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RESUMEN

Se determinaron los acidos nucleicos y las fosfatasas alcalinas de higa-
dos y rifiones de ratas “Sprague Dawley’” de 200 a 300 g, escogidas al azar.
En un grupo se produjo hipervitaminosis D, en otro fueron adrenalecto-
mizadas y en un tercero se estudié la accién de ambas variables, Los acidos
nucleicos se obtuvieron por el método de Schneider, colectandose los so-
brenadantes con sus componentes solubles en &cido tricloroacético orcinol
positivos y las fracciones precipitadas junto a las proteinas. El acido des-
oxirribonucleico (ADN) se valord segun Stumpf, el acido ribonucleico
(ARN) mediante la reaccién del orcinol y las fosfatasas alcalinas por el
método de Bodansky.

De acuerdo a las condiciones experimentales los resultados fueron los
siguientes: la hipervitaminosis D provocé un descenso ponderal de los hi-
gados; hubo un incremento de los componentes solubles en tricloroacético,
un descenso del ARN y un ascenso del ADN; la relacion ARN/ADN dismi-
nuyo ligeramente. En los rifiones s6lo se observé una disminucién del peso
de los componentes solubles en tricloroacético orcinol positivos. Hubo in-
hibicion de las fosfatasas alcalinas tanto en higados como en rifiones. La
adrenalectomia produjo en higados un descenso del ARN, de los compo-
nentes solubles orcinol positivos y de la relacion ARN/ADN; las fosfatasas
alcalinas mostraron un ligero incremento. Los rifiones aumentaron de peso
junto a una caida de los componentes solubles y de las fosfatasas alcalinas.
En las ratas adrenalectomizadas e hipervitamindsicas se observd descenso
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ponderal del higado, aumento del ARN, de los compuestos solubles en tri-
cloroacético y de la relacién ARN/ADN. No se inhibid la actividad de las
fosfatasas alcalinas. En Rifiones: disminuyé el peso; aumentaron el ARN,
los componentes solubles orcinol positivos, el ADN, la relacioan ARN/ADN
y la actividad de las fosfatasas alcalinas.

Estos experimentos sugieren que la concomitancia de la adrenalectomia
con la hipervitaminosis provoca un significativo incremento de la activi-
dad metabdlica hepatica y renal, segin lo observado en los cocientes
ARN/ADN. Es posible una participacién de las suprarrenales en estos
efectos. También es factible que la vitamina D favorezca la sintesis de los
acidos nucleicos tanto en higado como en rifiones en las ratas adrenalecto-
mizadas. Se discutieron posibles mecanismos de accion.

INTRODUCCION

En trabajos de Diaz y cols. (1), Martens y cols. (2), se de-
mostr6 una inhibicién de la actividad de la fosfatasa alcalina
(monoester ortofosféricofosfohidrolasa, E. C. 3.1.3.2) en los
homogenatos y en las fracciones nucleares de higados, rifiones
e intestinos de ratas con hipervitaminosis D. De Luca y cols.
(3) comprobaron “in vitro” que el metabolismo de las mito-
condrias aisladas de rifiones de ratas se inhiben con la adicién
de vitamina D, constatandose también por métodos histoqui-
micos, en cortes de rifiones, que las deshidrogenasas con co-
enzimas NAD y NADP, tales como la diaforasa y la deshidro-
genasa isocitrica son inhibidas precozmente. Se observé en
otras investigaciones que la aconitasa purificada es inhibida
“in vitro” por concentraciones elevadas de ergocalciferol (4).
Estas inhibiciones enzimaticas implican una depresion del ciclo
de Krebs a nivel del citrato, obteniéndose un incremento de
dicho metabolito en los tejidos y liquidos biolégicos (5, 6).
Estos trabajos sugieren que la inhibicién podria obedecer a
cambios fisico-quimicos ocurridos en el medio celular, posible-
mente debido a una baja del pH por un aumento del citrato
o bien radicar a nivel de los acidos nucleicos, en un bloqueo
del mecanismo de la sintesis de esos enzimas.

Es posible, por otra parte, suponer que exista una influen-
cia de las suprarrenales en la hipervitaminosis D, a través de
los glucocorticoides, ya que se ha demostrado que la vitamina
se acumula en dicha glandula, segin observaciones de Raoul
y Gounelle (7), al describir un incremento de la absorcién
ultravjoleta por un material acumulado cuando se administra
la vitamina y también un importante aumento del mismo ma-
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terial cuando se administra un suplemento vitaminico. Estos
hallazgos fueron adicionalmente confirmados (8). Se obtu-
vieron evidencias adicionales al bloquear las suprarrenales
con o-p’-D.D.D. [(2 clorofenil) - 1 - (4 clorofenil), 2, 2 -
dicloroetano], demostrandose una inhibiciéon de la absorcién
del calcio por la vitamina D (9). Posiblemente, los tratamien-
tos prolongados con vitamina D produzcan manifestaciones
que obedezcan a una insuficiencia suprarrenal, ya que la hi-
drocortisona previene la disminucién de la actividad de la fos-
fatasa en higados y rifiones de ratas hipervitamindsicas (10),
tal vez por induccién de la sintesis enzimatica. En este aspecto
Lopez y cols. (11) comprobaron un incremento de la actividad
de la fosfatasa alcalina en homogenatos de higados y rifiones
de ratas tratadas con dosis masivas de vitamina Ds.

Otros trabajos permiten suponer la existencia de un efecto
directo sobre el metabolismo de las nucleoproteinas al com-
probarse que la ingestién de grandes dosis de ergosterina irra-
diada provoca la formacion de adenomas gastricos en conejos,
los cuales pueden invadir toda la mucosa gastrica (12). Seeger
(13) demostr6 también que la vitamina D es un estimulante
del crecimiento de las células del carcinoma ascitico de Ehr-
lich. Ademas, se ha descrito que la vitamina D2 provoca una
hipertrofia de la musculatura lisa arteriolar en rifiones de pe-
rros, proporcional a la dosis empleada (14).

En el presente trabajo se investigb el efecto de la hiper-
vitaminosis D sobre los 4cidos nucleicos de homogenatos de
higados y rifiones de ratas, en comparaciéon con la respuesta
de la fosfatasa alcalina, como asimismo el efecto de la vita-
mina en las ratas adrenalectomizadas para precisar el papel
jugado por la glandula en la hipervitaminosis D, en relacién
a los 6rganos nombrados.

MATERIAL Y METODO

Se utilizaron 154 ratas machos Sprague Dawley entre 200
y 300 g de peso, del Bioterio de la Escuela de Medicina de la
Universidad de Los Andes, siendo distribuidas en 4 grupos,
escogiéndose al azar las componentes de cada uno. Se ubica-
ron en jaulas apropiadas en lotes de 5 a 6. El grupo A estuvo
constituido por 42 ratas, que sirvieron de testigos. Se les in-
yecto 1 ml de suero fisiolégico en dias alternos. Fueron some-
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tidas a observaciéon durante 1 mes, con alimentacién balan-
ceada sintética (Ratarina Protinal, que contiene 43% de gli-
cidos, 16% de prétidos y 5% de lipidos). La alimentacién fue
suplementada con vitaminas y minerales. Se les administrd
agua ad libitum. El grupo B, de 52 ratas, fue tratado con inyec-
ciones intraperitoneales de 0.125 mg de Vit. Ds hidrosoluble
Wander, contenida en 1 ml de suero fisioldgico, en dias alter-
nos durante 1 mes hasta alcanzar una dosis acumulativa de
2 mg (80.000 U.I.). Las ratas del grupo C, en nimero de 40,
fueron adrenalectomizadas por via dorsal (15) y se mantu-
vieron en jaulas individuales para evitar el “stress” de grupo
durante un lapso similar al de las series anteriores y a la tem-
peratura ambiente. El agua de bebida se reemplazé por una
solucién de NaCl al 0.9% y glucosa al 4.7% ad libitum. La ali-
mentacion fue igual a la de los grupos anteriores. El grupo D,
constituido por 20 ratas a las cuales se les inyect6 por via ex-
traperitoneal, después de una semana de adrenalectomizadas,
1 ml de vitamina D3 hidrosoluble en la concentracién de 0.125
mg, diluida en suero fisioldgico, en dias alternos hasta com-
pletar 1 mes de tratamiento, o sea 2 mg en total. La bebida
y la alimentaciéon fueron similares al grupo anterior.

Las ratas de los distintos grupos se sacrificaron al mes, por
decapitacion, efectudndose el sangramiento por algunos minu-
tos. Inmediatamente se obtuvieron los higados y rifiones, que
fueron lavados en suero fisiologico frio y posteriormente pe-
sados. Los homogenatos se prepararon al 20% con agua desti-
lada fria segGin la técnica de Potter y Elvehjem (16) y los
acidos nucleicos se obtuvieron por el método de Schneider
(17), omitiéndose la etapa de separacién de la fraccién lipida,
ya que no se valor6 el fésforo (18). Se conservaron ademas
fracciones sobrenadantes de la precipitacién con TCA al 10%,
en las cuales se realiz6 también la reaccion del orcinol, por
cuanto no dio la reaccion de Dische-Stumpf. La determinacion
cuantitativa del 4cido desoxirribonucleico se hizo segtin la téc-
nica de Stumpf (19), que emplea la reaccién de Dische (20)
con cisteina y H2S0: al 70%. En el proceso de extraccion de
los acidos nucleicos se prolongé la etapa de hidrélisis a 2 ho-
ras, puesto que se demostré que en ese lapso era completa,
alcanzandose el méximo de coloracién con la reaccién de
Dische-Stumpf. Lo mismo se hizo con el ADN y ARN alta-
mente polimerizados, que sirvieron para preparar los patro-
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nes. En las curvas de calibraciéon se utilizaron ADN SERVA,
de bajo peso molecular, obtenido del esperma de arenque, y
ARN SERVA, de bajo peso molecular, extraido de levadura,
los cuales fueron previamente hidrolizados. La reaccion de
Dische-Stumpf se leyo en el espectrofotémetro Zeiss PMQ II
en 490 my, con una abertura de 0.02 mm. E1 ARN fue valorado
mediante la reaccién del orcinol (21) y se leyd en el mismo
instrumento en 660 my, con abertura de 0.08 mm. Al efectuarse
los calculos para las concentraciones de ARN se sustrajo como
correccié a cada uno de los valores obtenidos 12.5%, por cuan-
to existe ADN en las fracciones hidrolizadas en TCA que tam-
bién da positiva la reaccién del orcinol en el mismo porcen-
taje (18). Los resultados se expresaron en mg por 100 g de
tejido fresco. También se determiné el cociente ARN pp TCA/
ADN, lamado indice de maduracion (22, 23, 24), el cual in-
dicaria el grado de actividad metabdlica y de mitosis.

Se estimé innecesario referir los resultados a peso seco,
por cuanto las diferencias al deshidratar muestras de higados
y rifiones de las diversas series experimentales no fueron sig-
nificativas. Tal vez, la Gnica ventaja hubiese sido evidenciar
mas las variaciones constatadas.

Se emplearon las siguientes abreviaturas: ARN pp TCA
(acido ribonucleico polimerizado precipitado con acido triclo-
roacético al 10% junto con las proteinas. Incluiria al ARN ri-
bosdmico, mensajero y nucleolar).

Comp. Sol. en TCA (compuestos solubles en TCA orcinol
positivos). Nucledtidos y demas compuestos depolimerizados
de bajo peso molecular, solubles en TCA al 10% frio que dan
positiva la reaccién del orcinol.

TCA (acido tricloroacético).

Complementariamente se valoré la actividad de la fosfa-
tasa alcalina (monoester ortofosféricofosfohidrolasa, E. C.
3.1.3.2.) de los homogenatos mediante la técnica de Bo-
dansky (25) y sus resultados se expresaron en mg de fésforo
inorganico liberado por 100 g de tejido fresco.

Se determinaron los errores tipos y la significacién estadis-
tica entre la diferencia de los promedios por el calculo t de
Student (26-28).
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RESULTADOS

Los efectos de la hipervitaminosis D y de la adrenalectomia
maés hipervitaminosis D sobre el tenor de acidos nucleicos de
higados y rifiones se muestran en los Cuadros 1 y 2, como asi-
mismo las variaciones ponderales de dichos 6rganos.

En el Cuadro N9 1, correspondiente a higados, se observo
en el grupo que las ratas sometidas a un mes de tratamiento
con Vit. D3 en dosis de 0.125 mg en dias alternos variaron sig-
nificativamente sus pesos, ya que de un promedio de 14.77 =
0.43 g descendi6 a 9.05 = 0.39 g. Respecto a los acidos nuclei-
cos se comprobo un incremento significativo de los componen-
tes solubles en TCA orcinol positivos, ya que, de 294.70==22.49
mg por 100 g de tejido fresco en los testigos, ascendi6 a 397.20
2= 29.50 mg. E1 ARN pp TCA descendi6 de 509.50 = 18.42 mg
a 462.95 = 10.34 mg, disminucion que es significativa. E1 ADN,
en cambio, se incrementd significativamente a 533.33 = 4.90
mg por 100 g de tejido fresco. El valor de p fue <0.001. El in-
dice ARN pp TCA/ADN alcanzé un valor de 0.86 comparado
con 1.04 de los testigos, lo que implicaria, en higado, un des-
censo de la actividad del metabolismo hepatico (22). En el
grupo de las ratas adrenalectomizadas (grupo C) no hubo di-
ferencia significativa en cuanto a los pesos; en cambio, des-
cendieron el ARN y los componentes solubles en TCA. Este
ultimo disminuyé significativamente de 294.70 = 2249 a
157.62 = 11.20 mg por 100 g de tejido fresco, con un valor de
p<0.001, mientras que el primero descendié de 509.50 =+ 18.42
a 342.50 = 17.02 mg por 100 g con p<0.001. El ADN no expe-
riment6 variaciones significativas y el indice de ARN pp TCA/
ADN bajé mas de 50%, alcanzando un valor de 0.47, lo cual
sugiere una importante depresion metabodlica. En las ratas
adrenalectomizadas tratadas con vitamina D; a razén de 0.125
mg en dias alternos, hasta completar 1 mes (grupo D), se ob-
servé un descenso significativo del peso, similar al encontrado
en la hipervitaminosis D aislada. En cambio, el tenor de ARN
pp TCA subib a 695.23 + 23.98 mg por 100 g con un valor de
p<0.001 y el tenor de los componentes solubles en TCA fue
de 290.00 = 20.15 mg. El ADN no experimenté variaciones
significativas y el indice de maduracién alcanzd un valor de
1.40, lo que corresponderia a un incremento de 34.61% sobre
la actividad metabdlica normal.



CUADRO N° 1

EFECTO DE LA HIPERVITAMINOSIS D, ADRENALECTOMIA Y ADRENALECTOMIA MAS HIPERVITAMINOSIS
SOBRE LOS AC!IDOS NUCLEICOS DE HIGADOS DE RATAS

'S FES0 DB HIOADOS #g/100 g de tejido fresco
COFDICION EXPERIMENTAL ANINALES AR¥ pp TCA/ADN
& Comp.801.TCA. | ARN pp TCA AD¥
A) TESTINOS (4) 42 14.77 2 0.43 204.70 X 22,49 | 509.50 X 18.42 | 488.62 I 5,98 1,04
1 mees
B) BIPERVITAMINOSIS D
0.125 mg an dfas alternos 52 9.05 2 0,39 4 | 397,20 % 29.50¢ | 462.95 * 10,34 §| 538 490
1 mes t = 9.86 t = 2,76 t = 2,20 "t - 6.17 0.86
p = € 0,001 p.= < 0,02 » = < 0.05 p = < 0,001
C) ADRENALECTONIAS _ . .
1 mes 40 15.40°% 0.47 157.62 & 11.20) | 342.50 2 17.02 }| 41413 7 120
t = 0.10 t e 5,44 t = 6,66 t = 1,70 0.47
p.»< 0.9 p = <.0,001 p =< 0,001 p =< 0,15
D} ADRENALECTONIAS + NIPERVIT.D
0.125 g en dfas alternos 20 8.51 £ 0.40 y 290,00 ¥ 20,15 | 695.23 ¥ 23,98 g | 496.35 ¥ 8.40
1 nes t = 10,79 t = 0.82 t«6.14 te0,74, 1.40
p =< 0,001 p =405 p = < 0,000 p=< 0,5%

(*) Los testigos recibieron 1 ml de suero fisiologico en dias alternos, intraperitoneal. Los resultados se expresan como
medias * sus errores estdndar. “t” indica la diferencia significativa respecto a testigos y “p” la probabilidad segun
Student. Comp. Sol. TCA: componentes solubles en aci do fricloroacético frio después de precipitar las proteinas y
acidos nucleicos que dan positiva la reaccién del orcinol. ARN pp TCA: 4cido ribonucleico precipitado por TCA.
ADN: acido desoxirribonucleico.



CUADRO N° 2

CONCENTRACION DE ACIDOS NUCLEICOS DE RINONES DE RATAS EN HIPERVITAMINOSIS D,
ADRENALECTOMIA Y ADRENALECTOMIA MAS HIPERVITAMINOSIS D

8g/100 g d¢ tejido fresoo

CONDICION EXPERTNKNTAL ANTNALES R0 DR ayfoxss ARN pp TCA/ADK
s COMNP. SOL, 7CA. ARY pp TCA ADX
A} TESYIO08
1 mes 42 2.48 ¥ 0.04 100,50 % 4.69 226.03 2 9.98 331,35 ¥ 4.09 0.68
B} RIPNRVITAMINOSIS D
0.125 g en dfas &} 52 2.16 £ 0,04 \ 17779 2 5.4 } 250.28-2 9.53 °336.67 2 5.06 0.74
ternos, 1 mes t = 5.66 t = 3.06 t = 1.63 t = 0.81
p=<0.000 | p=<o,01 P e.< 0.2 pe< 0.5
C) ADRRNALECTONIAS
1 mes 40 2.89 2 0.7 1 61.19 X 2.86 } | 29w 2.3 322,50 X 4.61
t = 5,12 t = 7.16 ’ t = 0,54 t = 1.43 0.68
P » < 0,001 p = < 0,001 p =g 0.6 p=< 0.2
D) ADRENALRCTOMIA + HIFER
VIT. D. 20 2.04 = 0,08 } [160.00 2 4,62 396.84 ¥ 31,06 | 382,68 2 6.34 1
0.125 ug en dfas alter t - a9 t - 47,22 t = 5.8 t = 6.80 1.03
nos, 1 ses, P~ < 0.001 p =< 0,001 P = < 0,001 p = < 0,001

Abreviaturas y expresion de resultados

similares a Cuadro N? 1.
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En el Cuadro N°? 2 se expresaron las modificaciones ocu-
rridas en los homogenatos de rifiones. Se observd en el gru-
po B que la hipervitaminosis D provoco una disminucién sig-
nificativa del peso y de los componentes solubles en TCA, que
descendieron de 100.50 =+ 4.69 a 77.79 + 5.74 mg con un valor
de p<0.01. Las otras determinaciones no experimentaron cam-
bios significativos. En las ratas adrenalectomizadas, grupo C,
se constatd un incremento del peso de 2.48 =+ 0.04 a 2.89 == 0.07
siendo p<0.001. Los componentes solubles en TCA al 10%
descendieron a 61.19 == 2.86 y el valor de p fue <0.001. No hu-
bo variaciones del ARN pp TCA, del ADN y del indice ARN
pp TCA/ADN. En el grupo D, correspondiente a las ratas adre-
nalectomizadas mas hipervitaminosis Ds se pudo apreciar que
los pesos descendieron a 2.04 == 0.08 g. Los 4cidos ARN pp TCA
y ADN ascendieron significativamente: el primero a 396.84
=+ 31.06 y el segundo a 382.68 = 6.34 mg por 100 g de tejido
fresco, siendo respectivamente los valores normales de 228.03
+ 0.98 y 331.35 *= 4.09 mg; para ambos casos el valor p fue
<0.001 y el indice de maduracién se incrementd a 1.03, o sea
51.47%. Los componentes solubles experimentaron un aumen-
to significativo.

La Fig. 1 muestra las variaciones porcentuales de los aci-
dos nucleicos en las diversas series, asi como los cambios pon-
perales de higado y rifiones. Da una informacién de lo que po-
dria considerarse como patrones de efectos en los experimen-
tos realizados. En la hipervitaminosis D (grupo 1) se obser-
varon en higados y rifiones descensos significativos de los pe-
sos —38.72% en higados y —12.77% en rifiones, referidos a
los valores normales. En cambio, las variaciones correspon-
dientes a los 4cidos nucleicos son opuestas, ya que en el higado
los componentes solubles en TCA ascendieron 34.78%, mien-
tras que en rifién disminuyeron 22.59%. En higado disminu-
y6 el ARN pp TCA en 9.13% y en rifién ascendié 9.75%. El
ADN subié en higado 9.15% y en rifién 1.60%. El patrén de
variaciones es diferente en lo que respecta a los 4cidos nu-
cleicos, sugiriendo que los cambios en la hipervitaminosis D
son menos manifiestos en rifién que en higado. En las ratas
adrenalectomizadas (grupo 2) de la Fig. 1 el patrén de varia-
ciones es similar en higados y en rifiones ,siendo sus diferen-
cias de tipo cuantitativo, lo que permitiria suponer que su
efecto sobre los 4cidos nucleicos se realice a través de meca-
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Fig. 1.—Variacién porcentual de los pesos y de las concentraciones de los acidos nucleicos de higados y rifiones de
ratas con hipervitaminosis D, adrenalectomizadas y adrenalectomizadas mas Vit. D. Los resultados corresponden a
valoraciones realizadas (1} al mes de tratamiento con 0.125 mg de Vit. D en dias alternos, (2) al mes de la adre-
nalectomia y (3) al mes de tratamiento con Vit. D: de las adrenalectomizadas.
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nismos parecidos. En higados hubo una tendencia, aunque no
significativa, al aumento del peso, mientras que en los rifiones
el incremento fue significativo (16.52%). Los componentes
solubles en TCA y el ARN pp TCA descendieron significativa-
mente en el higado, 46.51% y 32.77%, respectivamente,
mientras que en los rifiones sblo fue significativa la dis-
minucién de los componentes solubles (39.11%). Los ADN
variaron en porcentajes de 2.84% en higado y 2.67% en ri-
fiones, que no fueron significativos, como ya se describio. La
tendencia general es hacia la disminuciéon de todas las frac-
ciones. Respecto a las ratas adrenalectomizadas hipervitami-
noésicas (grupo 3), el patrén de variaciones también fue en el
mismo sentido: los higados y rifiones acusaron un descenso
significativo del peso en 42.38% y 17.61%, respectivamente.
Las fracciones ARN pp TCA se incrementaron 36.45% en hi-
gado y 74.02% en rifiones, significativamente. Los componen-
tes solubles no variaron en los higados, mientras que en rifio-
nes ascendieron 59.20%. E1 ADN aumento6 en rifiones 15.49%.
Las comparaciones de las concentraciones de los acidos
nucleicos y de la actividad de la fosfatasa alcalina en higados
y riftones en la hipervitaminosis D (figuras 2 y 3) coincidio
con un patrén diferente en el comportamiento de los acidos
nucleicos: un incremento de los componentes solubles en hi-
gados y una disminucién en los homogenatos de rifiones; en
cambio, el ARN pp TCA descendi6 en higado y se increment6
ligeramente en rifiones. En relacién al ADN se observé sola-
mente un incremento significativo en higado. En las adrena-
lectomias, a una disminucién del ARN y los componentes so-
lubles correspondid un ascenso de las fosfatasas alcalinas he-
paticas, mientras que en los rifiones hubo solamente una dis-
minucién de los componentes solubles en TCA, coincidente
con una depresion significativa de la actividad de la fosfatasa.
Finalmente, las ratas adrenalectomizadas tratadas con Vit. D;
en dosis toxicas mostraron una prevencién de la caida de la
actividad de la fosfatasa en higado, concomitante con un au-
mento del ARN pp TCA y un importante incremento del in-
dice de maduracién (1.40 en contraposicion a 1.04 de los tes-
tigos). En los rifiones, al incremento del ARN pp TCA y del
ADN correspondid el mayor ascenso observado en la fosfatasa,
coincidente también con un aumento del cociente ARN pp
TCA/ADN y de los componentes solubles en TCA.
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Fig. 2.-——Comparacién entre las concentraciones de A. nucleicos y las acti-
vidades de las fosfatasas alcalinas de higados de ratas con hipervitamino-
sis D, adrenalectomizadas y adrenalectomizadas mas Vit. D. Los experi-
mentos fueron desarrollados en 1 mes. En B (1) y (2) se produjo la hiper-
vitaminosis D mediante inyeccién intraperitoneal de 0.125 mg de Vit. Ds
hidrosoluble en dias alternos (total 2 mg). En D se inicié el tratamiento
(0.125 mg en dias alternos) después de 1 semana de adrenalectomizadas.
Abreviaturas: Comp. Sol. TCA (componentes solubles en TCA Orcinol po-
sitivos). ARN p. p. TCA (Aacido ribonucleico precipitado por &acido tricloro-
acético). ADN (acido desoxirribonucleico).
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Fig. 3.—Comparacién entre las concentraciones de A. nucleicos y las acti-
vidades de las fosfatasas alcalinas de rifiones de ratas con hipervitamino-
sis D, adrenalectomizadas y adrenalectomizadas mas Vit. D. Los experi-
mentos fueron desarrollados en 1 mes. En B (1) y (2) se produjo la hiper-
vitaminosis D mediante inyeccién intraperitoneal de 0.125 mg de Vit. Ds
hidrosoluble en dias alternos (total 22 mg). En D se inicié el tratamiento
(0.125 mg por dosis) después de 1 semana de adrenalectomizadas. Abrevia-
turas: Comp. Sol. TCA {componentes solubles en TCA Orcinol positivos).
ARN p. p. TCA (&4cido ribonucleico precipitado por acido tricloroacético).
ADN (acido desoxirribonucleico).
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DISCUSION

La concordancia entre el descenso de la actividad de la fos-
fatasa renal y hepatica en las ratas con hipervitaminosis D
con la disminucién del ARN pp TCA sugiere una depresion
de la utilizaciéon de nucledtidos para la sintesis de los ARN
involucrados en la biosintesis proteica.

A pesar de lo postulado por White (29), en estudios “in
vitro” y en ausencia de glucosa, de que sustancias con activi-
dad de vitamina D son agentes efectivos en la proteccion de
los lisosomas hepaticos, al igual que el cortisol, creemos que
pueda existir un incremento de la actividad de la ribonucleasa
acida, debido a una caida del pH del medio por la acumula-
cion de citrato y aminoacidos, los cuales permeabilizarian los
lisosomas, liberando sus enzimas, afectando de esta manera
el grado de polimerizacion del acido ribonucleico (6, 30). En
el efecto observado podria descartarse la accion de los gluco-
corticoides, ya que éstos estimulan mas bien la sintesis del
ARN (31, 32, 33, 35, 36). Sin embargo, Mac Leod y cols. (37)
informaron un aumento de la actividad de la ribonucleasa
acida, bajo la influencia de los corticoides sobre el linfocar-
cinoma del ratoén, lo cual podria interpretarse como sintesis
ex novo del enzima, antes que su liberacidon por particulas
intracelulares.

No puede desecharse la idea de que el efecto de la vita-
mina D sobre los acidos nucleicos sea indirecto, a través de
la depresion de las funciones respiratorias mitocondriales (3),
implicando una disminucién de las reservas de moléculas ricas
en energia, indispensables para la sintesis del ARN y las pro-
teinas. Es también factible pensar que la menor ingestién de
alimentos en el grupo de ratas con hipervitaminosis D sea otro
factor importante en la disminucién del ARN, ya que ha sido
demostrado por Frayssinet (22) la reduccién por ayuno del
ARN citoplasmatico y nuclear.

Sobre el incremento de los componentes solubles en TCA
orcinol positivos de higados, correspondientes a la fraccién
sobrenadante después de precipitar las proteinas con acido
TCA frio, no se pudo establecer una hipétesis porque se ig-
noran sus constituyentes. Sin embargo, el resultado negativo
de 1a reaccién de Dische en los mismos excluiria la existencia
de nuclebtidos provenientes del ADN, lo que hace posible que

(44
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el aumento obedezca a una depolimerizacion del ARN o bien
se deba a una disminucién en la utilizaciéon de nucledtidos pa-
ra su sintesis, lo cual estd por demostrarse, lo mismo que la
actividad de la ribonucleasa. En cuanto al comportamiento de
la misma fraccién en los rifiones no podemos agregar nada
nuevo, por lo dicho anteriormente. En relacién a este dltimo
érgano, llamo¢ la atencion la aparente refractariedad del conte-
nido de acidos nucleicos frente a las variaciones de factores
que afectan profundamente el metabolismo. En higado, en
base al indice ARN/ADN que estd por debajo de lo normal,
se puede sugerir, tal como se describe en los experimentos de
Frayssinet (22), con ratas en ayuno y en carencia proteica,
que existiria una funciéon hepatica deprimida cuando el indice
estd bajo, correspondiendo a una verdadera involucién, coin-
cidente con la importante pérdida de peso del 6rgano. Para el
rinén, las modificaciones de los acidos nucleicos fueron mi-
nimas y el descenso del peso no fue tan pronunciado. Obser-
vamos solamente la elevacién de la actividad de la fosfatasa
alcalina. En higado, en cambio, en experimentos atin no con-
cluidos, los resultados preliminares demuestran un descenso
significativo del glucoégeno hepatico, que hablaria a favor de
la primera suposicién. Es posibles, ademas, postular un agota-
miento suprarrenal concomitante, el cual afectaria al érgano
produciéndose una depresion de la gluconeogénesis por dis-
minucién del aprovechamiento de los aminoacidos, lo cual
constituye una base para préximas investigaciones.

En cuanto a las ratas adrenalectomizadas en las que se
observo una intensa depresion del ARN hepéatico con un co-
ciente ARN/ADN de 0.47, se comprobd, sin embargo, un in-
cremento significativo de las fosfatasas alcalinas sobre lo nor-
mal. Probablemente este incremento obedezca al efecto des-
crito por Korner (38), quien explica el estimulo paradéjico
de la sintesis proteica hepatica post-adrenalectomia como de-
bido a un retardo de la gluconeogénesis a partir de aminoéaci-
dos, lo cual implicaria la presencia de grandes cantidades de
los mismos, que favorecerian la estabilidad de los microsomos
y del ARN mensajero. En este aspecto Ittel y cols. (39) de-
muestran que en la adrenalectomia hay una mayor incorpo-
racion del 3PO43 en la fraccion nucleolar y en el ARN del
higado de rata, dando apoyo a lo expuesto anteriormente, aun
cuando estas observaciones parecerian contradictorias al te-
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nerse en cuenta las numerosas observaciones en el sentido de
una mayor biosintesis del ARN mensajero por los glucocorti-
coides (39, 40). En los rifiones, en cambio, si bien el patréon
de variaciones de peso y concentraciéon de acidos nucleicos es
parecido a las fracciones hepaticas, la estabilidad del ARN
pp TCA y del ADN correspondié a un notable incremento del
peso, junto a una caida de los componentes solubles en TCA;
sin embargo, hubo un descenso de la actividad de la fosfatasa,
tal como se observa en la Fig. 3.

En los higados de las ratas adrenalectomizadas mas hiper-
vitaminosis D, el patrén de acidos nucleicos y el indice de ma-
duracion sugieren una intensa actividad metabdlica, posible-
mente con estimulo de la biosintesis proteica, que impediria la
depresién de las fosfatasas alcalinas. En los rifiones sucedid
algo semejante, ya que se elevo significativamente dicha acti-
vidad. Creemos también factible que la hipervitaminosis D
haya significado una potenciacion del efecto sobre la biosin-
tesis proteica descrito para la adrenalectomia, en higado, ya
que la hipervitaminosis D induce, tal como fue demostrado
por Chiantera y cols. (30), un significativo incremento de los
aminoacidos en la sangre y una mayor excrecién urinaria, lo
que correspondidé a un significativo aumento de los ARN y
ADN con una elevacion del indice de maduracion.

Actualmente no se esta en condiciones de aportar nuevos
datos a la presente discusién. Esperamos que los resultados
que se obtengan de los experimentos en marcha, referente a
la naturaleza de los componentes solubles en TCA orcinol po-
sitivos y a las diferentes actividades de la ribonucleasa y ARN
polimerasas contribuyan a aclarar en parte el problema. Tam-
bién tenemos presente que las profundas modificacioned idnicas
determinadas por la adrenalectomia y la hipervitaminosis D
puedan tener influencia sobre el tenor de acidos nucleicos y
la sintesis proteica, ya que se ha demostrado que el aumento
de la fuerza idnica ejerce un efecto estimulante de la biosin-
tesis del ARN por la ARN polimerasa, Weiss (41).
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SUMMARY

Effect of hypervitaminosis D on kidney and liver levels of nucleic acids
and alkaline phosphatase in normal and adrenalectomized rats

Both nucleic acids and alkaline phosphatase were deterrhined in liver
and kidney of Sprague Dawley rats weighing 200 to 300 g each. They were
chosen at random from one lot subjected to hypervitaminosis D, and from
another group where all rats had been adrenalectomized. In a third lot the
effect of both variables was studied.

The N. A. were determined by Schneider’s method, where the super-
natant containing components soluble in trichloroacetic acid and giving
positive orcinol test were collected, and the fractions were coprecipitated
with protein. DNA was determined by Stumpf’s technique, and RNA by
the orcinol reaction. Bodansky’s method was used for alkaline phosphatase.

Under the conditions of the experiment the results are as follows:
1) Hypervitaminosis D caused a decrease in liver weight, there was an
increase in the soluble components in trichloroacetic acid; a decrease in
RNA and an increase in DNA. The RNA/DNA ratio diminished slightly.
In kidneys there was observed only a slight decrease in the soluble com-
ponents, with positive orcinol test. There was some inhibition in the alka-
line phosphatase both in liver and in kidneys. 2) Adrenalectomy produced
a decrease in RNA in liver, a decrease in the solgble components positive
to orcinol, and in the RNA/DNA ratio. The alkaline phosphatase showed
a slight increase. The kidneys showed an increment in weight, together
with a fall in the soluble components and in alkaline phosphatase. 3) In
the adrenalectomized & hypervitaminosic rats there was observed a weight
decrease in liver, an increase in RNA, an increase in soluble components
and an increase in the RNA/DNA ratio as well. The alkaline phosphatase
showed no inhibition. Kidneys diminished in weight, the RNA was in-
creased, the soluble components, orcinol positive, also increased, as well
as the DNA and the RNA/DNA ratio; the activity of alkaline phosphatase
also increased.

These experiments suggest that both adrenalectomy and hypervita-
minosis D give rise to a significant increment in the hepatic and renal
metabolic activity, according to the observed RNA/DNA ratio. Participa-
tion of the suprarrenais in these effects is very possible. It is also feasable
that vitamine D enhances the nucleic acids synthesis in liver as well as
in kidneys, in adrenalectomized rats. Possible mechanism of action were
discussed.
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