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RESUMEN

Se estudiaron las variaciones en el contenido de DNA y proteinas en el
higado de dos grupos de ratas: el primero, en el que fueron alimentadas con
maiz comin (dieta I) y el segundo grupo, que consumid una dieta a base de
almidon de maiz (maicena), “chuiio” (papa deshidratada), aziicar y grasa
(dieta II). Los resultados obtenidos fueron comparados con los de un tercer
grupo de ratas control, alimentadas con una dieta balanceada y adecuada en
proteinas. Las dietas fueron administradas ad libitum a partir del destete, por
un periodo de 90 dias.

Se observo un aumento en el contenido de DNA por g de higado, en los
animales alimentados con las dietas Iy II. La concentracion de proteinas he-
piticas se expresa en tres formas: como mg de proteina por g de higado,
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como mg de proteina por mg de DNA, y como mg de proteina en el peso
total del higado. Los animales alimentados con la dieta Ii, acusaron una dis-
minucién de las proteinas hepaticas con las tres formas de expresion de los
resultados. En cambio, en el grupo de ratas alimentadas con maiz (dieta I), la
expresion de los resultados como mg de proteina por g de higado fracaso en
revelar disminucion de las proteinas hepaticas, pero si destaco un descenso de
las proteinas con las otras dos formas de expresion de los resultados, encon-
trandose que es mas confiable la expresion como mg de proteina por mg de
DNA.

Se destaca, por lo tanto, la importancia de expresar los resultados de las
proteinas hepaticas en funcion del DNA, y se demuestra la utilidad de esta
forma para revelar su disminucion en el grupo de ratas alimentadas con maiz.

INTRODUCCION

Desde hace tiempo se sabe que la ingestion de dietas de bajo
contenido en proteinas produce un descenso de las proteinas he-
piticas (1-5). Esto se ha encontrado no sélo cuando se ingiere
dietas exentas de proteinas, sino también con dietas bajas en pro-
teinas de diferentes fuentes alimenticias. En muchos casos, sin
embargo, para demostrar el descenso de las proteinas hepaticas,
éstas deben expresarse como cantidad de proteinas en el higado
total, puesto que cuando se les expresa como proteinas por g de
higado, se requiere un periodo de tiempo relativamente largo de
ingestion de la dieta o bien emplear dietas con restriccion protei-
nica sumamente grande (4, 6).

Williams (5), basindose en que el contenido de DNA de un
tejido u 6rgano debe permanecer relativamente constante, com-
probd lo sefialado por Campbell y Kosterlitz (7), o sea que es mu-
cho mejor expresar el contenido de proteinas del higado en rela-
cion al DNA hepitico. Con ello, la disminucién de las proteinas
hepaticas al administrar dietas pobres en proteinas se hace demos-
trativa y, a la vez, constituye un indice aproximado de la cantidad
de proteinas por célula.

A pesar de lo sefialado, pensamos que no se ha dado 1a debida
importancia a los hallazgos en cuestion, y en la mayoria de traba-
jos se continilia expresando la concentracion de proteinas hepiticas
por g de higado o en base al peso de higado total.

El maiz es una fuente alimenticia muy utilizada en Latino-
américa y, por ende, gran parte de 1a poblacion peruana también lo
usa como constituyente de su dieta diaria. Por consiguiente, tiene
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mucha importancia en nuestro medio conocer sus efectos en la
composicion y metabolismo corporal, cuando se ingiere habitual-
mente; de ah{ nuestro interés en conocer dichos efectos. En el
presente estudio se examinan asi los efectos de la ingestion de
maiz sobre el contenido de proteinas y DNA en el higado de ratas.
Se corrobora lo sefialado anteriormente, esto es, la importancia de
expresar el contenido de proteinas en funcion del DNA hepético
para determinar el descenso de las proteinas producida por el maiz
en este Organo.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron dos grupos de ratas albinas de ambos sexos de la
raza Wistar, de 30 dfas de nacidas, con un peso promedio alrede-
dor de 46 g. Estas fueron destetadas y alojadas en jaulas metilicas,
sujetdndose a una de las siguientes dietas. Dieta I: constituida de
maiz comin peruano de la variedad conocida como cabanita, ad-
ministrado en forma de granos, y Dieta II: a base de almidén de
maiz (maicena), 500 g; ‘““‘chufio” (papa deshidratada), 80 g; azdcar,
125 g y grasa (manteca vegetal) 75 g. Con los constituyentes de
esta dieta se hizo una masa acuosa, la cual, después de ponerla al
homo para que adquiriera mayor consistencia, se suministrd a las
ratas. ’

A un tercer grupo de ratas, gue sirvidé como grupo control, se
le dio una preparacion comercial balanceada (proporcionada por la
Sociedad Industrial del Sur, Arequipa, Per@), la cual contenia
160/0 de proteina.

El contenido proteinico de las dietas I y II era de 8 y 3Y%o,
respectivamente, calculado en base a la determinacion del N de di-
chas dietas por el método de Kjeldahl.

Todas las dietas fueron administradas ad libitum y el consu-
mo de alimento y peso corporal se controlaron a intervalos regula-
res durante el tiempo de administracion de las dietas.

Para la preparaciéon del homogenizado de higado, las ratas
fueron sacrificadas por decapitacion dejando que perdieran san-
gre por algunos segundos. Luego se retird y pesd el higado de cada
rata, tomdndose 0.5 g del mismo para su homogenizacion, la cual
fue realizada de manera estandarizada sobre hielo, con un homoge-
nizador tipo Potter, durante un minuto. Para la homogenizacién
se utilizé6 agua bidestilada helada, siendo el volumen total del ho-
mogenizado de 10 ml.
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Inmediatamente después de ser destetadas se sacrificd un to-
tal de 10 ratas y las determinaciones hechas en ellas fueron consi-
deradas como valores a tiempo cero (basal). Luego, cinco ratas
de cada uno de los tres grupos sefialados fueron sacrificadas en
cada uno de los siguientes tiempos: 9, 15, 30, 60 y 90 dias des-
pués de iniciadas las dietas respectivas, para las consiguientes de-
terminaciones.

Las proteinas hepdticas en las ratas fueron determinadas utili-
zando el método de Lowry (8), modificado por Miller (9), usando
un ml de una dilucién de 1/2000 del homogenizado de higado. Se
empled alblimina cristalizada de bovino “Sigma’’ como estandar.

Para la determinacion de DNA se siguid el método de Giles y
Myers (10), previo tratamiento de 5 ml del homogenizado original
del higado con el procedimiento de Fleck y Begg (11); parala ob-
tencién del DNA solubilizado en dcido perclorico 1 N, se utilizo
DNA sal de sodio tipo I, “Sigma” obtenida de timo, como estindar.
El color formado mediante la reaccion del DNA con difenilamina
se midi6é a 595 y 700 nm.

RESULTADOS

Las ratas alimentadas con la dieta control citada mostraron
un buen crecimiento a través de todo el periodo experimental,
hecho que se dedujo de su adecuado aumento de peso corporal
(Tabla 1). Por el contrario, las ratas alimentadas con maiz (dieta
I), mostraron una menor ganancia del peso corporal, lo que revela
una disminucién en su crecimiento; durante los primeros 30 dias
casi no hubo ganancia de peso, pero si después de los 30 dias,
aunque no a la tasa observada en los controles. La falta de ganan-
cia de peso corporal fue todavia més acentuada en las ratas someti-
das a la dieta que contenfa maicena, “chufio”, azdcar y grasa (die-
ta 1), en las que el peso se mantuvo estacionario durante el trans-
curso del experimento y con tendencia a disminuir (Tabla 1).

Las variaciones en el peso corporal mencionadas arriba, en
los animales alimentados con las dietas I y II, se acompafiaron de
alteraciones en el mismo sentido en el peso del higado, puesto que,
como se puede apreciar en la misma Tabla 1, parece haber una
estrecha correlacion entre el peso corporal y el peso del higado.
Asi, las ratas alimentadas con la dietal, que mostraron un auv-
mento moderado en el peso corporal, también tuvieron un aumen-
to moderado en el peso del higado, en comparacion con las ratas
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TABLA 1

PESO CORPORAL Y PESO DEL HIGADO EN RELACION AL TIEMPO
TRANSCURRIDO DE CONSUMO DE LA DIETA, EN RATAS CONTROL
Y EN LAS ALIMENTADAS CON DIETAS BAJAS EN PROTEINAS

Dias después Peso Peso del
Dieta de la dieta corpotal higado
g g
0 43+ 3* 157+ 0.14
8 53+ 6 1.86 £ 0.25
Control 15 58+ 3 2.16 £ 0.09
30 87+ 17 3.33 £ 0.26
60 131+ 9 432*0.29
90 173+ 21 515+ 0.41
8 47 *3 149+ 0.17
15 47 *1 1.55 % 0.05
Dieta I 30 48 +3 1.64 £ 0.10
60 65 t4 248 % 0.16
90 78 5 271+ 0.12
8 32 3 1.15 £ 0.07
15 30 2 1.05 * 0.04
Dieta 11 30 3 3 1.02%0.10
60 29 2 102+ 0.09
90 28 +2 1.00 £ 0.06

*  Media * error estindar.

control. En cambio, las ratas alimentadas con la dieta II, que mos-
traron un peso corporal estacionario durante los 90 dfas de con-
sumo de la dieta, tuvieron pricticamente el mismo peso del higado
durante ese tiempo.

Ademads de las alteraciones en el peso corporal y peso del hi-
gado, las ratas que recibieron la dieta II también mostraron altera-
ciones dermatologicas, tales como piel lustrosa, reseca y descama-
da, y disminucion y caida del pelo. En ningiin momento se obser-
varon signos de edema entre las alteraciones ocasionadas por estos
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dos tipos de dieta.

El DNA del higado, calculado en mg/g de higado, permanecié
sin ninguna variacion en las ratas control durante todo el tiempo
de consumo de la dieta, como se muestra en la Figura 1. En cam-
bio, en las alimentadas con maiz (dieta I), se encuentran concen-
traciones mayores que en los controles, siendo dicho aumento bas-
tante notorio a partir de los 30 dias de consumo de la dieta, con
una diferencia estadisticamente significativa (P < 0.01). Los ani-
males alimentados con la dieta II mostraron un ostensible aumento
de la concentracion de DNA hepitico a partir del 8o dia de consu-
mo de la dieta, muy por encima de los valores control (P< 0.001),
aumentando mds conforme transcurria el tiempo de consumo de la
dieta (Figura 1).

En la misma Figura también se muestra que cuando las pro-
teinas hepdticas se calculan en mg por g de higado, éstas practica-
mente permanecen en el mismo nivel en las ratas control. En las
ratas alimentadas con maiz (dieta I), no se observa disminuci6n en
la concentracion de proteinas, mientras que en las alimentadas con
la dieta II hay cierta tendencia a la disminucion (diferencia estadis-
ticamente significativa a un valor de P < 0,05 al 8o dia de dieta),
pero que no se acentia durante todo el resto del periodo experi-
mental.

Como se aprecia en la Figura 1, en los animales alimentados
con la dieta II existen tendencias opuestas en cuanto al contenido
de proteinas y DNA. Mientras que las proteinas tienden a dismi-
nuir, el DNA aumenta marcadamente. Es diferente 1o que sucede
en los animales alimentados con maiz, ya que en ellos el DNA au-
menta, aunque en menor grado que en las ratas alimentadas con la
dieta II, pero los niveles de proteina no difieren en mucho de los
valores encontrados en las ratas control.

Queda claramente demostrado, entonces, que en los animales
alimentados con maiz (dieta I), no hay disminucién de las protei-
nas hepaticas si éstas se expresan como concentracién en mg de
proteina por g de higado y, en cambio, si se demuestra disminu-
cion al expresar esa concentracion de proteinas hepdticas en mg
por mg de DNA o mg de proteinas en el peso total del higado. En
este caso, las ratas alimentadas con maiz presentan una disminu-
cién de las proteinas hepdticas, 1a cual es estadisticamente signifi-
cativa (P < 0.001), a partir de los 30 dias de la ingestion de la
dieta, cuando los resultados se expresan en funcién del DNA, y a
partir de los 15 dias si se calculan en funcion del peso total del
higado (véase Tabla 2).
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TABLA 2

PROTEINAS HEPATICAS EXPRESADAS EN FUNCION DEL DNA Y
DEL PESO HEPATICQ TOTAL EN RATAS CONTROL Y EN LAS
ALIMENTADAS CON DIETAS BAJAS EN PROTEINAS

Proteinas Proteinas hepéticas
Dieta Diasenla hepaticas {mg de prot/peso
dieta (prot/mg de DNA) hepético total)

0 155.5+ 6.3* 325+ 33
8 178.1¥10.2 430% 38
Control 15 1585% 7.6 503+ 20
30 15881183 748+ 84
60 1704 4.8 982 58
90 1704+ 3.8 1,172 £ 106
8 1609+ 6.1 326+ 38
15 147.3+£16.2 344 18
Dietal 30 110.8+11.7 361 40
60 1234% 52 565+ 41
90 116.3% 43 571+ 24
8 103.2% 8.8 226 £ 14
15 93.6+ 4.6 217+ 12
Dieta II 30 751 4.2 - 209 20
60 696% 2.8 212+ 30

90 6841 43 2041 17

* Media * error estandar.

Las ratas alimentadas con la dieta II muestran disminucidn de
las proteinas hepiticas, estadisticamente significativa (P < 0.001),
a partir de los 30 dias de ingestion de la dieta, si los resultados se
expresan como mg de proteina por g de higado, como ya se ha in-
dicado, y a partir de los 8 dias de ingesta de 1a dieta si los resulta-
dos se expresan como mg de proteina por mg de DNA o como mg
de proteina/peso hepitico total (véase Tabla 2).
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DISCUSION

Es bien conocido el hecho de que la deficiencia de proteinas
en la dieta induce una disminucion del crecimiento, tanto en ani-
males como en seres humanos. Los hallazgos aqui sefialados indi-
can cierta alteracion en el crecimiento de las ratas alimentadas,
tanto con la dieta I como con la dieta II, siendo mds afectado en
los animales alimentados con la segunda, como lo revela su falta de
ganancia de peso. Este.resultado es muy similar al encontrado por
Campos y Madi (12, 13), usando dietas bastante semejantes a la
dieta I, pero que no contenian “chuiio”. _

La ganancia de peso moderada que se observd en los animales
alimentados con la dieta I, a base de maiz, y la ausencia de ganan-
cia de peso en los animales que ingirieron la dieta Il puede expli-
carse por la mayor cantidad de proteina (80/0) que contiene la
dieta I, comparada con la dieta I (30/0). En ambas dietas la defi-
ciencia proteinica se tradujo en deficiencia de los amino4cidos
esenciales lisina y triptofano, lo que condujo a retardo en el creci-
miento y a pérdida de peso (14-16).

Las dietas de bajo contenido proteinico administradas ad
libitum usualmente producen un descenso en la ingestién de ali-
mentos (3, 17, 18), hecho que también se noto6 en este trabajo con
los dos tipos de dieta, de manera que éste es otro factor que incide
en la baja de peso observada con dichas dietas. Debe aclararse, sin
embargo, que esti bien demostrado que las dietas bajas en protei-
na administradas ad libitum producen cambios ultraestructurales y
bioquimicos diferentes a los encontrados en la inanicién (17, 19).

La falta de ganancia de peso inicial durante los primeros 30
dias que se observo en los animales alimentados con maiz (dieta I),
también fue apreciada en nuestros laboratorios por Zegarra (20),
en ratones alimentados con maiz. Es posible que esta falta de ga-
nancia de peso inicial pueda deberse a una disminucion del apetito
notada en dichos animales durante ese periodo. Ello se explica
por el proceso de adaptacion del animal a la nueva dieta que se ad-
ministrara, con la conslgmente reanudacion de ganancia de peso
del animal, aunque no en la misma tasa que en los controles, debi-
do a la baja calidad y cantidad de proteinas del maiz.

Los resultados obtenidos por nosotros en lo referente a la
concentracion de DNA en el higado, expresados en mg por g de
higado, indican un aparente aumento del DNA durante los prime-
ros 30 dias de alimentacion con las dietas experimentales, aumen-
to que fue mucho mayor en los animales alimentados con la dieta
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II. Resultados similares han sido encontrados por Mendes y
Waterlow (21), por Svaboda, Grady y Higginson (17), y por
Enwonwu y Sreebny (3), en ratas alimentadas con dietas bajas en
proteina. Ya que se ha comprobado que en el ayuno o en la defi-
ciencia proteinica no hay muerte celular sino reduccion en el ta-
maiio de las células hepaticas (3, 17, 22-24), fendmeno que se
debe a la pérdida de algunos componentes citoplasmaticos, entre
ellos proteinas, el aumento de DNA por g de higado encontrado
en el presente estudio es una confirmacién adicional de la dismi-
nuciéon en el tamaiio celular que ocurre cuando se ingieren dietas
pobres en proteina. Este hallazgo indica, ademas, que existe un
aumento en el nimero de células por g de higado en los animales
alimentados con los dos tipos de dieta.

Después de los 30 dias, el aparente aumento de DNA por g
de higado se hace menor, o incluso se estabiliza con los dos tipos
de dieta. Esto puede indicar que la reduccion en el tamatfio celular
ha llegado al maximo o que hay un aparente equilibrio entre los
factores que pueden causar aumento o disminucion del tamaiio de
las células hepaticas, considerando que el DNA por célula se man-
tiene constante en el animal adulto o que aumenta muy poco en la
rata en crecimiento (7, 21, 22, 25).

Dado que las dietas pobres en proteinas producen un descen-
so de las proteinas hepiticas (1, 5) y considerando que la deficien-
cia de amino4cidos esenciales también produce el mismo efecto
(14, 16), es de esperar que las dietas I y II produzcan una baja de
las proteinas hepaticas. Es probable que a estos dos factores se
deba principalmente el descenso de proteinas en el higado obser-
vado con dichas dietas. Otros factores como vitaminas y sales
minerales también pueden jugar cierto papel, pero indudablemente
muy secundario. Esto fue comprobado por nosotros (resultados
no mostrados), puesto que el agregado de una mezcla de sales mi-
nerales y vitaminas hidro y liposolubles a las dietas empleadas en
el presente estudio no altero los resultados obtenidos.

La disminucion en las proteinas hepiticas fue observada os-
tensiblemente en los animales que ingirieron la dieta II, al usar
cualquiera de las tres formas de expresién de los resultados. Sin
embargo, si los resultados se expresan como mg de proteinas por
g de higado, se podria concluir que la dieta a base de maiz (dieta
I), a pesar de ser pobre en proteinas y deficiente en lisina y tripto-
fano, no produce alteracién en las proteinas hepaticas. Un hallaz-
go semejante fue descrito por Bressani, Elfas y Gémez-Brenes (26),
en ratas que consumieron maiz corriente por 28 dias, y por Zeg#-
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rra (20), en ratones alimentados con maiz durante periodos de 12
y 40 dias. ' Sin embargo, cuando se examinan los resultados expre-
sados como mg de proteina por mg de DNA, o como mg de pro-
teina en el peso total del higado, se aprecia claramente que la dieta -
de maiz induce una disminucion de las proteinas hepaticas.

Como ya hemos visto, el aumento del contenido de DNA por
g de hlgado producido en las ratas alimentadas con maiz, indica un
mayor nimero de células por g de higado, por lo que la expresion
de la concentracion de proteinas por g de higado evidentemente
no es la mas adecuada. Por otro lado, si bien encontramos que la
expresion de la concentracion de proteinas en el peso total del
higado revela una disminucion de las proteinas hepaticas en las
ratas alimentadas con maiz, un poco mis precozmente que cuando
se expresa la concentracion de proteinas en funcién del DNA,
dicha expresion esta determinada por el peso total del higado, el
que a su vez estd influenciado por varios factores, lo que hace du-
dar de la confiabilidad de esta forma de expresar los resultados. Si
como hemos indicado mas arriba, el DNA por célula se mantiene
constante en el animal adulto o aumenta muy poco en la rata en
crecimiento, lo que hemos confirmado por la falta de variacion del
contenido de DNA por g de higado en nuestros animales control,
es posible concluir que la expresiéon de la concentracion de las pro-
teinas hepdticas como mg de proteina por mg de DNA es la mis
adecuada y, en ciertos casos, —como en el presente trabajo— es
sumamente itil para revelar disminucion de las proteinas hepati-
cas. Debemos indicar, ademis, que asi como la expresion de la
actividad de una enzima en unidades por mg de DNA es una me-
dida de la actividad de dicha enzima por célula (27, 28), igual-
mente puede ser aplicable el hecho de que la expresion de la con-
centracion de proteinas en funciéon del DNA sea una indicaciéon
aproximada de la cantidad de proteinas por célula.

SUMMARY

DNA AND PROTEINS IN THE LIVER OF RATS FED ON CORN.
THE IMPORTANCE OF EXPRESSING LIVER PROTEIN
CONCENTRATIONS AS A FUNCTION OF DNA

Variations in liver DNA and protein content were studied in rats fed
tommon com (diet I) and in another group of rats fed a diet made of comn
Starch (“maicena”), “chufio” (dried potato), sugar and fat (diet II). The



482 ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION

results were compared with those from a control group fed a balanced diet
with adequate protein. Diets were administered after weaning, for a period
of 90 days. Animals on diets I and II showed an increase in the DNA con-
centrations per g of liver. Liver protein concentration was expressed in three
forms: as mg of protein per g of liver, mg of protein per mg of DNA and mg
of protein in the total liver weight. Animals raised on diet II had a decrease
in liver protein, which was evident regardless of the way of expressing the
results, On the other hand, in rats raised on corn (diet 1), the results expressed
as mg of protein per g of liver did not show a decrease in liver proteins, while
the other two ways of expressing the results demonstrated a decrease in liver
protein. It seems that the most trustworthy way to express liver protein
concentration is as mg of protein per mg of DNA. The importance of ex-
pressing the results of liver protein concentrations as a function of DNA is
emphasized and its usefulness demonstrated and discussed.
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