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RESUMEN

VILLANUEVA LOPEZ RUBEN. Efecto del sindrome ascitico sobre la capacidad
gluconeogénica del hepatocito aislado de pollo y sobre los niveles séricos de
TGO y TGP.(Bajo la direccién de: MVZ Antonio Dfaz Cruz, M. en C. Raquel

Guinzberg Perrusquia, Dr. Enrique Pina Garza y MVZ Roberto Seias Cuesta.)

El sindrome ascitico es una entidad que afecta al pollo de engorda y cursa con
disfunciones en el sistema cardiopulmonar provocando alteraciones en el
funcionamiento hepéatico y por lo tanto en el metabolfismo de los carbohidratos.
En el mantenimiento de la normoglicemia participa la gluconeogénesis hepdatica,
dicha ruta metabdlica estd controlada por glucagon, epinefrina, y adenosina
entre otras. El objetivo de este trabajo es evaluar el estado metabdlico del
higado de pollo con sindrome ascitico utilizando como indicadores, la sintesis
de glucosa en hepatocitos aislados y la presencia de TGO y TGP séricas. Se
aislaron los hepatocitos por el método de Berry y Friend con modificaciones de
Guinzberg et _al. Las células fueron incubadas en un medio éptimo y en
presencia de glucagon, epinefrina y adenosina, cada una a la concentracién de
10°M, segun el protocolo de cada experimento, se utilizé lactato 10 mM como
sustrato gluconeogénico, fa determinacién de glucosa se realizé por el método

de Fales. Para la determinacién de TGO y TGP séricas se utiliz6 el Reflotron
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de Boehringer Mannheim. Se encontré un importante aumento (P < 0.001) entre
la produccién de glucosa de hepatocitos aislados de los pollos asciticos respecto
a los testigos. Solo la epinefrina estimuld la sintesis de glucosa respecto a su
basal en las aves testigo. Se observé un aumento (P <0.01) entre los niveles
séricos de TGO de pollos asciticos respecto a los testigos; no hay niveles
detectables de TGP en el suero, tanto de los animales testigo como de aquellos

con sindrome ascitico.



INTRODUCCION

El desarrollo tecnolégico de la avicultura ha permitido obtener avances en los
indicadores productivos en las lineas de pollos de engorda que hasta hace poco
parecian inalcanzables; sin embargo, este beneficio ha tenido que pagar un alto
costo metabdlico que se refleja en la aparicién de nuevos problemas que causan
una elevada mortalidad en las parvadas, como es el caso del sindrome ascitico
aviar (15).

Tal como se presenta en México, el sindrome ascitico es una entidad que
presenta caracteristicas epidemioldgicas, anatomopatoldgicas y clinicas
constantes y que entre otras cosas transcurre con ascitis, se caracteriza por
afectar al pollo de engorda a partir de la tercera semana de edad, con la maxima
mortalidad hacia la sexta semana (23,24,28). Clinicamente se observa
distencién progresiva del abdomen, cianosis, cardiomegalia, hepatomegalia y
congestién venosa generalizada (7,11,23,24).

La problemadtica del sindrome ascitico puede centralizarse a las condiciones
de hipoxia y a la descompensacién metabélica entre los sistemas
cardiopulmonar y musculo esquelético; bajo estas condiciones cualquier factor
que predisponga a las aves a esta hipoxia, como serfa el caso de las elevadas
altitudes, falta de ventilacidn, dafio en tejido pulmonar por causas microbianas

o téxicas, puede desencadenar el sindrome ascitico {(7,15,20,28,30).
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La mayor incidencia del sindrome ascitico se presenta en lineas genéticas de
répido crecimiento, el avance en la ganancia de peso obtenida por los polios
incrementa la demanda sanguinea, por lo que el sistema cardioputmonar se ve
en problemas para proveer de oxigeno suficiente (1,23,28). Las aves afectadas
tienen una elevada presién en la arteria puimonar, este aumento conduce a una
hipertrofia ventricular derecha y finalmente a una falla ventricular derecha,
provocando una congestién venosa generalizada y lesiones hepéticas
pulmonares y renales (1,4,15,20,27).

El higado es la gldndufa més grande del organismo y juega un papel muy
importante en la fisiologia del animal, en las células hepaticas ocurre un
sinumero de reacciones quimicas catalizadas por enzimas, por ejemplo, la
sintesis y degradacién de los carbohidratos, lfpidos y proteinas, sintesis de
compuestos biliares, desintoxicacién y la sintesis de vitaminas liposolubles,
entre otros procesos. Al conjunto de estas reacciones se les conoce como
metabolismo, siendo una actividad ﬁgy'cqordinada y con propésitos bien
definidos. ’

El destino de los componentes de la dieta, posterior a la digestién y
absorcién, constituye el metabolismo intermediario, el cual se caracteriza por
el seguimiento de los procesos catabdlicos y anabdlicos de moléculas
individuales como son, por ejemplo, los carbohidratos, muy importantes en

cualquier forma de vida por sus funciones estructurales y energéticas (10,26).
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El mantenimiento de la concentracién de glucosa es un indicador de la
homeostasis, se trata de un proceso que en determinadas condiciones
metabdlicas, depende de la gluconeogénesis hepética, la cual se define como
la ruta metabdlica por el cudi se sintetiza glucosa a partir de compuestos que
no son carbohidratos, por ejemplo el lactato, el glicerol y los aminodcidos. Otra
de las vias hepéticas que contribuyen a mantener constantes los niveles de
glicemia es la glucogenolisis, ruta metabélica en la que se degrada el glucégeno
hasta liberar moléculas de glucosa (2,26,27).

El higado es considerado como un érgano gluconeogénico por excelencia y
aunque el rifion, el musculo esquelético y el cardiaco también realizan
gluconeogénesis, no contribuyen significativamente a mantener la glicemia y a
cubrir las necesidades del organismo {1 6).

La glucdlisis y la gluconeogéneéis‘épn rutas metabdlicas estrechamente
relacionadas, diferentes en cuanto a Vsd'étr‘att;s y productos, bajo condiciones
fisioldgicas sélo opera una de las dos vias, estas rutas metabélicas son muy
importantes porque el cerebro es altamente dependiente de glucosa como
combustible primario al igual que los eritrocitos (21),

Estas rutas esté&n controladas hormonalmente por el glucagon, la epinefrina
y recientermnente se ha visto el efecto que tiene el nucledsido de adenina, que
es el producta de la degradacién del ATP. La adenosina a concentraciones
microrr_tolares estimula la gluconeogénesis en hepatoéitos aislados de rata

(10,26,27,32).
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El anélisis sanguineo es clinicamente importante por varias razones, la sangre
es el tajido méas facil de muestrear por biopsia sin lesionar al animal y una serie
de muestras nos proporciona un cuadro dindmico de los cambios fisiolégicos y
patolégicos que ocurren en é! (13,18).

Dentro de estos andlisis se encuentra la quimica sanguinea que constituye
una importante ayuda en la investigacién veterinaria, ya que permite el estudio
de las alteraciones fisiopatoldgicas especificas de ciertos constituyentes de la
sangre, para el reconocimiento de algunas disfunciones metabdlicas de distinto
origen (18,19).

En condiciones normales, las enzimas se sintetizan en las células y ahi ejercen
su actividad, otras enzimas son sintetizadas y liberadas para que actien fuera
de ellas; existen también las que tienen actividad en el suero, y las enzimas de
escape, estas Ultimas presentes en cantidades muy bajas en el suero, pero que
en ciertas enfermedades aumentan considerablemente {14).

Se ha propuesto la determinacién de un conjunto de enzimas séricas como
medida de la lesién hepatocelular, de estas, las transaminasas glutdmico
oxalacética y glutdmico pirtvica son las més practicas, la primera se encuentra
en todos los tejidos del cuerpo, en especial higado, corazén y musculo
esquelético; la segunda, en el higado y en menor cantidad en el rifién y el

miisculo esquelético (13,25).
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La fiteratura informa una disfuncién hepatica como consecuencia de una
alteracién funcional del sisterna cardiopulmonar en pollos con sindrome ascitico
(1,5,22,29); en base a esta situacién y a la problemética que representa el
sindrome ascitico en la industria avicola, que es fuente de proteina animal de
alta calidad a bajo costo, es importante realizar investigaciones a nivel bdsico
para poder profundizar en el conocimiento de! metabolismo que lleva a cabo el

higado de las aves afectadas.

Objetivo :

Evaluar el estado metabdlico del higado de pollo con sindrome ascitico, para
io cual se utilizardn como indicadores, la sintesis de glucosa en hepatocitos .
aislados vy la presencia de transaminasas glutdmico pirdvica y glutdmico

oxalacética séricas

Hipo6tesis :
La capacidad gluconeogénica de las célulés hepdéticas se verd modificada, as{
como los niveles séricos de TGO y TGP, debido a ta disfuncién hepética que se .

presenta en el sindrome ascitico. -
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 11 polios de 6 semanas de edad con sindrome ascitico y 10
polios testigo, de la estirpe Arbor Acres, procedentes de una granja comercial
ubicada en el poblado de Tialpizahuac, Estado de México. La fase experimental
se llevd a cabo en el Departamento de Nutricién Animal y Bioqufmica de la
Facuitad de Medicina Veterinaria y 2ootecnia de la U.N.A.M. y en el Laboratorio
34 del Departamento de Biogimica de la Facutad de Medicina de fa U.N.A.M.

Las aves tuvieron un perfodo de ayuno durante 24 horas con agua a libre
acceso, al momento del experimanto se anestesié con eter etflico. Una vez que
e ave hubo entrado en el plano quirdrgico, se procedié al aislamiento de los
hepatocitos por ef método de Berry y Friend {3) con modificaciones de
Guinzberg e1. al {9), el cual consiste en incertar y fijar una cénula en la vena
porta lo més cercano al hifio hepdatico, a continuaci6n el higado es extrafdo de
ta cavidad y colocado en un aparato de perfusién (fig 1), en donde se establace
una circulacién continua a traves de la vena porta con una solucién de Krebs-
Ringer bicarbonato y posteriormente con una solucién de cotagenasa. El ave se
sacriticd por sobredosis de! anestdsico. La viabilidad de las células fue
constatada por el método de exciusi6n de azul de tripdn al 0.02%. Los
experimantos se (levaron a cabo cuando se observaba un 90% de viabilidad, las
células una vez obtenidas fueron suspendidas en una solucién de Krebs-Ringer
bicarbonato, pH 7.4, el cual contenia albumina bovina sérica al 1% y cloruro de

calcio 1.2 mM.
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Para los sistemas de incubacién se tomé una alicuota de 500 microlitros de
células, los cuales se incubaron en presencia de glucagon, epinefrina y
adenosina, cada una a la concentracién de 10° M, segun el protocolo de cada
experimento, {fig. 2) se utiliz6 lactato 10 mM como sustrato gluconeogénico.
El periodo de incubacién fue de 60 minutos, en agitacién continua, bajo una
atmésfera saturada de 0,/CO, (95/5%) a una temperatura de 37° C

Una vez concluido el periodo de incubacidn, las células fueron colocadas en
agua con hielo durante 5 minutos y centrifugadas a 10,000 R.P.M. por 10
minutos, el sobrenadante fue utilizado para determinar la concentracién de
glucosa por el método de Fales (8).

De las aves utilizadas para este trabajo se obtuvieron muestras de sangre por
puncidén en la vena cubital cutdnea, para la determinacién de TGO y TGP por
medio de las tiras portareactivos y aparato de medicién Reflotron de Boehringer
Mannheim.

Los reactivos antes mencionados fueron de la mayor pureza posible
procedentes de Sigma Chemical Co. U.S.A. y Baker México.

Los datos obtenidos de ambos grupos experimentales fueron analizados
estadisticamente mediante la prueba de hipétesis de "t” de Student, respecto
de las medias delos datos independientes, para determinar si existen diferencias

entre ellos.
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RESULTADOS

La figura 3 muestra la produccién de glucosa sintetizada por los hepatocitos
aislados de pollos con y sin sindrome ascitico, en presencia de epinefrina,
glucagon y adenosina, cada una a la concentracién de 10° M. Se observa un
incremento en la produccidn de glucosa tanto en la basal como en las diferentes
condiciones experimentales, en poflos con sindrome ascitico, sin mostrar
diferencias significativas entre {a estimulada por las hormonas y el nucledsido,
con respecto a la basal en ¢l mismo lote experimental. Por otro lado, en células
aisladas del higado de pollos testigo, solo la epinefrina muestra una diferencia
significativa en la produccién de glucosa comparado con la basal.

La figura 4 muestra un incremento en los niveles séricos de TGO en pollos
con sindrome ascitico respecto a los polios testigo. No hubo niveles detectables

de TGP, tanto en pollos testigo como en aquellos con sindrome ascitico.
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DISCUSION

En este trabajo se evalué el estado metabdlico del higado de pollos con
sindrome ascitico tomando como modelo experimental el aislamiento de las
células hepéticas, utilizando como indicador la sintesis de glucosa estimulada
por hormonas y lactato como sustrato gluconeogénico, ademdis de la
determinacion de los niveles séricos de TGO y TGP.

En los resultados obtenidos se observa un importante aumento en la sintesis
de glucosa en las aves con sindrome ascitico respecto a los testigos (P<0.001)
(Fig. 3) lo que sugiere una modificaciéon en la regulacién metabdlica de la
gluconsogénesis, esto puede asociarse con la ausencia de granulos de
glucégeno en el citoplasma de los hepatocitos, reportado por Maxwell gt al. en
pollos con sindrome ascitico {17}, es importante mencionar que a través de!
glucdgeno hepdtico se mantienen los niveles de glucosa sanguinea y que en
ausencia de este polisacédrido la alternativa para el mantenimiento de la
norrnoglicemia es la sintesis de glucosa a partir de moléculas que no son
carbohidratos, funcién esencialmente hepdtica. Dentro de los sustratos
gluconeogénicos destacan los aminodcidos, os cuales, al ser desaminados sus
cadenas carbonadas son destinadas a la sintesis de glucosa (26). Una de las
funciones hepéticas es la sintesis de proteinas sanguineas, de las cuales
sobresale la albumina sdrica, proteina involucrada en el mantenimiento de la

presién coloidosmética de ia sangre (6). Yersin et al. (31), indican que hay una
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disminucién en la concentracién de albumina sérica en pollos expuestos a altas
altitudes simuladas. Los resultados obtenidos en este trabajo indican un
aumento en el catabolismo de las proteinas, esto explica lo reportado por Yersin
et al. y la presentacién de liquido en la cavidad abdominal.

En el caso de la TGO, los valores determinados son: para pollos testigos de
177.3 Ul/L y para asciticos de 211 Ul/L, entre ambas poblaciones existe una
diferencia estadisticamente significativa (P <0.01) (Fig.4). Meluzzi gt al. (19),
mencionan que los valores normales de TGO para pollos son de 71 a 190 Ui/L,
por otro lado un reporte de Campbell y Coles (4) indica que solo los valores de
esta enzima superiores a 230 UI/L se consideran anormales, en base a este dato
los valores encontrados en pollos asciticos no se considerarian anormales, sin
embargo, si son elevados respecto a sus testigos. No hubo niveles detectabies
de TGP en suero tanto de testigos cofno de ascfticos.

En relacién a las moléculas ensayadas, Zentella de P. j_!___ {32), indican que
el glucagon, epinefrina y adenosina a una concentrac:én de 10 8 M, promueven
un efecto estimulatorio de la gluconeogéngms en hepatocltos ‘aislados de rata,
sin embargo, a esta concentracién molar ﬁo se obtuvo respuesta, mas que en

las aves testigo y solo en el caso de la epinefrina con respecto a su basal.
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Los resultados obtenidos en este trabajo indican una modificacién en el
metabolismo de los carbohidratos en pollos con sindrome ascitico, para
complementar esta investigacién las propuestas son:

Ya que a la concentracién utilizada, las hormonas y el nucledsido no
manifiactan un efecto estimulatorio, se recomienda realizar ensayos a diferentes
concentraciones para determinar oi estas moldoulas olercen un ofocts « ntonn
concentracidn molar se observa.

También es preciso analizar la participacion de los lipidos como alternativa

energética en el metabolismo hepético.

Si o} aumento en la gluconeogénesns se debler aquec vfIvatjo ’d.e‘!a ‘i

metabéllca del drgano, po]gylok,q'Ue se sugiere é\)évlualf,:la _f.t._mc:én ‘_mlthCSﬁdrial.
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Fig. 1. Aparato de perfusidn utilizado para el aislamiento de hepatocitos .
Consta de tres piezas de cristal con doble fondo por los cuales circula agua, para
mantener una temperatura constante de 37-C , una bomba peristdltica para
recircular la solucién de colagenasa y un baflo de recirculacion que moviliza el
agua con una temperatura de 41-C a través del material de cristal.



Figura 2.- Sistemas de incubacion *10 M
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Fig.3.-Las células fueron incubadas an presencia de lactato 10 mM, epinefrina 10¢ M (E), glucsgon

10'M (G) y adenosina 10% M (A). Los valores se refieren al promedio de los datos independientes
* P < 0.001,, ** P <.05 respacto a su basal. Testiges n=10 asciticos n=11 .



NIVELES SERICOS DE TGO EN POLLOS

Fig. 4.-. La determinacion se llevd a cabo con tiras reactivas Retfiotron
, Los resultados se refieren al promedio de ambos grupos experimentales
* P<0.01
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