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Subnutricion durante la lactancia: estudio en modelo
experimental
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RESUMEN: Se analiza el efecto de la desnutricién precoz a través del contenido de DNA y actividad de las enzimas Adenosina
deaminasa (ADA), Purina Nucledsido Fosforilasa (PNP) y 5 Nucleotidasa (5'NT)-enzimas relacionadas con los linfocitos T-, en
timo de rata,

Para estudiar el efecto de la desnulricién precoz se duplict la camada (14-16 crias por madre), siendo sacrificados los animales
en diferentes rangos de edad. Como controles se ulilizaron animales bien nutridos durante Ia lactancia (6-8 crias por madre).
Al finalizar la experiencia, los animales fueron pesados y sacrificados, se les exirajo el timo; se prepararon suspensiones de
timocitos, sobre las cuales se determind el contenido de DNA, Ia actividad de las enzimas ADA, PNP y 5'NT.

Los resultados demuestran que la desnutricion precoz afecta sdlo el peso corporal y del timo, hasta el momento del destete. Al
administrar a partir de dicho momento diela stock, no se observan diferencias en los pardmetros estudiados.

Palabras claves: Subnutricién- Timo- DNA- Enzimas timicas.

SUMMARY: Undernutrition: study in experimental model. Feliu, Maria Susana; Slobodianik, Nora H. It is known that the
thymus is severely affected by nutritional disorders. The present paper studies the effect of undernutrition an the DNA content and
the activity of Adenosine deaminase (ADA), Purine Nucleoside Phosphorilase (PNP) and 5'Nucleotidase (5' NT)- enzymes
involved with T lymphocytes- on rats thymus. Weanling Wistar rals {14-16 pups per dam) were sacrificed at different ages. Control
groups (6-8 pups per dam) were run simultaneously. At the end of the experimental period, body weight was determined, thymus
was removed and its weight was determingd. Cell suspensions were prepared and DNA content , ADA, PNP and 5' NT activities
were determined.

The results show that undemutrition produce at weaning, loss of body and thymus' weight. On the other hand, DNA content and
the activity of ADA, PNP and 5'NT were not modified.

Key Words: Undernutrition- Thymus- DNA- Thymic enzymes.

Introducceidn

Durante los Gltimos afos se han realizado avan-
ces significativos en el conocimiento de los aspec-
tos bioquimicos y clinicos que resultan de los
desequilibrios nutricionales. La malnutricién es la
resultante del desequilibrio producido entre las ne-
cesidades especificas de nutrientes indispensables
y energia que demanda el organismo, y su provision
por parte de los alimentos. Esta distorsion lleva a
una capacidad funcional alterada, siendo de vital im-
portancia la depresién de los mecanismos de defen-
sa que conduce a un aumento significativo de la sus-
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mune; la depresion de éste -humoral, secretorio y
celufar- puede ser explicado como consecuencia de
la deficiencia de nuirientes indispensables (hierro,
Zn, Vit. A, Vit B12, 4cido folico, piridoxina) o exceso
de otras (grasas) sélos o en combinacién con malnu-
tricion energético-proteica(6-9).

Por otra parte, el tipo de respuesta y la vulnera-
bilidad de un tejido a los efectos del desequilibrio
nutricional dependen de la velocidad fisiologica de
recambio celular. La cinética de proliferacién en los
drganos linfoides y en particular en timo, sugiere
que éstos son altamente susceptibles a los efectos
de la mainutricion (2,10-12),

Algunos investigadores sefialan la estrecha
interrelacion entre el desarrollo y funcionamiento de
los timocitos con Adenosina Deaminasa(ADA),
Purina Nucledsido Fosforilasa(PNP) y 5 * Nucleotida-
sa (5'NT); estas enzimas se encuentran involucradas
en el metabolismo de las purinas. Estudios en indivi-
duos con deficiencia congénita de ADA y PNP mos-
traron aumento de desoxyATP y desoxyGTP respec-
tivamente; éstos son 16xicos para los timocitos, ya
que no son degradados. Estas observaciones de-
muestran la intima relacion existente entre la activi-
dad de ADA y PNP con el funcionamiento de los lin-
focitos T(13,14).

Los multiples desequilibrios nutricionales pre-
sentes en nifios con malnutricidn caldrico-proteica
asi como las infecciones coexistentes, hacen dificil
definir los efectos de cada uno sobre el timo. Por
este motivo es necesario recurrir a modelos experi-
mentales en animales que permitan fijar una dnica
variable; estos modelos permitirian, ademés, diluci-
dar cuales son los procesos intratimicos que llevan
a la depresion de la inmunidad celular(10,11). El
modelo experimental en rata posibilitaria ademds, la
extrapolacion al hombre, pues la atrofia timica
descripta en el humano es similar a la observada en
modelos murinos(15,16).

El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto
de la subnutricién durante la lactancia a través del
contenido de DNA y actividad de las enzimas ADA,
PNP y 5°NT en timo de rata.

Materiales y Métodos

Entodas las experiencias se utilizaron ratas de
la cepa Wistar, de colonia cerrada del bioterio de las
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Cétedras de Bromatologia y Nutricion de la Facultad
de Farmacia y Bioguimica,

Se controlaron las condiciones ambientales del
bioterio a lo largo de todo el periodo experimental; la
temperatura del cuarto se mantuvo a 21°C = 1°C
mediante equipos de aire acondicionado y estufas,
se proporcion6 un ciclo de 12 horas de luzy 12 horas
de oscuridad mediante interruptor automético y la
humedad promedio registrada fue de aproximada-
mente 65-70%.

Las ratas en experiencia se alojaron individual-
mente en jaulas de acero galvanizado de piso de
malla. El agua y las dietas se administraron “ad
libitum™.

Para estudiar el efecto de la subnulricidn du-
ranle Ja lactancia (desnutricion precoz) se duplicé la
camada (14-16 crias por madre) (17) que a partir del
destete recibieron dieta stock (pellet, Cargill 24.6%
de proteina), siendo sacrificados los animales en los
siguientes rangos de edad : 11-13 dias ($12), 21-23
dias (S21), 41-43 dias (542}, 60-65 dias (S65).

Como controfes bien nutridos se utilizaronra-
tas (6-8 crias por madre) que desde el destete reci-
bieron dieta stock y fueron sacrificadas en rangos
de edad semejantes (C12, C21, C42, C65).

Al comienzo y al final de cada perfodo experi-
mental, los animales fueron pesados, calculdndose
el aumento de peso diario, que fue posteriormente
expresado como velocidad de ganancia ponderal

(VGP)(10).

VGP(g/100g rata/dia) = (Pi-Pi)x100
Va(Pi+Pf)x dia

Al finalizar cada periodo experimental los ani-
males se mantuvieron 3-4 horas en ayuno; luego
fueron pesados y sacrificados, previa anestesia con
éter. Se les extrajo el timo, el que fue pesado expre-
sdndose los resultados en mg y en funcion de masa
metabdlicamente activa (Peso 879),

Se prepararon suspensiones celulares mono-
dispersas del 6rgano, trabajandose siempre a 4°C.
Para su preparacién, las células del timo fueron ex-
traidas mediante el uso de pinzas especiales de ci-
rugia desmenuzando con ellas en forma muy suave
eltejido, luego fueron lavadas dos veces en el medio
que correspondia para cada determinacidn.

Se determiné el contenido de DNA por método
de Burton, la actividad de las enzimas ADA y PNP
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segin técnica de Wu & Marliss modificada, la activi-
dad de la enzima 5 Nucleotidasa segun técnica de
Wiener modificada y el contenido de proteina por
método de Kjeldahl (18-21).

Expresion de los resultados

Los resultados de la actividad de ADA y PNP se
expresaron como umol de éacido drico x 10 /P,
[P=Peso timo (mg)/ Peso corporal *™ (g)] y como
pmol de acido urico/ mg de proteina de timo, produ-
cidos en 5 minutos.

Los resultados de la actividad de 5 °NT se ex-
presaron como UI/P, [P=Peso timo (mg) / Peso cor-
poral ®* (g}] y Ul/mg de proteina de timo.

Los resultados se expresan como X+D.E.
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El andlisis de la informacidn obtenida se reali-
20 utilizando test de Student y Andlisis de Varianza,
considerando significativas las diferencias de me-
dias conun p<0.01 (22).

Resultados y Discusién

a- Evolucion del peso corporal, peso deltimo

yvelocidad de ganancia ponderal

La Tabla 1 muestra el peso corporal (g) (Pc), el
peso del timo -expresado en mg y mg/Pc(q)°™ -y la
velocidad de ganancia ponderal (VGP) (a/100g rata/
dia) entre los 11 y 67 dias de vida en lotes con sub-
nutricién durante la lactancia y controles de igual edad.

Tabla 1: Evolucion del peso corporal , peso del timo y velocidad de ganancia ponderal en lotes
subnutridos durante la lactancia y controles de igual edad

Late Peso corporal Peso del timo Velocidad de
(Edad) (9) mg mg/Pe”” Ganancia Ponderal
(g/100g rata/dia)
12 16.5+2.7" MA1+17.42° 8.29+265" 8.79=1.60"
c12 23.0+34" 88.43+27.80° 6.99+1.79° 132+3.30"
$21 401+73" 135.57+53.83" 8.26+2.68" 8.62+0.61
c21 521+ 39° 176.94+4651" 9.26+2.47" 8.27+1.32
$42 118.9+21.4 335.06+59.30 10.56+2.17 4,78+0.36
c42 126.9+205 332.65+54.46 8.85+1.37 4.83+0.50
365 224.8+57.9 389.60+79.40 7.96+157 3.18+0.23
65 215.+44.6 380.79+65.79 7.00+1.26 2.59+0.25

X+ D.E.; 6-8 animales por lote.

Las medias que no presentan una letra * ® en comin son diferentes a p<0.01.

Se observ disminucidn estadisticamente sig-
nificativa en el peso corporal y en el peso del timo de
los lotes subnutridos durante la lactancia , cuadro
obtenido por duplicacién de la camada y descripto
por Widdowson (17), conrespecto a los controles de
igual edad, hasta el momento del destete . A partir de
aproximadamente los 42 dias de edad no se obser-
van en estos pardmetros diferencias significativas
entre ambos grupos. Es interesante remarcar que a
partir del destete el peso del timo en funcién de la

masa metabolicamente activa tiene un comporta-
miento similar al de animales bien nutridos, pero
desfasado en un periodo de tiempo equivalente al
periodo de subnutricion ;el timo mostrd su involu-
cion normal entre los 40 y 67 dias de edad .

La velocidad de ganancia ponderal en el lote
subnutrido es estadisticamente menor hasta el mo-
mento del destete, momento a partir del cual al reci-
bir dieta stock de bioterio recuperan la velocidad de
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crecimiento normal y compensan el retardo genera-
do por la subnutricién durante la lactancia .

b- Contenido de DNA, Niimero de Nicleos y

Tamaiio celular entimo

En la tabla 2 se muestran los resultados co-
rrespondientes al contenido de DNA (mg/drgano),
Nimero de nicleos(millones) y tamario celular [Peso
del timo(mg)/Numero de niicleas(millones)] en timo
de los lotes subnutridos durante la lactancia y sus
controles de igual edad,
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Se observa en los lotes subnutridos aumento
en el contenido de DNA y nimero de nicleos con-
comitantemente con el aumento de la edad, mante-
niéndose constante a partir de los 41 dias, compor-
tamiento semejante al de los animales controles. El
tamafio celular no mostrd variaciones durante el pe-
riodo estudiado.

¢- Actividad de las enzimas ADA, PNP

y5 'NTentimo

En la Tabla 3 se muestran los resultados co-
rrespondientes a la actividad de las enzimas ADA,
PNPy 5 °NT entimo enlos lotes subnutridos durante
la lactancia y controles de igual edad.

Tabla 2: Contenido de dna, nimero de niicleos y tamafio celular en timo de lotes subnutridos

durante la lactancia

Lote DNA Nimero de nicleos Tamaiio
(mg/drgano) {millones) Celular
$12 21+04" 335.8= 58.9° 0.24+0.07
c12 24+05" 389.7+78.9" 0.1920.04
$21 43+06° 690.0+103.4° 0.27+0.06
c21 53+09° 857.0+131.1" 0.28:+0.09
$42 96x2.1° 1540.0+315.6° 0.27+0.04
c42 92+17° 1484.2+263.6° 0.23+0.02
$65 10.6+4.2° 2201.6+898.0° 0.23+0.05
65 7.3x10° 1181.3£147.5° 0.28+0.01

X = D.E. (6-8 animales por grupo)

Las medias que no presentan una letra *® < en comin son diferentes a p<0.01.
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Tabla 3: Actividad de ADA, PNP Y 5'NT en timo de lotes subnutridos durante lalactancia y controles de
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lgual edad
Lote ADA F PNP i 5'NT
(Edad) {(umol &c. drico x 10 /P) {umol ac. drico x 10 /P) (u/P)
{wmol Ac. drico/mg prot.) (umol ac. drico/mg prot.) {Ul/mg prot.}
512 5.2+1.5° 1.9+04° 1.27 = 0.23°
(11-13 dias) 36.8+95° 14.3+5.8 8.19+2.07
c12 6.5+1.4° 23+05" 1.24 = 0.74°
(11-13 dias) 36.0+6.0° 13133 5.661.44
521 125+27° 28+10" 253+0.82°
(21-23 dias) 259+356"° 11.6+5.2 11.70+5.72
c21 136+4.6" 3.4+1.0° 1.71 + 0.67°
(21-23 dias) 355+12.3° 10.2=29 6.56+2.67
842 9.2+2.1" 3.0+09° 3.26+1.05"
(41-43 dias) 12.8+3.2" 5.6=0.4 8.48+1.11
c42 98+1.5" 43+15" 258 + 0.80°
(39-45 dias) 15.4+3.8" 7.4+30 6.36+1.25
S65 11.9234° 45+15" 6.93+1.73°
(60-65 dias) 16.4+56" 59+2.3 8.42+2.43
65 128+11" 54417 8.08 = 1.00°
(63-67 dias) 146+1.1" 6.4+1.8 8.72+3.34

Xx D.E; 6-8 animales por lote; (P= Peso timo/ Pc °79)

Las medias que no presentan una lefra ¢ en comon son diferentes a p<0.01.

La actividad de ADA y PNP expresada como
mmol &c. trico x 10°'/P no presenta diferencias sig-
nificativas a partir del destete (S21); los grupos
predestete (S12 y C12) presentaron los menores va-
lores. La actividad de 5"NT en los lotes subnutridos
se mantuvo constante hasta aproximadamente los
43 dias de edad momento a partir del cual aumenté
significativamente (p<0.01), no abservandose dife-
rencias con los animales bien nutridos.

La actividad de PNP (mmol ac. drico/mg pro-
teina) y 5°NT (Ul/mg de proteina) en los grupos Sy
C, se mantuvo constante durante todo el intervalo de
vida estudiado. Por otra parte, la actividad de ADA
(mmol dc. (rico/mg de proteina) presenta disminu-
cion significativa a partir de los 42 dias de edad.

Trabajos previos demostraron a lo largo del
mismo periodo experimental, que el porcentaje de la
poblacién celular T caracterizada por el anticuerpo

monoclonal W3/13 —marcador de célufas T totales-
se encuentra disminuido como consecuencia de la
desnutricion precoz (23).

Conclusiones

De lo expuesto surge que la subnutricion du-
rante la lactancia, -efapa de fa vida en que la alimen-
tacion desemperia un importante papel para la evo-
lucidn de la misma (24,25)-afecta hasta el momento
del destete sélo el peso corporal y peso del timo;
estos hallazgos corroboran observaciones reporta-
das por otros autores (23,26,27). Al administrar a
partir del destete, dieta stock disefiada para cubrir
las necesidades de nutrientes indispensables de la
rata, no se observan diferencias en el resto de los
parametros estudiados.
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