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RESUMEN .

El metabolismo protéico del misculo esguelético, asi
como su capacidad funcional, son sensibles a alteraciones
en la alimentacidn, principalmente cuando esta es defi-
ciente en calorias y proteinas.

Alimentando ratas Wistar con purina y maiz en forma
de harina bajo el régimen "ad libitum", se obtuvieron
lotes control y problema respectivamente con el propdsito

de determinar el efecto que provoca la desnutricidn sobre
la actividad enzimdtica de la Creatinafosfoquinasa (CPK)
del misculo gastrocnémio.

Se valoraron algunos pardametros del estado nutricio-
nal (pesc corporal y muscular, biometria hematica, quimi-
ca sanguinea y muscular) y se observd el efecto del maiz
sobre el crecimiento de las animales.

Se observé un incremento estadisticamente significa-
tivo en la actividad enzimdtica de CPK en condiciones de
desnutricidn.

Se sugiere que el maiz como dnico alimento ingerido,
provoca desnutricidn; durante este proceso, el organismo
tiende a mantener su homeostasis, eonservando dentro del

rango normal algunos parametros metabdlicos.



I.~Introduccidn.
1.- Desnutricién.
1.1.- Definicién.

La desnutricidn es un estado de deficiencia en la
integridad estructural y/o del desarrollo, producida
por una discrepancia entre el suministro de nutrimentos
indispensables y la demanda especifica de los mismos
por parte de los tejidos. (Eslava,l1984;Turner,1970) En
funcién de lo anterior, se denomina individuo desnutrido
a aquel gue no ingiere cantidades suficientes y/o en
proporciones adecuadas de nutrimentos. (Lowenberg,l970)
1.2.-causas de la Desnutricidn.

La desnutricién se presenta en todo el mundo, pero
alcanza mayores proporciones en aquellos lugares donde
prevalecen la pobreza, la ignorancia y la supersticidn.
La desnutricién es causada por el balance negativo de
uno o mas nutrimentos, lo cual se traduce en una gran
variedad de cuadros clinicos, que dependen del érgano
o tejido qgue se vea afectado en mayor proporcién por la
desnutricion en funcidn del tipo de deficiencia nutricig
nal sufrida y de las necesidades del individuo.

Bourges (l971), propone que los factores due de--
terminan la desnutricidén son los siguientes:

A .- Factores Relativos al Agente. Se refieren a la ausen



cia o deficiencia absoluta o relativa de nutrimentos;
tal ausencia o deficiencia es determinada por la cali-
dad nutritiva de los alimentos.

B.- Factores Relativos al Huesped. Tienen su origen en
el individuo mismo y son determinados por la edad, el
sexo, la actividad y los estados patoldgicos de dicho
individuo.

C.- Factores Relativos al Ambiente. Se relacionan con
el medio ambiente que rodea al individuo y pueden divi-
dirse en:

a) Disponibilidad de los alimentos. Esta depende de
los factores geogrdficos, social, econdmico, capacidad
de almacenamiento, conservacidn, transporte e industria
lizacién de los alimentos, asi como de la importacidn y
exportacién de los mismos.

b) Consumo de alimentos. Fuertemente influenciado por
el factor econdmico y por los habitos alimenticios del
individuo.

1.3.- Etapas de la Desnutricién.

Durante la desnutricidén, considerada como un pro-
ceso continuo y progresivo, pueden observarse las si-
guientes etapas:

A.- Etapa de Buena Nutricidn. En esta etapa no hay des-

nutricidén, ya que existe un eqguilibrio entre la ingestidn
3



de alimento, las necesidades y las reservas nutritivas
del organismo.

B.- Etapa de Disminucién de Nutrimentos. La disminucidn
en la cantidad y/o calidad del alimento ingerido produ-
ce un decremento de las reservas nutritivas y de la.re-
sistencia al stress, asi como algunos cambios bioguimi-
cos.

C.- Etapa de Mala Nutricidén. Si el suministro de alimen-
to sigue siendo deficiente, el metabolismo se vuelve
anormal, lo cual origina alteraciones en principio fun-
cionales y posteriormente anatdmicas, gue representan la
lucha del organismo para adaptarse a condiciones nutri-
cionales cada vez mas precarias. (Bourges, 1981)

A partir de lo anterior se ve la necesidad de diag-
nosticar a tiempo la lesidn clinica de origen nutricio-
nal. (Pearson,l1962; Pearson,l1966)

En la figura 1 se presentan las principales técni-
cas empleadas para valorar el estado nutricional del in-
dividuo;

a) En primer lugar se menciona la historia dietética, ya
que mediante ésta pueden detectarse alteraciones nutri-
cionales de tipo carencial dietético o condicionado.

La primera se refiere a agquella situacidn en la gue no
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FIGURA l.- Principales técnica utilizadas para valorar el estado nutricional de un in-

dividuo; en la parte central se sefiala la secuencia de alteraciones causa-

das por la desnutricidn.



se ingieren las proporciones adecuadas de algun nutri--
mento por ignorancia y la sequnda se refiere a la caren
cia por alteraciones anatdmicas y/o funcionales del in-
dividuo que condiciocnan el tipo de alimento que éste
puede ingerir.
b) Cuando se trata de valorar la desaturacidén tisular,
sa emplean las técnicas de excrecidn urinaria y la de
concentracidén hemdtica del nutrimento.
La primera nos permite valorar la velocidad de excre--
cién de compuestos derivados del metabolismo en el su-
jeto desnutrido.
La segunda técnica nos permite conocer el nivel ;angui—
nec del nutrimento. Ambeos resultados deben ser relaciona
dos entre si.
¢) Cuando queremos realizar un estudio nutricional mas
fino, podemos medir la actividad de algunas enzimas o la
concentracidén de algunos metabolitos en un tejido en par
ticular, para de esta manera, determinar si existe o0 no
alguna lesidén bioquimica que generalmente conducen a la
lesién clinica de origen nutricional.
Estos estudios son poco comunes en clinica en contraste
con los sefialados en los incisos a y b, gque en muchos

centros hospitalarios, constituyen la rutina de trabajo

del nutridlogo.



1.4.- Consecuencias de la Desnutricidn.

Durante la vida de los mamiferos existen ciertos perig
dos, tales como el de la vida postnatal temprana, la ado-
lescencia y el embarazo, durante los cuales la ingestidn
de alimento de calidad y en cantidad suficiente, es de
suma importancia, en funcién de que durante estos periodos
la actividad metabdlica del organismo es muy elevada debido
a que sus sistemas celulares se encuentran en fase de pro-
liferacidn y/o diferenciacidén. Y si durante uno o mas de
estos periodos el individuo no recibe el aporte de alimento
necesario, se originard en él un subdesarrollo fisico, in-
telectual, social y emocional (LSpez Castro,l1977) lo cual
generard una serie de alteraciones que pueden agruparse co
mo sigue:

4) Cambios sanguineos.-Caracterizado por la disminucidn en:

a) la concentracién de Hb y proteinas totales.

b) la actividad de algunas enzimas del eritrocito.

c) la capacidad acarreadora del oxigeno.

d) el hierro sérico.

e) el Hto., ademds de un incremento en la actividad de

la Met-hemoglobina-reductasa.(Mason,1963; Hagler,1981)
B) Alteraciones musculares.- Rusdell y colaboradores (1984)

sefialan que durante la desnutricidén se produce una disminu-



cién en el peso del misculo, la velocidad de relajacidn y
la concentracidén de creatinafosfato, asi como un aumento
en la concentracién de calcio intracelular y un aspecto
irregular de la banda Z en las fibras de contraccidn ra-
pida, ademds de que la fatiga muscular ocurre a bajas
frecuencias de estimulacidn.

C) Alteraciones a nivel poblacional.- Al realizar estudios
sobre poblaciones de individuos desnutridos, Zubirdn y cola-
boradores(1974) encuentran un elevado indice de mortalidad
infantil, retraso en el desarrollo fisico, mental, sociocul-
tural y econdémico de los individuos, asi como una menor re-

sistencia a las infecciones por parte de esta poblacién.

1.5.- Desnutricidn en México.

A través de una serie de encuestas,realizadas en la
Repiblica Mexicana, sobre los hdbitos alimenticios de la
poblacién rural y urbana, Zubirdn y cols.(1962,19%63,1974) vy
Bourges (1971) han establecido lo siguiente:

a) La alimentacidén de la mayoria de la poblacién mexicana

es deficiente en calorias, proteinas y gran parte de las

vitaminas.

b) En las dreas rurales, el 60% de las calorias se obtie-

nen del maiz, cuyo consumo es dominante entre la poblacidn

de dichas areas.



c) La poblacidén del medio urbano consume una mayor varie-
dad de alimentos, sin embargo, el maiz sigue siendo basi-
co en su alimentacidn.

d) Tanto en la poblacidén rural como en al urbana, la ca-
lidad de la proteina ingerida es muy baja, debido a que
los alimentos que constituyen la dieta bdsica de ambas
poblacicnes contienen cantidades muy escasas de los a-
minodcidos triptéfano y metionina, los cuales son esencia-
les para el buen funcionamiento del organismo.(Mason,l1963)
e) Un alto porcentaje de mexicanos presenta desnutricidn
crdnica, cuya presencia se manifiesta unicamente por de-
fectos en el crecimiento y desarrollo y por una disminu-
cidén en la resistencia a las infecciones, sin existir o-
tras manifestaciones clinicas que permitan identificar el

estado de deficiencia nutricional crdnica.(Youmans,1964)



2.- Misculo Esguelético.
2.1l.- Carcateristicas generales.

Gran parte del volumen de las células del misculo
esquelético, lo ocupan sus elementos contrdctiles, las
miofibrillas; cada miofibrilla a su vez contiene miltiples
miofilamentos.

Las miofibrillas estan inmersas en el sarcoplasma, que
es el fluido intracelular del misculo, y que contiene glu-
cégeno, enzimas, producfos fermentados, ATP, ADP, AMP, fo§
fatos, creatinafosfato y electrolitos inorgdnicos ademds de

varios aminodcidos y péptidos.(Lenhinger,1982)

2.2.- Proteinas de las sarcdmeras y su participacién en la
contraccidn.

Las células del misculo esquelético estan constituidas
por dos tipos de proteinas:

a) Proteinas solubles en el agua del sarcoplasma, las
cuales constituyen del 20 al 25% de las proteinas totales
del misculo.

b) Proteinas filamentosas insolubles en el agua; actina
y miosina, que constituyen el aparato contrdactil del mis--
culo esquelético.

c) Otros componentes protéicos, como son tropomiosina,
troponina, la proteina C, la proteina de la linea M, asi
como la alfa y beta actina. Aljunos de estos elementos se

10



encuentran relacionados con la actividad contrdctil.
Resulta de gran interds la actividad enzimdtica de la mio-

sina, que actua como una ATPasa con las siguientes caracte

risticas:

1)
2)
3)

4)

Es estimulada por el calcio

Es inhibida por el magnesio

Es altamente sensible a la concentracién de KCl
Exhibe dos pH dptimos: a 6.0 y a 9.5 respectivamente.

En la figura 2 se representa esquemdticamente la orga

nizacidn estructural de la actina y la miosina, mostrdndose

la

te

da

de

de

na

te

localizacidn del sitio de unidén de ambas proteinas duran
el deslizamiento.

Durante la relajacidn, el sarcoplasma posee una eleva
concentracidén de MgATP_z. mientras que la concentracidn
Ca++ esta por debajo del umbral requerido para el inicio
la contraccidén. En esta situacidn, cada cabeza de miosi-

contiene dos moléculas de ATP & ADP y fosfato fuertemen--

unidos, de tal manera que la cabeza de miosina es inca-

paz de reaccionar con la actina de los filamentos delgados
cuyo sitio activo se encuentra cubierto por la tropomiosi-

na (Fig. 2, a) .Notese que unidos a la tropomiosina se en--

cuentran los tres compgnentes de la troponina (TN) ;TNt,TNc,

y TNi, estando el componente TNi en relacidn directa con el

11



ca
Ca++

(a) (b)

Figura 2.- Esquema del movimiento de la Tropomiocsina (TM)
durante la contraccidn muscular. La Troponina,
compuesta por tres subunidades, T,I,C, esta a-
sociada a la TM cubriendo el sitio de unicdn en
tre la Actina y la Miosina durante el reposo.
Al unirse los iones Ca++ a la subunidad C, ocu
rre un cambio conformacicnal en la TM provocan
do la exposicidn del sitio de unidn (BS) y con

esto la formacidén de puentes cruzados.
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sitio activo de la actina (Lenhinger,1982).
Cuando se recibe la seflal nerviosa, se libera Ca++

al sarcoplasma y debido a gue el componente C de la tro-
ponina presenta una alta afinidad a este idn, se unen in-
mediatamente provocando un cambio en la conformacidén de

la molécula de troponina (Fig. 2 b), dejando al descubier
to el sitio activo de la actina al cual se une la cabeza
de miosina que contiene ADP y fosfato unidos; la cabeza de
miosina experimenta entonces un cambio de conformacidn que

produce el deslizamiento de los filamentos (Hoyle, 1983)

2.3.- Importancia de la CPK.

Durante todo este proceso se requiere de energia, la
cual es obtenida a partir del ATP presente en el sarcoplas
ma. Sin embargo, este compuesto proporciona sélo 1/5 )
de la energia necesaria durante la contraccidn muscular;
el resto (4/5) de la energia se obtiene a partir de la
creatinafosfato (compuesto que constituye el almacen ener
gético de respaldo):; este compuesto es catalizado por la
creatinafosfoquinasa (CPK) segun la reaccién de Lohmann pa
ra dar origen al ATP necesario para mantener la contraccién
muscular. Esta reaccidén es reversible ya que el ATP forma-
do durante la glucdlisis o fosforilacidn oxidativa, reaccio

na con la creatina dando lugar a grandes cantidades de crea

13



tinafosfato.(Lenhinger,1982; Cervantes,1982)

El hecho de que exista un reservorio de energia, explica

porque la concentracién de ATP no disminuye durante perio-

dos breves de contraccidn muscular, pero si durante el e--

jercicio prolongado, en el que la concentracién de este

compuesto y de creatinafosfato se reducen significativamen
te.

Isocenzimas de CPK.

Las variedades moleculares de CPK se localizan en el
citoplasma, mitocondria (cara externa de la membrana inter
na) y algunos autores, entre ellos Tietz (1985) las han lo
calizado en la linea M de la sarcémera.

Las isoenzimas son denominadas de la siguiente manera:

CK-BB (CK-1l) .- Proviene del cerebro y presenta vestigios
de actividad en el suero normal.

CK-MB (CK-2) .- Se encuentra en el miocardio y es responsa-
ble de menos del 6% de la actividad total
del suero normal.

CK-MM (CK-3) .- Se le localiza en el misculo esquelético y
es responsable del 94-96 % de la actividad
enzimdtica presente en el suero normal.

Se han reprotado isoenzimas no usuales Que aparecen como

interbandas entre CK-MB y CK-MM, que se cree son complejos

de estas con inmunoglobulinas.

14



Se ha observado tambien CK mitocondrial que migra en sen-
tido catddico a CK-MM y que podria ser una cuarta iscen--
zima (CK-Mi), ésta es un dimero, sin embarjo a veces se
comporta como oliydmero y entonces es denominado Macro
CK-tipo 2. (Tietz,b1985)

Eppenberger y cols.(1964) analizaron mediante zimogramas*
la CPK citosdlica del misculc de rata adulta, establecie-
ron gue es la mas catddica y la describieron como un di-
mero de dos polipéptidos iqﬁales con un peso molecular de
81,000 D (dalton). La mas anddica fué la forma cerebral y
la miocdrdica se presenté en la parte intermedia.(Licea

Ventura,l981)

Actividad enzimatica de la CPK.

Generalmente la CPK es cuantificada en suero ya gque
representa el dafio que sufren ciertas células, musculares
en su mayoria, las cuales vierten su contenido citoplasmd-
tico al torrente circulatorio y de este modo, una medicidn
en suero refleja el dafio muscular.

El método para la determinacidén de la actividad enzimdtica
de CPK mas utilizado, es el método de Szasz (NAC-EDTA) a
25, 30 & 37 °C, aungue tambien existen otros que se funda-
mentan en cambios de absorvancia detectables a longitud de
* Zimograma.-Andlisis quimico que se realiza de una substan

cia para conocer el conjunto de precursores i-
nactivos (zimdgenos) que la componen.

15



onda cercana a los 340 nandmetros.(Tietz,1985; Tanzer,1959;

Szasz,1979)

A través de numerosas investigaciones y experimentos
clinicos, se han descrito una serie de eventos fisiocldgi-
cos en los que se observan incrementos significativos de
la actividad enzimatica de la CPK sérica, por ejemplo;

--- En infarto al miocardio

--- En traumatismo muscular

--- En distrofia muscular

Por lo anterior, podemos reconccer dgue la actividad de la
CPK esta intimamente relacionada con la fisiologia del mﬁf
culo, y cada vez que este tejido sufre alguna alteracidn
anatdmica o funcional, la actividad enzimdtica se ve incrE
mentada. (Krupp y Chalton,1985; Hughes,1974; Okinaka,et al,
196l; Pearson,l1963; Okano,l987; Graves,1987.)

La alteracidn, puede ser observada en las primeras etapas
del padecimiento, incluso en casos de distrofia preclinica,
es decir, cuando el sujeto aun realiza sus actividades nor-
malmente. (Andrew,1979)

Sin embargo, los estudios enzimdticos tambien pueden
realizarse directamente en un tejido u drgano particular,
mediante mecanismos que permitan vertir todo el contenido
citoplasmdtico en soluciones que, adicionadas de amortigua

dores adecuados, mantengan la estabilidad guimica del com-

16



puesto en cuestidn, ya que es necesario proteger a las en-
zimas de la gran cantidad de acido liberado desde las vacuo

las o en la ruptdra celular.

17



II.- Antecedentes.

Las alteraciones que sufre el metabolismo enzimdtico,
en diferentes Organos, durante la desnutricidén, ha sido te
ma de estudio para numerosos investigadores en las udltimas
4 décadas. Asi, Waterlow (1950), realizando sus observacio
nes en un grupo de nifios desnutridos de Africa, observé una
disminucion en la actividad de la colin-esterasa hepatica,
en tanto que Niemeyer (1961) detecta una disminucidn en la
actividad de la fosforilasa hepatica y propone que ésta,
puede ser una manifestacidén de la reduccidén en la sintesis
protéica o bien consecuencia de la disminucidén de las pro-
teinas hepdticas.

Por otra parte Stephen (1968),observé un incremento en la
actividad de las enzimas sintetasas en el higado de ratas
desnutridas, ademas de una disminucién en las enzimas in-
volucradas en el ciclo de la urea y sugiere gue esto se
debe a que durante la ingestidén de una dieta con bajo con-
tenido protéico, el organismo trata de optimizar la sinte-
sis de proteinas mediante la utilizacién de la mayor parte
de los aminodcidos que llegan al higado, por lo cual au--
menta la actividad de las sintetasas; en tanto que trata
de no eliminar compuestos protéicos en forma de urea, por
lo cual se presenta una disminucidén en la actividad de las
enzimas involucradas en el ciclo de la urea.

18



Waterlow (1969), supone que las modificaciones sufridas
en la actividad enzimdtica de los diferentes dérganos, cons-
tituyen una de las vias principales de la regulacidn metabé
lica, lo cual permite mantener la homeostasis del organismd
durante la desnutricidn y menciona la existencia de un pro-
ceso de adaptacién a la desnutricidn. Posteriormente, Olson
(1975), reporta el decremento en la actividad enzimdtica de
la Arginasa, Arginosuccinasa y Arginosuccinato-sintetasa, lo
cual ocurre al mismo tiempo que se registra una disminucidn
en la concentracién de Nitrdgeno urinario y con base en es-
to propone gue los cambios observados en la actividad en—
zimdtica, durante la adaptacidn a la desnutricidén, son in--
ducidos por la disponibilidad del sustrato.

Por otro lado, Lépez Castro (1977), observa que duran-
te la realimentacién de ratas desnutridas con dietas hipo--
protéicas, el higado presenta un tamafio superior al de las
ratas controles (hepatomegalia) y sugiere que esto es debi-
do a la acumulacidon de glucdégeno, lo cual a su vez es cau-
sada por una disminucidn en la actividad de las enzimas
alfa~-glucano-fosforilasa y glucosa-6-fosfatasa, asi como
por el aumento en la actividad de la fosfoglucomutasa.

Hagler (198l), demuestra que la administracidn de una
dieta deficiente en hierro, produce un decremento en la he

moglobina, la mioglobina del misculo esquelético y la con-
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centracién de citocromo C; todo esto, reduce la capacidad
oxidativa del misculo. Asi mismo muestra la presencia de
una adaptacidn especifica a la deficiencia de hierro.
Finalmente, Russell (1984) observa que la desnutricidén hi-
pocaldrica crénica provoca una reduccidén de la actividad
de las enzimas glicoliticas y oxidativas del misculo es-
quelético ademds de alteraciones en los soportes energéti-
cos intracelulares y el flujo de Ca++. Sugiere que estos
cambios pueden explicar la disfuncidn mecdnica observada
en el misculo esquelético, durante la desnutricidn.
En funcidén de lo anteriar, en el presente trabajo nos
hemos planteado el siguiente Objetivo General:
*%* Determinar la actividad de la enzima Creatinafosfoqui-
nasa (CPK) en ratas desnutridas, poniendo especial énfasis
en su relacidén con la actividad muscular. **#*
Objetivos Particulares:
l.- Obtener curvas de crecimiento de ratas control y des-
nutridas.
2.- Adaptar el método de la determinacidén de CPK sérica
(Lakeside) en homogenizado muscular.
3.~ Evaluar el estado nutricional de la rata Wistar macho
alimentada con Purina (testigo) y con harina de maiz

(problema) de acuerdo con la medicidén de los siguien-
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tes parametros:
a) Somatometria
b) Biometria hemdtica
¢) Quimica sanguinea y muscular.
4.- Determinar la actividad enzimatica de CPK muscular en

ambos lotes y comparar los resultados.
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III.- Material y Métodos.

Se utilizaron ratas machos de la variedad Wistar, que
nacieron y se mantuvieron bajo condiciones constantes en el
Bioterio General de la E.N.E.P. Iztacala.

El dia del nacimiento (dia cero postnatal), todas las
camadas se ajustaron a 8 crias y fueron amamantadas por la
madre hasta el dia 21 postnatal. Durante el periodo compren
dido entre los dias 21 y 40 postnatales, las crias fueron
alimentadas con Nutricubos Purina para rata.

A partir del dia 40 postnatal se formaron dos lotes:

Lote A.- La alimentacidén con Nutricubos Purina se continio
hasta el dia 100 postnatal. Los Nutricubos Purina contienen
alrededor del 28 % de proteina, ademds de una gran variedad
de vitaminas y minerales. (Purina S.A. de C.V. ), por lo
cual estos animales constituyen el grupo control.

Lote B.- Se alimentaron con una dieta de maiz en forma de
harina (MINSA), desde el dia 40 hasta el dia 100 postnatal,
Cabe seflalar que el maiz amarillo, como el utilizado en la
dieta experimental, contiene una baja concentracidén de pro
teinas (8.9 % ); ademas de que la proteina predominante es
la zeina, la cual posee una baja calidad nutritiva debido

a la carencia de aminodcidos indispensables como son Trip-

téfano y Lisina. (Herndndez,M. et al, 1977; Llanos,1984;
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Wohl, et al, 1968)

Tanto los animales control como los problema tuvieron
libre acceso al agua y al alimento.

El peso corporal de los animales éontrol Yy exXperimen-
tal fué registrado periddicamente desde el dia cero hasta
el 100 postnatal.

A los 100 dias de edad, los animales de ambos lotes
fueron sacrificados por decapitacion (figura 3), con el
objeto de colectar una cantidad de sangre suficiente para

efectuar andlisis posteriores. (Altman y Melby,1976;Laird,

1972; Mitruka y Rawnsley,1977; Vondruska vy Greco,1973).

Figura 3.- Sacrificio de los organismos por decapitacidn.
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En seguida se efectud la diseccidén y aislamiento de los
misculos gastrocnémio derecho e izquierdo, cuyos pesos
himedos fueron registrados en una balanza Dial-o-Gram,

Ohaus. (Figura 4)

R Ty
=y

Figura 4.- Balanza empleada para la determinacidén del

peso muscular.

Una vez que el misculo fué aislado y pesado, se colo-

¢S en una solucidén Buffer de fosfatos (pH= 7.3) y se man—-

tuvo en congelacidén hasta el momento de efectuar la cuan-
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tificacidén de la actividad enzimdtica de la CPK, la concen-

tracién de proteinas y de creatina musculares. Con el ob-

jeto de medir dichos pardmetros, el misculo fué homogeniza-
do mediante un rotor modelo VM de Lourdes Instruments Corp.

(Figura 5)

Figura 5.- Polytron. Instrumento utilizado en la homogeni-

zacién del tejido muscular.
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El homogenizado obtenido se centrifugd inmediatamente
a 18,000 R.P.M. durante 40 minutos, utilizando para ello
una centrifuga refrigerante modelo J-21 B de Beckman.( Fi-

gura 6)

BECKMAN"

Figura 6.- Centrifuga refrigerante utilizada con el pro-
pdsito de obtener un sobrenadante rico en en-

zima CPK.

Se separo el sobrenacante y se cuantificé:

l.- La actividad enzimdtica de CPK, mediante el empleo del
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Kit Monotest-b CK-NAC activado, prueba UV de Lakeside, el
cual utiliza como sustrato a la creatinafosfato, de acuer-

do a las siguientes reacciones:

Creatinafosfato + ADP CPK Creatina + ATP

ATP + Glucosa HK Glucosa-6-P + ADP

Glucosa-6-P + NADP G6PDHE Gluconato-6-P +
D e——

NADPH + H

De manera que mediante un espectrofotdémetro DU-70 de Beck-
man a una longitud de onda de 340 nm (Figura 7), se midid
la aparicién de NADPH + H' en la mezcla reactiva, para de
esta manera cuantificar la actividad enzimdtica de la CPK.
Cabe seflalar, que para medir la actividad de la CPK,
fué necesario realizar una dilucidén 1:100 del sobrenadante
ya gue éste presentd una actividad enzimdtica tan elevada
que no fué posible leerla directamente en el espectrofoto-

metro. (Oliver,1955: Recomendation of the German Soc.,1977)

2.- Proteinas musculares, para lo cual se empled el método
de Lowry (Whitaker,1972; Lowry, et al, 1951; Hartree, 1972;

y Gonzalez Moreno y Peflaloza Castro, 198l)

27



Figura 7.- Espectrofotdmetro Beckman DU-70 utilizado en la

determinacion de la actividad enzimdtica de 1la

CPK.
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3.- Creatina muscular, utilizando el método de Jaffé, segun
la técnica de Tierney y Peters. (Lynch, et al, 1969; Tierney

y Peters, 1943)

Por otra parte, utilizando la sangre colectada después
de la decapitacidn, se midieron los pardmetros gue a conti-

nuacidén se mencionan:

1.- Biometria hemdtica.

1.1.- Determinacidn de hemoglobina.(Lynch,1969)

1.2.- Medicién del Microhematocrito.(Lynch,1969)

1.3.- Cuenta leucocitaria.(Lynch,1969)

2.- Determinacidén de la glucosa, mediante el método de la
orto-toluidina. (Lynch,1969)

3.- Cuantificacién de proteinas totales, utilizando el mé-
todo de Biuret.(Lynch,1969; Whitaker,l1972; Gornall, et
al, 1949)

4.- Determinacién de la albumina, usando el método del ver-

de de bromocresol.(Lynch,1969)

La medicidén de estos pardmetros se efectud con el ob-
jeto de eostablecer claramente el grado de desnutricidn lo-

grado mediante la dieta de maiz.
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IV.- Resultados y Discusiodn.

1l.- Alteraciones en los pesos corporal total y del miscu-
lo gastrocnémio de ratas normales y desnutridas.

Con el objeto de conocer los efectos de la dieta de
maiz sobre los organismos problema, se eleboré una curva
de crecimiento (Figura 8), en la cual se observan cambios
en el peso corporal que experimentaron tanto el lote a-
limentado con nutricubos purina (control), como el lote
alimentado con maiz; ndtese que los organismos de este Ul

timo lote, prdcticamente dejaron de crecer desde el momen
to en gue se inicid la alimentacidn con maiz. )
En la figura 9 se han representado los pesos corporal
y muscular promedio de las ratas control y desnutridas a
los 100 dias de edad. El lote de animales alimentados con
la dieta experimental tuvo una reduccicon del 33% (t:7,9:A=
0.05), y 39% (t: 14,18;X=0.05)en los pesos corporal y mus
cular respectivamente. Esta pérdida de peso junto con la
reduccidn en la talla de los organismos, puede asociarse
con el hecho de que el maiz carece de aminoacidos indis-
pensables come la Lisina y el Trptdfano, asi como la vi-
tamina A (retinol), substancia que desempefia un importante
papel durante el crecimiento del organismo y que se pier-

de en el proceso de nixtamalizacidn. (Herndndez, et al,
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1977; Krause y Hunscher, 1975; Llanos, 1984; Nevin y Ver-
non, 1976;Hodges, 1979; Icaza y Behar, 1988).

La pérdida de peso tanto corporal como muscular en
ausencia de edema (como en el caso de nuestros organis-
mos problema), es un buen indicador del grado de desnu-
tricidén logrado con la dieta experimental; sin embargo
mediante la medicidn de otros pardametros tales como la
biometria hemdtica, glucosa, proteinas totales y albumi-
na se cuenta con una valoracién mas completa del estado

nutricional del organismo.

2.- Biometria Hemdtica en ratas normales y desnutridas:
Al realizar la biometria hemdtica se obtuvieron disminu-
ciones, estadisticamente significativas (t:7,7;e¢=0.05),
en los valores de hemoglobina y hematocrito del lote ex-
perimental. (Figura 10)
Estos resultados nos indican la presencia de un estado de
anemia en los organismos sometidos a la dieta de maiz. La
presencia de éste estado es confirmada por el hecho de que
los organismos experimentales presentan una reduccidn en
la concentracidn de hemoglobina corpuscular media (CHCM)
(Figura 11).(Lépez Herndndez, 1987} Sanderson, 1981).

La disminucidn .del hematocrito durante la desnutricién

puede explicarse de la siguiente manera:
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a) Por un aumento en la lisis de los eritrocitos, asi como
por una reduccidén en la vida media de los mismos. (Mason,
1963; Ganong, 1986).
b) Por una disminucidén en el efecto estimulante de la eri-
tropoyetina, la cual produce gque los eritrocitos no alcan-
cen su difereneciacidn total. (Krause y Hunscher, 1975; Ga-
nong, 1986)
c) Por la carencia de dcido ascérbico en la harina de maiz,
lo cual impide la adecuaﬁa absorcidn de hierro. (Herndndez
et al, 1977; Krause y Hunscher, 1975; Nevin y Vernon, 1976).
Al realizar la cuenta de leucocitos, se observd que
las ratas desnutridas presentaron valores inferiores a los
obtenidos en los animales control (Figura 1ll1l); esto puede
asociarse con la existencia de una reduccidén en el AMP ci-
clico, ya que como se sabe, éste compuesto regula la mito-
sis en los leucocitos. (Waterlow.J., 1975) Por otra parte,
Waterlow J. (1975) también ha sugerido que durante la des-
nutricién se reducen la capacidad fagocitica y la sintesis

de anticuerpos por parte de los leucocitos.

3.- Contenido de metabolitos séricos en ratas control y
desnutridas.
En la figura 12 se han representado los resultados ob-

tenidos al cuantificar las concentraciones de glucosa, pro-
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teinas totales y albimina en sangre. Notese gme en ninghdn
caso se ogtienen diferencias estadisticamente significa-
tivas entre los lotes control y experimental.

El hecho de que se mantenga constante la concentra-
cién de glucosa nos sugiere la existencia de un proceso
de adaptacidn a la desnutricidn durante el cual la glice-
mia normal a expensas del glucdgeno hepdtico, aminodcidos
musculares vy grasas corporales (Figura 13). (Lenhinger,
1982; Li  y Goldberg, 1976).

Los resultados obtenidos en la concentracidn de pro-
teinas totales y albumina, nos permiten suponer, gque a
pesar de que los animales del lote experimental presentan
una notable reduccidén en peso y una intensa anemia, el gra
do de desnutricién, causado por la dieta de maiz, no fué
tan severo como para modificar ambos pardametros séricos,
como ha sido reportado por Coward y Lunn (198l1), Hamil-
ton y Rose.(l1987), Alexis (1972) y Munro (1969).

Ademds de que no se puede descartar la participacidén de

los siguientes mecanismos homeostaticos:

a) Vitaminicos.- El dcido nicotinico, vitamina hidrosoluble,
presente en la harina de maiz, puede ser capaz de mantener
el nivel de proteinas totales, mediante un mecanismo que

aun no esta bien definido. (Gras.J. 1967).
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b) Hormonal.- Se ha sugerido (Gras.J.,1967), gue una die-

ta deficiente en iodo puede producir hipotiroidismo y que
bajo esta condicidn, aumenta el nivel de proteinas totales
en el suero.

¢) Tisular.- La concentracién de las proteinas intersticia
les y de la linfa se mantiene constante, debido al paso de
las proteinas del plasma, a través de las paredes capila-

res, hacia el espacio intersticial, desde donde pasa a la

linfa para de ahi regreéar al plasma.(Figura 14)

En el caso de la albuminemia, se ha propuesto Waterlow.J.,
1975), que esta se mantiene constante debido a la unidn de

la albumina extravascular con la intravascular.

4.- Proteinas musculares en ratas normales y desnutridas.
La concentracidon de proteinas musculares se reduce
significativamente (t; 14,16;%<=0.05), en los animales
desnutridos (Figura 15); esto nos permite sugerir una al-
teracidén en el patrdn de degradacidén y sintesis de protef
nas (rotacidn), en la cudl se favorece la incorporacidn de
estas a rutas metabdlicas alternas como son la gluconeogé-
nesis hepdtica y renal (Li y Goldberg, 1976); mientras que
en condiciones normales la contribucicn de las proteinas
musculares a estas vias metabdlicas es muy baja.(Stein,

1982) .
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5.- Creatina muscular en ratas normales y alimentadas con
maiz.

La concentracién de creatina muscular, por su parte,
se encuentra significativamente aumentada (t;12,15;0¢=0.05),
en los animales desnutridos. Aqui es de gran importancia
recordar que la creatina (dcido-alfa-metil-guanidin-acéti-
co), es un compuesto que tiene su origen en la degradacidn
protéica y que se sintetiza a partir de los aminodacidos
arginina, glicina y metionina (Lenhinger, 1982). Esta con-
sideracidén, junto con el gran incremento de la creatina
muscular en los animales alimentados con maiz, nos hace
suponer que durante la desnutricién se incrementa el ca-
tabolismo protéico y que los aminodcidos resultantes son
incorporados en aquellas rutas metabolicas involucradas
con la homeostasis del organismo, como son la gluconeo-

génesis hepdtica y renal.

6.- Actividad enzimdtica de la CPK en ratas controles y
desnutridas.

En cuanto a la actividad enzimdtica especifica de la
CPK (UI/mg de proteina muscular), se encontrd que durante
la desnutricidn, esta se incrementa considerablemente. (Fi-
gura 16).

Una posible explicacidén a este resultado, es que a pesar
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Figura 16.- Actividad enzimatica especifica de CPK del
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* Unidades Internacionales. Definidas por la Comisidn de
enzimas de la Unidén Internacional de Bioquimica como la
cantidad de enzima que puede catalizar la transformacidn
de un micromol de substrato por minuto bajo condiciones

estandar. (25°C)
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de que la sintesis de esta enzima no se alterd durante la
denutricidén, debido a la baja concentracidén de proteinas
musculares, la actividad enzimdtica se ve aumentada, va
gue se sintetiza normalmente pero no se utiliza.(Figura
17}

Por otra parte, Good y cols., 1968), han reportado gue du
rante la desnutricidn se incrementa la velocidad de rota-
cién de las proteinas reguladoras del metabolismo y es muy
posible gue durante este proceso se vea favorecida la sin-
tesis de una enzima que como la CPK, juega un importante

papel en el proceso de obtencién de energia en forma de

ATP.
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Los resultados obtenidos nos permiten proponer la
existencia de un estado de adaptacidén a la desnutricidn,
ya que aquellos pardmetros relacionados con la homeosta-
sis general del organismo como son las concentraciones
séricas de proteinas totales y albumina se mantienen cons
tantes, mientras se reduce drdsticamente la concentracidn
de proteinas musculares. A este respecto,Wipple y cols.
(1948) han propuesto que durante la desnutricidén se pre-
senta el paso de proteina tisular hacia el plasma, por lo
cual es valido suponer que la concentracién de proteinas
totales y albimina séricas se mantienen constantes debido
a la utilizacidn de proteina tisular; esta hipétesis es
apoyada por la observacidn realizada por Li y Goldberg
(1976), en el sentido de que la gran pérdida de peso mus-
cular observada durante la desnutricidon se debe fundamen-
talmente al decrementc en la concentracidn de proteina
muscular; por otra parte, esta disminucidn en el peso mus

cular, tambien puede asociarse con el incremento en el ca
tabolismo de las proteinas musculares, observado por
Schwartz (196l1); lo cual es apoyado por el hecho de gue
en los animales desnutridos se observd un aumento conside-
rable en la concentracidn de creatina muscular, gue como
se ha mencionado en este mismo trabajo, es sintetizada a

partir de los aminodcidos resultantes de la degradacidn
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protéica (williams, et al, 1984).

El incremento en la actividad de la CPK, en el mis-
culo gastrocnémio de las ratas desnutridas, posiblemente
también pueda asociarse con el establecimiento de un nue-
vo estado basal; aunque es muy dificil establecer la im-
portancia funcional gue este hecho representa. Para po-
der dar una explicacidn al respecto se hace necesario
efectuar la cuantificacidn del resto de los compuestos
involucrados con la reaccidn de Lohmann, asi como esta-
blecer la correlacidn entre la actividad biogquimica y el
patrdn de contraccidn mecdnica del misculo gastrocnémio,
posiblemente al hacer esto se encuentre que la reaccidn
de Lohmann ocurre predominantemente en aquel sentido en
el que se favorece el incremento en la concentracidn de
creatinafosfato, (Figura 18), lo cual permite gue el mis
culo cuente, en-cualquier momento, con la suficiente can

tidad de energia para efectuar la contraccidn.

CREATINA + ATP CPEK CREATINAFOSFATO + ADP

————

Figura 18.- Posible sentido de la reaccidn de Lohman du-
rante la desnutricidn. Notese que la creatina
y ATP son utilizados para incrementar el alma

-

cen energético de reserva.
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Esta dltima proposicidén también puede explicar los
resultados obtenidos por Russell et al,(1984): en el sen
tido de que la tensién desarrillada, por el misculo gas-
trocnémio de las ratas desnutridas, es mayor que la desa-
rrollada por los musculos de las ratas controles cuando
se utiliza una frecuencia de estimulacidn de 10 Hz; para
apoyar esta hipdtesis se hace necesario cuantificar la
actividad de la CPK, asi como la concentracidén de creati-
na y creatinafosfato durante la actividad contrdctil del

misculo gastrocnémio.
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V.- Conclusiones.
Con base en lo anteriormente expuesto se llegd a las

siguientes conclusiones:

l.- El maiz como unico alimento ingerido, provoca desnutri-
cidén con las siguientes manifestaciones:
a) Pérdida de peso corporal.
b) Pérdida de peso muscular.

c) Anemia y leucopenia.

2.- Durante la desnutricidn, hay tendencia del organismo
a mantener la hcmeostasis como lo confirma la glucemia,

proteinemia y albuminemia normal.

3.~ La sintesis de CPK no se ve alterada durante la desnu
tricién y de esta manera, participa en el mantenimien

to de la homeostasis orgdnica.
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