se presentan s6lo los datos de 5 y 10 minutos, hu-
bo experimentos en donde se pudo apreciar que la reaccibn es lineal
con el tiempo hasta 15 minutos, por lo cual se eligi6é 10 minutos como
tiempo de incubacién para tener una velocidad de reaccibn que permi-
ta medir las variaciones introducidas por el disefio experimental pro

bado.
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GRAFICA V
CURVA DE ENZIMA
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ENZIMA (mg de tejido hepédtico)
E) 0.1 ml de extracto de tejido hepético a las concentraciones indicadas en so-
lucién isoténica de NaCl,
(8] 4 ym de glucosa-1-fosfato.
pH 7.5 i

Tiempo de incubacion 5° a 30° C.
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GRAFICA VI

CURVA DE SUBSTRATO
(FOSFOGLUCOMUTASA)

2 4 6 8 10 12 14 6 18
SUBSTRATO (ym G-1-PO0,,)

D

3] 5 mg de tejido hepdtico (0.1 ml de extracto de tejido hep&tico al 5% en solu-
cion isotbnica de NaCl).

pH Vv
Tiempo de incubacién 10° a 30° C.
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GRAFICA VI|
CURVA DE pH

(FOSFOGLUCOMUTASA )
3 %
e Cacodilato de sodio
xGlicil-glicina
AN byt 4 — A N
6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 pH

[E] 5 mg de tejido hepatico (0.1 ml de extracto de tejido hepatico al 5% en
solucibébn isoténica de NaCl),

[S] 4 ym de glucosa-1-fosfato.
Tiempo de incubacién 10° a 30° C.
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(FOSFOGLUCOMUTASA)
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5 mg de tejido hepatico (0) ml de extra
en solucién isoténica de NaCl),
L ym de glucosa-1-fosfato.
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cto de tejido hepatico al 5%
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De los resultados obtenidos de los pardmetros estudiados
se eligiéron las siguientes condiciones de reaccién para las deter-

minaciones enziméticas:

-Concentracién de enzima: 0.1 ml del extracto de hfigado
al 5% pH 5 (lo que en la grafica se expresa como 5 mg de tejido he
patico), tratado previamente con un calentamiento a 45°C, enfriado

a 4°C y centrifugado a 600 x g.

-Concentraci6n de substrato: 6 ym de glucosa-1-fosfato.

-Tiempo de reacci6n: 10 minutos a 30°C.

-pH 6ptimo: 7.5. Debido a que el extracto de higado esta
ba a pH 5 fué necesario en todos los casos ajustar el pH a 7.5 con
solucibn amortiguadora de glicil-glicina. Se observé que con 0.1
ml de extracto pH 5 era necesario agregar 1 ml de la solucién amor

tiguadora de glicil-glicina para obtener un pH final de 7.5.

La técnica definitiva para la determinaciébn enzimdtica fué
la siguiente:

1) Pipetear en un tubo de centrfifuga graduado:

-0.2 ml (6 qn) de glucosa-1-fosfato 0.03 M pH 7.5

-1 ml de buffer de glicil-glicina 0.0025 M pH 7.5

-0.1 ml de cisteina 0.1 M pH 7.5

2) Preincubar a 30°C en un bafio de agua e iniciar la reac-
cién por la adicién de 0.1 ml del extracto de tejido hepatico al 5%
pPH 5

3) Después de incubar por 10 minutos parar la reaccién con

1 ml de HyS0yp, 8 N.

4) Llevar el volumen a 5 ml con agua desionizada.
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5) Poner los tubos a hervir en bafio de agua durante 3 mind

tos para hidrolizar el remanente de glucosa-1-fosfato,

6) Centrigugar para sedimentar la protefna desnaturalizada
a 600 x g.
7) Tomar alicuotas de 0.5 ml del sobrenadante para la de-

terminacion de fésforo inorgdnico por el método ya descrito.

o(-GLUCANO FOSFORILASA (E.C.2.4.1.1.)

-Concentracién de enzima.

Utilizando 0.05 ml de extracto de tejido hepatico con
distintas proporciones de hfgado: 1.0%, 2.5%, 5.0%, 7.5%, 10.0% y
12.5%(equivalentes a 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 y 12.5 mg de hfgado
es solucién isotonica de NaCl respectivamente) se determiné acti-
vidad enzimdtica con § Hm de glucosa-1-fosfato, pH 6.1, durante 10

minutos a 37°C. Los resultados se observan en la gréafica IX

De las concentraciones probadas se eligi6é 0,05 ml de un
extracto de higado al 5.0% equivalente a 5 mg de tejido hépatico
como la adecuada para la determinacion.

-Concentraci6n de substrato.

Se determinarén las variaciones de actividad enzimatica
con cantidades crecientes de qucosa-l-Fosfato:I,Z,B,h y 5yny 0.05
ml de extracto de higado al 5% se observé una saturacién aparente
de la enzima a partir de 3 ym de glucosa-l-fosfato; eligiéndose 5§ Hm

para hacer la determinacibn enzimdtica.

Con los datos de la gréfica y utilizando el método de Li~
neweaver Burk (74). Se determiné la constante de Michaelis Menten

para la o-glucano Fosforilasa que resulté ser de 2.2 x 10-OM. 1a km
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reportada por Brow (77) para la Fosforilasa "a'" de masculo de cone

jo a pH 6.8 y 30°C y utilizando glucosa-1-fosfato como substrato -
fué de 5 x 107 3M.

-Curva de pH. )

Con variaciones en el pH de reaccién de: 5.3, 5.7, 6.1, 6.5
y 6.8 y utilizando 5 Hm de glucosa-l-fosfato se determiné la actividad
de las ol-glucano Fosforilasa a 37°C durante 10 minutos. (en este
caso el ajuste del pH se hizo directamente en la soluci6n que conte-
nia el substrato; glucosa-l-fosfato 0.1 M, glucégeno al 2%, AMP
0.03 My NaF 0.2 M pH 6.1). Los resultados se observan en la grafica
X1,

De los pHy probados se eligi6é como pH 6ptimo de reacci6n
6.1,

-Efectodel tiempo de incubacién.

Se determiné la actividad enzim&tica a distintos tiempos
de reacci6n: 5} 10} 20} 30'y 40' con 0.05 ml de extracto de tejido
hepético al 5%, 5 ym de glucosa-1-fosfato, a pH 6.1 y 37°c, los re

sultados se encuentran en la grafica XI|.

La actividad fué lineal con el tiempo hasta 20 minutos
en donde se establece una meseta, debido probablemente a desnatura-
lizacién de la enzima; por ello se eligi6 10 minutos como tiempo de

incubacio6n,
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concentraciones indicadas,
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1

Tiempo de incubacién 10° a 37° C.
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(8) 5 uym de glucosa-1-fosfato.

Tiempo de incubaci6n,10”.a 37°C.
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GRAFICA XI1I

TIEMPO DE INCUBACION
(x-GLUCANO FOSFORILASA)
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5 mg de tejido hepatico (0.05 ml de extracto
5 ym de glucosa-l-fosfato,
6.1, a 37°C.

T >

40
TIEMPO (min)

de tejido hepatico al 5%).
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De los resultados obtenidos de los pardmetros estudiados pa-
ra la R-glucano Fosforilasa, se eligiéron las siguientes condicio-

nes de reaccién para las determinaciones enzim&ticas:

-Concentracién de enzima: 0.05 ml de un extracto de tejido
hepatico al 5% (lo que en la gr&fica se expresa como 5 mg de tejido
hépatico).

-Concentracibn de substrato: 5 ym de glucosa-1-fosfato,

-pH 6ptimo: 6.1,

-Tiempo de incubacién: 10 minutos a 37°C.

La técnica definitiva para la determinacién de actividad en-
zimatica fué la siguiente:

1) Pipetear en un tubo de centrifuga graduado:

- 0.05 ml de la solucién que contiene (glucosa-l-fosfato
0.1 M, glucégeno al 2%, AMP 0.03 M y NaF 0.2M pH 6.1)

2) Preincubar a 37°C durante algunos minutos e iniciar la reac
cién con la adicién de 0.05 ml del extracto de higado al 5%.

3) Después de 10 minutos parar la reaccién con 0.5 ml de &cido
tricloroacético 0.1 M helado.

k) Aforar a 10 ml y centrifugar a 600 x g.

5) Tomar alicuotas de 0.1 ml para determinar fésforo inorgé-

nico por el método ya descrito.
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EXPERIMENTO IV

En el experimento |V, disefiado para establecer las condicio-
nes mas adecuadas de ayuno &ntes del sacrificio se utilizaron 5 gru-
pos de 3 ratas hembras de aproximadamente 60 g de peso, previamente
alimentadas con purina "ad libitum" y se les sujetd respectivamente
a0, 1,2, 3y 18 horas de ayuno, después del cual se sacrificaron y
se determind el contenido hepatico de glucégeno; asimismo se midid
la actividad de las enzimas e-glucano Fosforilasa, Fosfoglucomuta
sa y Glucosa-6-fosfatasa en el higado. Los resultados se presentan

en el cuadro XVI.

Puede observarse que, en este experimento, la concentracioén
de glucégeno hepédtico se mantuvo estable durante la primera hora de
ayuno, descendié en forma importante en las siguientes horas como -
era de 2sperarse, Paralelamente hubo un aumento de Glucosa-6-fosfa-
tase durante la primera y segunda hora, después una cafda en la ter-
cera hora y, en la muestra de 18 horas de ayuno se observé un aumen-
tr. importante. Estos datos no permiten asegurar si los resultados
obtenidos a las tres horas reflejan un fenémeno real o un artificio
a~ cécnica, pero muestra la similitud entre valores de 1 hora y ce-
ro horas de ayuno. La Fosforilasa mostré valores estables durante
las dos primeras horas, luego una caida y de nuevo aumenté a las 18
hhoras, Estos resultados son congruentes entre si y permiten concluir

sobre la conveniencia de no llevar a cabo el procedimiento de ayuno

antes del sacrificio.



CUADRO XVI

CONTLNIDO DE GLUCOGENO Y ACTIVIDAD D

GLUCOSA=6~FOSFATASA Y 4GLUCANO FOSFORILASA EN EL

HIGADO DE RATAS SUJETAS a4 DISTINTOS PERIODOS Di

AYUNO.
Tiempo de| Glucdgeno |Glucosa~6~ |¥Glucano 3
ayuno. g/100 g de |fosfatasa* |Fosforilasa.
(horas). | higado.
Cero 3.5520,350 |11,6031.003|12.843,55
1 3.67£0.463 [10.68%1.045 |13 4tk .53
2 2.43£0,297 |19.12¢5,170|13,21.08
3 1.58%0,255 |13.4980.020| 5.842.66
18 0.075t0.04924.9926,470{10.7%1.73

¥,a actividad

de

J,mPi g de higado/min.

as enzimas

esta expresada en
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EXPERIMENTO DE RECUPERACION NUTRICIA

Como ya se indicé anteriormente se formaron 4 grupos de §

ratas hembras recién destetadas como sigue:

Grupo YA'" o Experimental (ratas desnutridas y recuperadas).-
Se alimentaron durante 12 dfas con la dieta de Maiz al 5% y tres dfas

més con la dieta de recuperacién de Caseina al 12.5%.

Grupo "B" o Testigo (ratas desnutridas no recuperadas).- Se

alimentaron durante 12 dias con una dieta de Maiz al 5%.

Grupo '"C'" o Testigo secundario | (ratas adecuadamente alimen-
tadas durante 15 dfas).- Se alimentaron con una dieta de Casefna al

12.5% durante 15 dias.

Grupo '"D'" o Testigo secundario || (ratas adecuadamente alimen
tadas durante 12 dfias).- Se alimentaron con una dieta de Caseina al

12.5% durante 12 dfas.

Una vez trascurridos losperiodos sefialados se sacrificaron los
animales y se determin6é el peso del higado, la concentracién hepética
de glucégeno protefnas y humedad asi como la actividad de la *X-gluca

no Fosforilasa, Fosfoglucomutasa y Glucosa-6-fosfatasa.

En el cuadro XVI| se pueden ver el peso inicial, el peso final,
el consumo de protefnas y la R.E.P. tanto durante los primeros doce

dias como de los 3 Gltimos dfas de cada grupo,

Puede apreciarse que los pesos iniciales, fueron homogeneos,
El grupo "A" tuvo una pérdida de peso de casi 7 g durante los 12 dias

de desnutricién, pero en los tres dias de recuperacién tuvo un aumen-
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to de 7.3 g; el consumo de protefnas "ad libitum' con la dieta de
Mafz fué de s6lo 1.76 g en 12 dias aumentando a 2.27 g en sélo 3
dTés con la dieta de recuperaci6n. Asfi la eficiencia Protéica durante
el perfodo de desnutrici6n fué negativo (-3.8) volviéndose positivo
en una magnitud semejante en los tres dias de recuperacién. Puede
verse también que el grupo' ''C'", alimentado durante 15 dfas con Ca-
seina al 12.5 %, tuvo un aumento de casi 20 g durante los primeros
12 dfas y de 5.5.g m&s en los tres Gltimos dfas; el consumo total

de proteinas en el periodo completo fué de 10.5g y la Eficiencia pro
téica fué de 2.4, valor habitual para la Casefna, pero notablemente
inferior al obtenido durante la recuperaci6n por las ratas previamen

te desnutridas.

En el cuadro XVIIl se presenta el peso del higado y su con-
tenido de glucégeno, proteinas y humedad. Puéde observarse que las
ratas alimentadas con Mafz (grupo "B") alcanzaron solamente 1.2 g
de peso hep&tico en comparaci6n con 2.32 g que alcanzaron las ratas
alimentadas con Caseina al 12.5% durante 12 dias; las ratas desnutri

das y recuperadas alcanzaron casi 2 g de masa hepéitica,

Expresando el peso en relacibn al peso corporal es evidente
que las ratas recuperadas de un perfodo de desnutricién (grupo "A")

alcanzan la relacidén m&s alta, lo que es equivalente a hepatomegal ia.

En cuanto al contenido de glucégeno por 100 g de higado, las
ratas desnutridas tuvieron los valores m&s bajos mientras que las des
nutridas y recuperadas tuvieron una concentracién pr&cticamente del

doble,
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La concentracién de protefnas por 100 g de higado fué seme-
jante en todos los grupos excepto en el alimentado con Casefna al
12.5% por 15 dias que fué ligeramente mis bajo. Similarmente el con
tenido de humedad por 100 g de higado fué ligeramente m&s alto en los
grupos YA'' y 'C!" que estuvieron 15 dias en experimentacién, pero de-

bido a la variabilidad de los resultados obtenidos las diferencias no

fueron estadisticamente significativas.

En el cuadro XIX se muestra la actividad especifica de la
%-glucano Fosforilasa, Fosfoglucomutasa y glucosa-6-fosfatasa en
el higado de los diferentes grupos de animales. Puede observarse -
que los valores més altos de e«-glucano Fosforilsasa y glucosa-6-fos
fatasa son los correspondientes al grupo de,ratas desnutridas duran-
te 12 dfas (no recuperadas) y que estos valores disminuyen en forma
importante en el grupo de ratas desnutridas durante 12 dias y recu-
peradas durante 3 dias. Inversamente, los valores mas bajos de Fosfo
glucomutasa corresponden a las ratas desnutridas y los mds altos a -

las ratas desnutridas y recuperadas.

En el cuadro XX se comparan estadisticamente los resultados
obtenidos en los grupos "B'" y"D'" lo que permite ver el efecto de la
desnutriciébn. Son noiables las diferencias, tanto en cambio de peso
como en consumo de protefnas y eficiencia protéica. Conviene comen-
tar que el consumo de protefnas fué 3, 5 veces menor con la dieta de
Mafz pese a que la concentracibén protéica de la dieta de Casefina era
solamente 2.5 veces mayor. Este consumo anormalmente inferior de pro
tefnas se debe no solamente al exceso relativo de calorias en la die-
ta de Mafz sino muy probablemente, a anorexia debida a la baja calidad
de la proteina, respuesta adaptativa que ha sido sugerida por Harper

(78).
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El peso del higado por 100 g de peso corporal fué semejante
en ambos grupos mostrando ausencia de hepatomegalia. La concentracion
de glucégeno por 100 g de higado fué mucho mayor en las ratas alimen-
tadas con Casefna, fenbmeno para el cual no se tiene una explicacion
adecuada. La concentracién de proteinas y humedad por 100 g de higa-

do fué muy similar en ambos grupos.

Aunque el grupo alimentado con la dieta a base de proteina de
Mafz al 5% mostré una ‘actividad especifica de «-glucan Fosforilasa y
glucosa-6-fosfatasa ligeramente mayor y una actividad especifica de
Fosfoglucomutasa menor que en el grupo bien alimentado,las diferen-

cias no fueron estadisticamente significativas.

De estos datos puede concluirse, que la desnutricién no produ
jo hepatomegalia ni cambios en el contenido de proteinas y humedad
por 100 g de higado y que no hubo cambios significativos en el patrén
de las enzimas estudiadas. No obstante la falta de significancia es-
tadistica de los datos de actividad enzim&tica, los datos son congruen
tes con una mayor glucogenolisis en el grupo desnutrido que se ven con

firmados por un menor contenido hepdtico de glucégeno.

En el cuadro XX| se comparan los principales resultados obte-
nidos en los grupos "A'" y "B y se muestra el valor estadistico de las
diferencias. Al compararestos dos grupos se observan los cambios debi
dos a la recuperaci6n. Puede verse que ambos grupos perdieron peso du
rante los doce dias de desnutricién y que su consumo de proteinas fué
sumamente bajo obteniendose relaciones de eficiencia protéica con sig-
no negativo; en estos tres fndices no hubo diferencias significativas

entre ambos grupos.
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Durante los tres dias de recuperacioén del grupo "A" se logré
un aumento promedio de mé&s. de 7 gramos en el peso corporal y una in-
gestidn de proteinas correspondientemente elevada y que, en sbélo tres
dias, fué superior en un 30% a la obtenida en los 12 dfas previos.

La Relaci6n de Eficiencia Protéica que habfa sido de -3,8 en los pri-
meros 12 dias, cambié a +3.8 en los 3 dias de recuperacién. Cabe
notar que este valor de Eficiencia Protéica fué el mis alto encontra
do en todos los grupos, confirmando el hecho ya conocido de que el
organismo desnutrido es capaz de una mayor eficiencia de aprovechamien

to de una dieta adecuada que los organismos normales,

El peso del higado por 100 g de peso corporal aumenté en for
ma importante durante la recuperacién ( p< 0.005), es decir, que hu
bo franca hepatomegalia. €Esto revela que fué posible, en las condicio
nes de este experimento, reproducir el fenbmeno de hepatomegalia que se
encuentra en la recuperacidn de los nifios desnutridos. La concentra-

cidén de glucdgeno por 100 g de higado fué dos veces mayor en el grupo

recuperado ( p <0.005) lo que permite establecer un paralelismo entre
la acumulacién de glucégenov y la hepatomegal ia y permite confirmar la

hipbtesis de que durante la recuperacibn existe dicha acumulacién.

La concentracién de Protefinas y Humedad en 100 g de higado fué

estadisticamente semejante en ambos grupos.

La actividaa especifica en el higado de la «glucamFosforila-
sa y Glucosa-6-fosfatasafué significativamente menor en las ratas recu
peradas mientras que la actividad especifica de la Fosfoglucomutasa
fué significativamente mayor en las ratas recuperadas, Este patrén es
el esperado en el caso de la acumulacién hepdtica de glucégeno y con-

firma la hipbtesis del experimento,
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Por dltimo en el cuadro XXi!| se comparan los grupos "A" y C"
es decir el grupo de ratas recuperadas de desnutricién y el de ratas

al imentadas adecuadamente durante 15 dias,

Puede verse que durante los primeros 12 dias las ratas bien
alimentadas aumentaron 19 g mientras que las alimentadas con Maiz
perdieron 7 g de peso y que el consumo de protefinas fﬁé de casi 8 g
en el grupo bien nutrido contra menos de 2 g en el alimentado con 1a

dieta de Maiz.

Durante los tres dias de recuperacibén las ratas desnutridas
subieron 7.3 g de peso mientras que las ratas bien nutridas solamente
5.5g. Es notable la diferencia entre la R,E.P, alcanzada de las ratés
en recuperacidn y la que muestran las ratas alimentadas con Casefna,
lo cual indica la eficiencia mucho mayor de utilizacién de la proteina
de la dieta en las ratas previamente desnutridas y que ya fué comenta-
da,

El peso del higado por 100 g de peso corporal fué significati
vamente mayor en las ratas recuperadas confirmando la hepatomegalia,
no sélo en relacién con las ratas desnutridas sino también en relacién
con las ratas bien alimentadas. Aun cuando la concentracié6n de glucé
geno por 100 g de higado fué mayor en el grupo recuperado, con respec
to al grupo bien nutrido (caseina 15% durante 15 dias) las diferencias
no son estadisticamente significativas debido a la variabilidad del fe
ndémeno. La concentracion de proteinas por 100 g de higado fué signi-
ficativamente mayor en el grupo recuperado; no se tiene una clara ex-
plicacién de las razones de este hallazgo pero cabe suponer que el va
lor para el grupo bien alimentado no es correcto ya que, si se consi-
deran los otros dos grupos, se puede ver que es inferior. La concen-
tracién de humedad por 100 g de higado fué muy similar en ambos gru-

pos.
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La actividad especifica de las 3 enzimas fué estadisticamente
similar en ambos grupos, lo cual significa que el patrén enzimdtico en
las ratas recuperadas no es realmente anormal sino que se normaliza

después de un patrén anormal durante ladesnutricibn



CUADRO. XVIl

CAMBIOS EN EL PESO GORPORAL, CONSUMO DE PROTEINAS Y REIACION DE EFIGIENGIA_PROTEICA EN GRU
P03 DE RATAS BIANCAS SUJETAS A GUATRO DIFERENTES ESQUEMAS DE ALIMENTACION ( PROMEDIO Y DESVIAGION ES~

TANDAR).

Gx'upoa de Cambio ReE.Pe R.E.P.

ratas segin | Peso Peso de poso Sonsung Durante 1os | Dursnte los
el esquema de| Corporal Corporal corporalfm de 12 dfas 3 dfas
alimenbacﬁnT !?igial ) Final(?) (g) Protefnad?) | iniciales. finales,

(1) (] (€) (e
A’-.-Bataa dﬁ_g 33-4 z 2057 2606 I 2005 '608 g 1066 1076 K 003
nutridas ¥y re & + + "308‘ ;- 4 0-“ 3.18 : 004,6
T 26,6 = 2,05 | 33,9 22,08 | 7,3 52,58 | 2,27 = 0,74

Bu-Ratas deg :

nutridas no 32’2 : 2.92 28-5 : 3036 "4.7 z 2.11 1590 L 0.26 "2.50 k4 1027

Q.~Ratas a= 33.4 : 2.41 5204 : 7.53 1900! 501‘1 7.35 3 1047
decuadamente |.
alﬁnentadas ’52-‘ .t 7n53 5709 : 8-87 565 : 1,81 2.65 ;4 0.92 2.41 E 0033 1.91 2 0.17
{15 dfag)

D.=Ratas a=-

decuadamente

alimentadaa 32'2 : 2092 4805 : 5.72 ]5.1 : 5.98 6.78 1‘ 1085 2.27 * 006‘7

{12 dias)

1l.= Para mayores detalles sobre los s

perimental,

2,- Para los grupos "A" y “C" ge dan dos resultados, arriba los corres
12 dfas y abajo los correspondientes a los 3 filtimos

dfan del experimento.

squemas de alimentacién consultese sl capftulo de Disefio Ex

ponddentes a los primeros



CUADRO XVIIl

PESO DEL HIGADO Y CONTENIDO HEPATICO DE GLUCOGENO, PROTEINAS Y HUMEDAD EN GRUPOS DE RATAS SUJETAS A
CUATRO DIFERENTES ESQUEMAS DE ALIMENTACION ( FROMEDIO ¥ DESVIACION ESTANDAR )

Grupos de
ratas segin Peso de | Peso de hi | Glucégeno | Glucégeno | Protefnas | Protefnas | Fumedad Humedad

el esquema de | higado gado /100g l:}itico hepdtico :?:aticaa lgx?:éticaa l;?ética hepdtica

alimentacion | = (g) de peso 100 hi- | g/100g de 100g de 100g de 100g de 100g de
(1) corporal. | gado. Peso corpe |higado. Peso corp. | higado. Peso corp.
A.~Rates deg

nutrides y re| 1.9320.096 | 5474300259 | 8.3521.17 | 048620.091 | 144742119 | 0.84120,055 | T102845.65| 4.0820,36

B.-Ratas des-
nutridas no 1.2110'.125 402810.’378 4006.!0072 0.16910.029 14024:2002 0.597:0-096 68.61:1036 2096:0029

L recuperadas,
Ce~Ratas ade~
cuadamente a= 2.9320.482 5007!00281 6.78:1-56 0033]\.’0.075 12082:1.65 0-636:0.065 71.381’1.76 3062:0.16
(13 dtagh.
15 diag).

D.-Ratas ade- ' ;

cuadamente a- 2.32:0.468 4.76.‘.0.733 7'0320.88 0.351:00085 u'w1072 007@:00153 6807210095 3027:0051

%:lment{:de)a 8
12 diag).

1.~ Para mayores detalles sobre los esquemas de alimentacidn consultese el capitulo de Disefio Experi-

mental.



CUADRO XIX

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE IAS ENZIMAS «-GLUCANO FOSFORIIASA

FOSFOGLUCOMUTASA Y GLUCOSA=6~FOSFATASA EN EL HIGADO DE GRUPOS DE RA=

TAS SUJETAS A CUATRO DIFERENTES ESQUEMAS DE ALIMENTACION ( PROMEDIO
Y DESVIACION ESTANDAR ).

Grupos de

ratas segin

el esquema de

alimentacion
(1)

Foaforila
4m de P.l
gado mln
de protei m.

Fosfoglncomuvasa
A,m de Pi/] 5
gd

proteina .

thcm—é;fbatmm
~4m de Pi de hi-
gado /g'

proteina.

A.~ Ratas deg
nutridag y rg
cuperadas.

138,17£23.20

456120991

91.99%9.43

e=iatas des=-
nutridas no

168,00%12,79

718,0%291.30

"118.46122,28

o™ 8 ads
cvadamente a=

limentasas.
dias)

145468224 643

98542 218,00

93 08889425

D.~Ratas adg-
cuadamente a-

15346315070

930,82209,70

105341534

1,- Para mayores detalles sobre los esquemas de alimentacién

consutlese el capftulo de Disefic Experimental,



CUDRO XX

EFECTO DE IA DESNUTRICION EN EL PESO CORPORAL , CONSWMO PROTEICO, REIACION DE EFICIENCIA PROTEICA, PESO DEL. HIGADO , CORTENIDO EEPATICO

DE GLUCOGENO, FROTEINAS Y HUMEDAD, Y ACTIVIDAD ESPECIFICA DE IAS ENZIMAS=(~GLUCANO FOSFORTIASA, FOSFOGLUCOMUTASA Y GLUCOSA-6~FOSFATASA EN EL HI-
GADO DE RATAS. COMPARACION ESTADISTICA DE UN GRUPO DE RATAS BIEN NUTRIDAS Y UND DE RATAS MAL NUTRIDAS:?

GlucSgeno

Esquema de | Cambio | Consumo R.E.P. |Peso higa Prote{nas | Hmedad a’m PL / g de hfgado / min../ g de protefma.
alimenta- de de d0/100 g |hepdtice. | Bepitieas | hepdtics
oién. peso. protefna | 12 dfas |de peso g g g Fosforilasa | Fosfoglpcomtzss | Gluncee-é~fosfe-
(g) (£ corporal. |de higado. | de hfgado | de higado tase.
o :
:z’:i: 5% =4eT42.1Y 1.9080426 | <2450%1427] 4428204378 4.0620,72 | 1402412.02| 68.61%2.36 | 168.5812.79| 718,04291.3 184622228
Se
L ad
ﬁzf&goﬁ 15.115,98] 6,781,285 6.7821.85] 447620,733| 7,0320.88 1408421, 72 ) 68.7280,95 | 153.6%50.70 930.84R09,7 10534 2534
lor de "t
de 6423 5408 6472 1,15 4el9 0413 0,111 0456 1,18 b 5574
Stmdent.
P < 0,005 €0,005 < 0,005 ¥s <€0,005 NS NS NS N NS

* Los grnpos estdn formidos por 10 ratas cada uno



CUADRO XXI

EFECTO DE IA RECUPERACION EN EL PESO CORPORAL, CONSUMO PROTETCO, REIAGION DE EFICIENCIA PROTEICA, FESO DEL HIGADO, GONTENIDO HEPATTCO DE
GLUGOGENO, PROTEINAS Y HUMEDAD, ¥ ACTIVIDAD ESPECTFICA DE IAS ENZIMAS <~GLUGAND FOSFORIIASA, FOSFOGLUCOMUTASA ¥ GLUCOSA~6~FOSFATASA EN EL HIGADO _
DE RATAS. COMPARACION ESTADISTICA DE UN GRUPO DE RATAS MAL NUTRIDAS Y UNO DB RATAS EN RECUFERACION NUTRICIA.

squema Cembi Col R.E.P  |R.E.P. Peso higa | Glucégeno | Protefnas | Bumedad m Pt/ g de higado/ min/ g de protefm
Enmmd: de $ ;:m ° 3 dfas do/ 100 g | hapético 2‘7"“”’ hepétics 7 .
cién. peso s puvteim‘. 12 dfas wés. de peso '3 100 g de | 27100 g de| Foaforilasa |Fosfoglucoay osa~6=
(g) () corporal. gado. higado. W gado tasa cafatase
pe g
lhgz.g’ o T42o11 | 149020426 | =R¢57+1027] 4e2880.378 4.0620.72 (1402442402 | 68,6141.36 [168.5812,%9 T18,08291.3 | 118.46122.26
12
e
Mafs 58, 12 |[=6.8%1,66 | 1.76%0.38 :
dfas; Caseina =3 484204441 30182046 | 5.74204259 (8352217 |1407421.19 | 71.2845.65 |138,17223,2 12454622099 91.99 943
12-5’, 3 dhs 7.3”.58 2.27!0.74
Va &
}g 3 1.56 04595 1.85 6436 4461 0,038 0491 1.86 2,93 2,18
de Student ; i
P RS NS . &8 < 0,005 €0,005 NS NS = 0,05 < 0,01 <0405

1.~ para el arupo "A® se dan dos valores para cambio de peso y consumo de protéfnas , arriba los corresporidientes a los primeros 12
dias y abajo los corresrondientes a los dltimos 3 dias del experimento.



CUADRO XXIT

COMPARACTON ESTADISTICA DE 10S RESULTADOS ( PESO CORPORAL, CONSIMO PROTEICO, REIACION DE EFICIENCIA PROTEICA, PESO DEL HIGADO, COHTE=
NIDO HEPATICO DE GLUCOGENO, PROTEINAS, Y HUMEDAD, Y ACTIVIDAD ESFECIFICA DE IAS ENZIMAS s ~GTUCANO FOSFORIIASA, FOSFOGLUCOMUTASA Y GLUCOSA=&=
FOSPATASA EN HIGADO ) OBTENIDOS EN UN GRUPO DE RATAS BIEN NUTRIDAS Y OTRO DE MAL NUTRIDAS EN RECUPERACION NUTRICIA.

Enquema de | Cambjo de e | ReE.P.. | RE,P. | Poso hfga| Glucdgeno| Protefnes | Humedad | om PL / g de B / min / g de prote
alimenta - | pe to(mio 3 dfas | d0/200 g | hepético hepdticas | hepdtiea v ¢ o 7RSS pretelus
oién. (e) ( R dias mda. de peso €

g g | Posforilasa| Foato ' Glucosambe
corporal. | Aigado de higedo.| de higado tase ciavm

fosfatasa.
IAI
Pats 5%, 12 | -6.861.66| 1.6r0.38
{as; Casefns s DeB4t04413 01880046 | 57480426 | BI5ELL 17 | 1oT4TLe19 | TL26$5.65 | 13817:23.20 | 1245.64209.9 | 91,9949043
]2-5’, 3 dfaa, 7322458 2274074 ]
Ga]saim 1908541 7,8781047
5% : 2e4140:33| 1.9140,17 | 5.0740428 | 6.7851,56 | 12.8241.65 | 71.38%1.76 | 145068224047 | 985.24218.0 | 93.8889.25
15 afas. 5551,81] 2.65¢0.92
Valor de 9,11 8,025
age 258 | 5.77 354 1.37 .93 0.,0317 0370 171 0,285
' LY, 04615 ;
P <°;°:5 <°‘g°5 < 04005 | <04005 | 0,005 NS <0.05 N8 §8 NS NS
, N
|

1.~ Para 21 grupo "A" se dan dos valores para cambio de peso y consuno de protefnas, arriba los correspondientes a los primeros 12 dias y
abajo los correspondientes a los ltimos 3 dfas del experimento.
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CONCLUC/IONES

1.- Se encontré que, en las condiciones de estos experimentos,
12 dias de consumo de una dieta a base de proteinas de Maiz al 5% pro

dujo un grado importante de desnutricibn.

2.- Bajo las condiciones sefialadas anteriormente, el consumo
durante 3 dias de una dieta a base de Caseina al 12.5% por ratas pre
viamente‘desnutridas provoca un aumento en la concentracién hepética
de glucégeno y cierto grado de hepatomegalia; la prolongacién del pe
riodo de recuperacibén no provoca mayor acumulacién de glucégeno e in

clusive el contenido de glucogeno tiende a disminuir,

3.- Se montaron las técnicas para medir la actividad de las
enzimas o&-glucano Fosforilasa, Glucosa-6-fosfatasa y Fosfoglucomutasa
en el higado de la rata, obteniéndose una sensibilidad suficiente pa-
ra detectar cambios debidos a variaciones en la dieta y en el estado
nutricio de los animales. Algunos pasos de dicha técnica fueron mo-
dif icados de acuerdo a las condiciones de este estudio, para ello; fue

necesario realizar el punto &4,

L.- Se estudiaron algunos aspectos de la cinética de estas
enzimas con el objeto de establecer las condiciones 6ptimas de reac-
cibn en cada caso, estos fueron: concentracién de enzima, concentra-

cién de substrato, pH y tiempo de incubacién,

5.- Se ecnontré que para medir adecuadamente las variaciones
que se buscaba determinar en este estudio, no es conveniente realizar

las determinaciones después de un perfodo de ayuno.

6.- Se comprobd que la recuperacidn de ratas desnutridas, se-

gin el esquema establecido a través de este estudio, produce una impor
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tante hepatomegalia.

7.- Se comprobé que dicha hepatomegalia coincide con una acu

mulacién importante de glucégeno en el hfigado.

8.- Se comprob6 que esta acumulacién de glucbégeno va acompa-
Aada de una disminuci6n en la actividad de ox-glucanofFosforilasa y
Glucosa-6-fosfatasa y de un aumento en la actividad de la Fosfoglu-

comutasa,

9.- En base a las conclusiones anotadas se considera que la

hipbtesis de este trabajo quedd probada.
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