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INTRODUCCION

En su tesis de prueba, presentada en 1942, expone E. Onfray
los interesantes trabajos que ha llevado a’cabo con el Profesor J.
Mardones, en relacién con el estudio experimental del alcoholismo,
desde un punto de vista nuevo hasta el momento.

Partiendo de una idea original, y aprovechando una técnica
de solo reciente aplicacion en otros centros cientificos, orientan sus
investigaciones, en el sentido de considerar el aumento del deseo por
el alcohol, como el resultado de una carencia alimenticia, que esta-
ria en intima relacién con un aporte deficiente de complejo vita-
minico B.

Estos experimentos, realizados en la rata blanca, que repre-
sentan una novedosa adquisicién en lo que al determinismo del ape-
tito especifico por el alcohol se refiere, abren, sin duda, posibilida-
des inesperadas al estudio del alcoholismo en el hombre.

No nos parece necesario entrar a detallar extensamente la
manera céomo fueron llevados a cabo estos trabajos, ya que ello ha
sido hecho minuciosamente en la tesis a que hacemos mencién al
comenzar estas lineas. Diremos s6lo, que se empled permanente-
mente la técnica de auto-seleccién preconizada por Richter y su
escuela para experimentos de esta especie. Este método consiste, en
pocas palabras, en la observacién de la conducta del animal en es-
tudio, puesto en condiciones de elegir libremente entre distintas
substancias que le son ofrecidas (en este caso, alcohol a diversas
concentraciones y agua), y las modificaciones que dicha conducta
sufre, al ser introducidos cambios, ya sea cualitativos o cuantita-
tivos, en su alimentacion.

Los primeros resultados obtenidos en estos experimentos, y
que constituyen el punto de partida de los estudios posteriores, se
refieren a la comprobacion de un hecho, que desde un comienzo
se nos presenta con toda la fuerza de la evidencia: en un momento
dado constatamos un aumento del consumo de alcohol en la rata
sometida a una dieta de hipovitaminosis B, comparado con el de
los animales que reciben una alimentacién normal. Esta dieta es
la modificacion de Egafia y Ruiz a la de Birch y Harris (1938),
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y consiste en el reemplazo de la levadura de cerveza natural poi
una tratada al autoclave durante 5 horas, a 120° C y a un PH
de 8.5-9.5.

Este aumento del cosumo de alcohol se hace notorio a con-
tar de la tercera semana de carencia, y se estabiliza en un nivel de
valores, dos a tres veces superior al de los animales que sirven de
control. Ahora bien, basta con reemplazar la levadura tratada por
la normal, para que, inmediatamente, este consumo elevado recu-
pere su nivel normal.

Posteriormente, se estudia la accion de otras substancias ricas
en complejo B, al ser anadidas a la dieta de carencia. De este mo-
do son probados el higado, carne muscular y germen de trigo, ob-
servandose con cada uno de ellos, el mismo efecto de la levadura
de cerveza sobre el apetito por el alcohol.

Este fendmeno, cuya fidelidad en repetirse hace excluir toda
duda, lleva a establecer, en primer lugar, que la propiedad obser-
vada, se encuentra unida de un modo constante a estructuras celu-
lares ricas en complejo vitaminico B. Como consecuencia de esta
primera observacion, surge una hipotesis muy logica, cual es, la de
atribuir a alguno de los componentes conocidos de dicho complejo,
la caracteristica de modificar el afan por el alcohol.

La idea primitiva de Mardones y Onfray fué de relacionar
este fenémeno con una carencia de Tiamina. Por lo tanto, el pri-
mer experimento que se realizd, fué en este sentido: se afiadié esta
substancia a la dieta de carencia y se estudi6 el consumo de alco-
hol. Los resultados negativos de esta primera prueba, fueron pron-
to seguidos de la falta de respuesta frente a la administracién de
cinco otros elementos del complejo B, a saber: Riboflavina, Pirido-
xina, Acido Nicotinico, Pantotenato Calcico e Inositol. Dados a las
dosis demostradas como activas para sus acciones especificas, nin-
guno de ellos fué capaz de modificar, ni en minimo grado, €l con-
sumo de alcohol.

Esta substancia, al parecer nueva, recibe la denominacién pro-
visoria de FACTOR N. (J. Mardones R. - E. Onfray B.) (1942),
nombre que nosotros continuaremos usando en adelante.

He aqui la marcha seguida hasta la fecha en estos estudios,
y cuyos resultados constituyen las premisas de las cuales partire-
mos en la continuacién de ellos.

El estudio aislado de los seis elementos que ya menciona-
mos, dej6é abierta una interrogante, en el sentido de no haberse

dilucidado aun, la accién de los restantes componentes del com-

plejo B. Es asi, que quedaban por estudiar: el Cloruro de Colina,
Acido Para Amino Benzoico, Acido Adenilico y Biotina.
La primera parte de estos trabajos se refieren a la inefica-

cia de todos los componentes conocidos del complejo B, dados ais-

ladamente o en conjunto.
" Un segundo capitulo estid dedicado al estudio del contenide

en FACTOR N del higado y levadura de cerveza.

e a0

Mas adelante, exponemos un ensayo provisorio sobre el es-
tablecimiento de una unidad de esta nueva substancia.

Finalmente, damos a conocer algunas propiedades de este ele-
mento, que hemos podido precisar, en un intento por obtener con-
centrados a partir del higado. :

Estos trabajos han sido realizados, en parte, con fondos pro-
porcionados por el Consejo Nacional de Alimentacion.

Vayan nuestros agradecimientos muy sinceros al I. M. T. Sa-
nitas, y, en forma espegcial, al Prof. Dr. H. Croxatto y Sr. R. de la
Parra, por la eficaz ayuda que nos han prestado durante el curso
de esta investigacion.

Dejamos asimismo constancia de nuestro reconocimiento al
Dr. E. Onfray B. y Srta. Natividad Segovia, a cuya valiosa coope-
racion se debe, en gran parte, el resultado obtenido.



METODICA GENERAL

En lineas generales, podemos decir que hemos usado Ia mis-
ma técnica que empleé Onfray, salvo aquellas modificaciones que
estimamos conveniente introducir, con miras a conseguir una mayor
simplificacién. Nos ahorraremos, por este motivo, entrar en abun-
dancia de detalles, ya que nos remitimos por completo a la descrip-
cién que en la citada tesis aparece, en el Capitulo II, haciendo sélo
hincapié en todo aquello que se haya cambiado.

Condiciones experimentales. — El animal de experimenta-
cién es la rata blanca en periodo de crecimiento, de seis semanas de
edad, y de un peso de 60 a 100 grs. La practica nos fué ensefiando
que obtuvimos mejores resultados con animales de un peso no in-
ferior a 80 grs.

Los grupos estaban constituidos por 4 a 6 animales del mis-
mo sexo, y colocados en las mismas jaulas que se usaron en los
experimentos anteriores. Idénticos fueron también los dispositivos
de auto-seleccidén, como también las condiciones ambientales de tem-
peratura. Al respecto, podemos decir que las variaciones diarias y
estacionales fueron reducidas, en lo posible, mediante el uso, en
tiempo frio, de una estufa eléctrica, de tal modo que la temperatura
varié entre una minima de 18° C en invierno y una maxima de
30° C en verano.

Dietas empleadas y liquidos en auto-seleccién. — En un co-
mienzo, empleamos la misma dieta que usé Onfray, ¥ que es una
modificaciéon de Egafia y Ruiz (1938) de la dieta de Birch y Ha-
rris (1934), con el objeto de provocar en la rata un estado de bra-
dicardia que sirva de test de titulacién de la vitamina Bl.

Su composicién es la siguiente:

Sacarosa refinada ...... ..... ... ... ... 60 grs.
Caseina blanca purificada ..... ... ...... 20 ”
Aceite de olivas ... ...

LN artes

Mezcla salina de Osborne y Mendel ...... Dt
Levadura de cerveza tratada (Ll) ..... 10 72
Aceite de higado de bacalao (por rata,

una vez Por Semana) ... ..... ..... 1.5 ce.

Con posterioridad, hemos introducido dos modificaciones im-
portantes, una de las cuales se refiere a la levadura de cerveza, y
la otra, a la caseina.

Onfray emplea durante todos sus experimentos, la levadura
de cerveza del comercio (Cerevisina Dropa), que es sometida a un
calentamiento de 5 horas al auto clave, a un PH alcalino (8.5-9.5),
v a la temperatura de 120° C. Esta es la que él llama L1, base de
la dieta 60, y que es la que provoca la carencia de FACTOR N en
la rata. Nosotros continuamos empleando la misma en la primera
parte de nuestros trabajos. Con el objeto de simplificar nuestra
labor, y, previos estudios de su actividad, usamos a continuacién,
una levadura que sélo era tratada durante dos horas, en las mismas
condiciones de PH y temperatura. Modificamos también la proce-
dencia de la levadura, ya que en un tercer tiempo, substituimos *
la Cerevisina por una levadura que nos fué proporcionada por I. M.
T. Sanitas, que fué sometida a igual tratamiento. Esta levadura era
obtenida fresca de la Cia. de Cervecerias Unidas, y llevada con pron-
titud a la desecacién por medio de la maquina de Krause. Al com-
probar en ciertas levaduras de cervezas comerciales un- empobreci-
miento marcado en FACTOR N, ensayamos también, durante un
tiempo conveniente, una levadura de panificacién del comercio (Go-
londrina), y que fué sometida al mismo tratamiento que la leva-
dura de cerveza, entrando a substituirla en las dietas en igual pro-
porcién. Sin embargo, tuvimos que abandonar su uso por presentar
los mismos defectos que mencionamos al referirnos a las levadu-
ras de cerveza comerciales. En cambio, la levadura proporcionada
a nosotros por el I. M. T. Sanitas, ha manifestado una riqueza del
factor mas o menos constante, durante el tiempo méas o menos pro-
longado que la llevamos usando.

Introdujimos también un cambio respecto a la caseina. On-
fray utilizé, para sus experimentos, un caseinégeno sometido a la
técnica de purificacién de Bomskow (1935), que-. consiste en una’
serie de disoluciones y precipitaciones alternadas, con lavados pos-
teriores sucesivos con alcohol de 45° y 90°. De esta manera se eli-
mina la Tiamina y, al mismo tiempo, las vitaminas A y D. Hemos
estudiado si estas manipulaciones son necesarias para determinar
carencia del FACTOR N, con el objeto de simplificar nuestra téc-
nica. Por otra parte, interesaba saber también, si el contenido de
vitaminas A y D en la caseina bruta del comercio, era suficiente
para impedir la aparicién de sintomas de carencia de ellas, en nues-
tras ratas.

De acuerdo con esta idea, se ha' empleado una.caseina del
comercio, llamada “caseina al cuajo”, producida por la Central de
Leche Chile. Esta substancia es expendida en trocitos del tamafiq
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de un garbanzo, aproximadamente, y se puede moler facilmente,
hasta reducirla a particulas del aspecto de sémola. No se ha mo-
dificado el resto de la composicién de la dieta; sélo se ha reempla-
zado en ella, en cantidades iguales, la caseina purificada, por ca-
seina del comercio al estado de tal.

Los resultados obtenidos con esta modificacion, nos demues-
tran que la caseina del comercio no contiene FACTOR N, al menos
en cantidad que permita apreciar su efecto.

Por otra parte, la ausencia de sintomas de carencia de vita-
minas A y D, permite suponer que esta caseina proporciona un
aporte de cantidades suficientes de estas dos vitaminas liposolubles,
al menos cuando representa el 20% mas o menos de la dieta, cual
es el caso de la nuestra. Esto nos permitié suspender definitiva-
mente la administracion de aceite de higado de bacalao, que es una
operacién de técnica molesta, y representaba un aporte extraordi-
nario de lipidos que pudiera influir en el consumo de alcohol, en
los dias en que se daba (Mardones J., E. Onfray, P. Diaz, 1943).

Los liquidos empleados fueron el agua destilada y soluciones
de alcohol a distintas concentraciones.

En un comienzo, usamos, al igual que Onfray, un recipiente
que contenia el agua destilada, y 4 ‘probetas de 50 cc. conteniendo,
las dos primeras, soluciones al 5%, y las otras dos, de 10 y 20%,
respectivamente. Mas adelante, suprimimos la solucién al 5%, y de-
jamos so6lo las de 10 y 20%, en atencidén a un trabajo de Richter y
Campbell (1940), en que estos autores demuestran que las ratas
prefieren soluciones alcohoélicas débiles (1.8%-4.8% ) al agua de la
llave.

Técnica general. — Los animales fueron pesados dos veces
por semana, y el consumo de alcohol se leia diariamente en forma
directa en las probetas graduadas, como asimismo, la ingestién de.
agua. Todos estos datos fueron anotados en la hoja de protocolo que
se llevé de cada jaula. De esta manera, tuvimos el control diario
del consumo alcohdlico, referido a la unidad de 100 grs. rata, y las
distintas modificaciones que experimenté cada grupo, frente a las
variaciones dietéticas.

Al igual que en los experimentos anteriores, cuidamos, salvo
escasas excepciones, que en cada serie de grupos hubiera una jaula
con animales alimentados con la dieta normal, vale decir, la 62 de
Onfray, con el objeto que nos sirviera de control, tanto de los ani-
males carenciados, como de la riqueza en FACTOR N de las diver-
sas levaduras. Por lo demas, estos testigos estuvieron sometidos a
las mismas condiciones experimentales que los demas.

Esperabamos que los grupos de animales en carencia esta-
bilizaran su consumo de alcohol en un nivel de valores manifies-

R

tamgnte alto, y entonces les eran administradas las distintas subs-
tancias en estudio, siempre por via bucal (1).

RESULTADOS

Durante nuestros experimentos, estudiando varias series de
grupos, hemos comprobado plenamente las conclusiones a que llego
Onfray en sus trabajos. La dieta de carencia provoca en la rata un
aumento del consumo alcohdlico, que va ascendiendo lentamente,
hasta llegar a un nivel de valores de casi seis veces el de los con-
troles, en ciertas ocasiones, el que se mantiene estabilizado a esa
altura, y que sélo es rebajado por la vuelta a la dieta normal, o
por la adicién a la dieta de carencia, de substancias ricas en FAC-
TOR N. Al lado de esto, comprobamos que este apetito aumentado
por el alcohol, no guardaba ningln paralelismo con los sintomas de
carencia de los elementos conocidos del complejo, ya que, como lo
haremos resaltar mas adelante, en ciertos animales se logré com-
pensar, de un modo aparentemente perfecto, las carencias cutaneas
y de desarrollo, sin que por eso se produjera ninguna modificacién
del consumo de alcohol. Verificamos, también, que el consumo li-
quido total era igual, tanto en los animales controles, como en los
carenciados, observandose solo variaciones dependientes de las con-
diciones de temperatura y sus cambios estacionales.

Daremos a conocer a continuacién los resultados maés impor-
tantes que hemos obtenido en el curso de nuestras observaciones.

1.'— INEFICACIA DE LOS COMPONENTES CONOCIDOS DEL
COMPLEJO B FRENTE A LA ELEVACION DEL CONSUMO
DE ALCOHOL

Habiéndose estudiado la accién de 6 de los elementos del
complejo B, faltaba, para completar este estudio, la observacion re-
ferente a los factores ain no probados, a saber: Acido Para Amino
Benzoico, Cloruro de Colina y un concentrado de Biotina. Nos fal-
taria aqui, naturalmente, lo que concierne al Acido Adenilico; pero
la imposibilidad de conseguirnos esta tltima substancia al estado
de pureza requerida por nuestros experimentos, nos priva de este
dato. Sin embargo, dado que es un elemento bastante termo-estable,

hemos de pensar, fundadamente, que alin se encuentra en la leva-
dura tratada.

(1) Para el caso de los factores del complejo B, usamos una solucién de alcohol al
20%,‘ de tal modo que en 0.1 cc. iba contenida la cantidad de substancia requerida, y
que dibamos con una pipeta graduada.

Estos elementos provienen de “The house of vitamins’ International Vitamin Corp.,
U. S. A., y nos fueron proporcionados gratuitamente a nosotros, por el I. M. T. Sanitas,
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1. — Acido Para Amino Benzoico

Kringstad y Lunge (1940) estudian una substancia aislada
del higado fresco y levadura de cerveza, que llaman vitamina Bx, o
“anti gray hair factor”, por su propiedad de prevenir y curar la
acromotriquia en ciertos animales. Posteriormente, se la identifica
con el 4cido para amino benzoico, y se le ubica entre los componen-
tes del complejo B (S. Ansbacher y J. Martin, 1941).

Su accién sobre el consumo alcoholico, se encuentra expre-
sada en el grafico 1.

Desde el dia vigésimo hasta el vigésimo octavo de carencia,
dimos 0.500 mlgr. por rata y por dia a 4 grupos de animales.

Durante el tiempo de su administracién se manifesté una
tendencia del consumo de alcohol, a hacerse mas alto, lo que nos
estd demostrando que esta substancia es incapaz de ese consumo.
Afadiremos que no hubo modificacién de ninguno de los sintomas
de carencia en los animales en observacion. La sensibilidad de los
grupos fué comprobada con el cambio, desde el dia 30, de la dieta
60, por la 62. Como puede apreciarse en el grafico correspondiente,
se produjo un inmediato descenso, que se mantuvo mientras los ani-
males recibieron la dieta normal.
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Grifico N® 1. — Accién del Acido P. Amino Benzoico.

Desde el dia 20 al 28, 0.500 mlgrs. Ac. P. Am. Benzoico/
rata/dia.

Desde el dia 30, Dieta Completa (L).

2. —i Cloruro de Colina

.

Tiene este cuerpo importancia, por intervenir en el meta-
bolismo de la célula hepatica. Su rol como componente del com-
plejo vitaminico B, ha sido determinado recientemente por Gydrgy
y Glodblatt (1940). Su carencia provoca, entre otros sintomas, la
degeneracion grasosa del higado de los animales de experimentacion.

Veremos su accién a través de dos grupos, en el grafico 2.
Administramos, desde el dia vigésimo cuarto al vigésico nono,
0.500 mlgrs. diariamente a cada animal, siguiendo la técnica ya es-
pecificada,
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Como se desprende del estudio de la.curva que representa el
Prox’pedio de consumo de los dos grupos, esta substancia es también
ineficaz, en lo que se refiere a hacer descender la ingestién de al-
cohol. Al igual que con el elemento anterior, no obsrvamos ningiin
cambio en los animales, ni en su aspecto, ni en su conducta.
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3rifico N° 2. — Accién del Cloruro de Colina.
Desde el dia 24 al 29, 0.500 mlgrs./rata/dia.

3. — Biotina

Este elemento ha sido identificado con la vitamina H y con el
coenzimo R, recibiendo la denominacién de ‘“anti-egg-white-injury
factor” (P. Gydorgy, Melville, Buck, du Vigneau, 1940). Dentro del
complejo B, desempeifia el rol de intervenir en el metabolismo in-
termediario de los hidratos de carbono.

En la imposibilidad de conseguirnos esta substancia al esta-
do de pureza, usamos un concentrado de higado, rico en Biotina,
preparado en el I. M. T. Sanitas, seglin la técnica dada a conocer

_por Gyorgy, Kuhn y Lederer (1939).

En el grafico 3 aparece la accién de la Biotina, sobre el ape-
tito por el alcohol, al ser afiadida a la dieta de carencia. Representa
el promedio de dos grupos, comparado con un control.

El tipico aspecto de la curva, nos habla en fayor de la nin-
guna actividad de esta vitamina, en el problema que nos ocupa.

Dimos durante 5 dias una dosis equivalente a 0.05 grs. de
concentrado, que iban contenidos, esta vez, en 0.4 cc. de solucién
alcoholica al 20%. v

La administracién de este factor provocé, eso si, una mejo-
ria notable en el aspecto de los animales en carencia, tanto de los
sintomas de la piel, como en la curva de peso. Anotamos también,
un aumento del consumo liquido total, explicable por el rapido as-
censo ponderal.
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4. — Mezcla de los componentes conocidos del complejo B.

La respuesta negativa que obtuvimos con la administracion
por separado de cada uno de los elementos que conocemos como in-
tegrantes del complejo B, en relacién con el consumo de aleohol, nos
permitié plantearnos dos hipétesis. La caracteristica de rebajar la
ingestién elevada de alcohol podria evidenciarse al dar en forma
simultanea, todas las substancias cuya accién se habia estudiado en
forma sucesiva, y a las mismas dosis. Si fracasaba esta prueba, sélo
nos quedaba por admitir que nos encontridbamos ante una substan-
cia nueva.

Veamos el resultado de este ensayo.

En el grafico 4, aparece el promedio de 6 grupos carencia-
dos y dos controles, durante el tiempo que dimos a los primeros, las
siguientes substancias, y a las dosis que se indican:

Clorhidrato de Tiamina ...... ...... ..o oone 120 microgr.
IRIDOFIAVATIAY o- o s (sdemes wnem Svanenn asnsds 100 2
IDINTd oI e L 120 2
Acido Nicotinico ...... .cccc. wooen oee = 600 e
Pantotenato Calcico ... ...... Ll B 600 e
N OSITOIEE T I e e ot ot e 600 i
Acido Para Amino Benzoico ...... ...... ...... 500 &
Cloruro de Colina ...... -ccise wesssn casess ssiese 500 &
Concentrado de Biotina ...... ...... oo oo 0.500 grs.

Estas cantidades iban contenidas en 0.4 cc. de la solucién
hidro-alcohdlica, que didbamos diariamente a cada rata.

Como se puede ver, no hubo aqui, al igual que en los casos
anteriores, ninguna modificacién en el aspecto de la curva de con-
sumo, lo gue nos estad hablando en el sentido de la inactividad de
esta mezcla. i

Es interesante hacer notar, que desde los primeros dias, to-
dos los animales, que en mayor o menor grado, presentaban sinto-

mas de carencia del complejo, empezaron a mejorar su aspecto y a

aumentar rapidamente de peso, hasta terminar presentando la mis-
ma apariencia externa que los testigos, alimentados con la dieta
normal. De este modo, tuvimos la seguridad que, con las dosis em-
pleadas, habiamos compensado perfectamente todas las carencias
de factores del complejo, desarrolladas por el uso de la levadura
tratada. Esta mejoria se mantuvo un cierto tiempo después que ce-
samos de dar la mezcla, al cabo del cual volvieron a aparecer en
forma paulatina, los signos de carencia.

Resulta, pues, digna del mayor interés la observacion que
el consumo del alcohol se mantuvo elevado, a pesar de la regresién
de todos los sintomas de carencia, y que sb6lo observamos un des-

censo de él cuando reemplazamos la dieta 60 por la 62, o afiadimos’

a la primera alguna substancia rica en FACTOR N.
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Grifico N? 4. —— Accién de la mezcla.
Desde ¢l dia 84 al 90, 0.4 cc. de la soluc./rata/dia.

Los resultados de estos experimentos nos estan demostrando,
de un modo evidente, la ninguna actividad de las substancias que se
estudiaron, sobre el apetito por el alcohol, en los animales de expe-
rimentacién sometidos a una dieta carente en FACTOR N. Afiadidas
a2 la dieta de carencia, a dosis en que manifiestan sus acciones es-
pecificas, ninguna de ellas fué capaz de rebajar la ingestion de al-
cohol, ni atn después de varios dias de administracion.

Estos resultados, unidos a los de Onfray, nos autorizan para
concluir que ninguno de los componentes conocidos del complejo
vitaminico B, posee la propiedad de hacer descender el consumo de
alcohol elevado, que se provoca mediante el uso de una dieta que
no contiene FACTOR N.
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II. — CONTENIDO EN FACTOR N DEL HIGADO Y LEVADURA
DE CERVEZA

Resuelto el cardcter de substancia nueva del FACTOR N,
era importante orientar nuestros estudios hacia la obtencién de
concentrados, como camino para llegar a aislar este elemento, y,
naturalmente, el primer problema que se nos plantea, es la bus-
queda de la materia prima.

De acuerdo con los trabajos efectuados hasta el momento, las
fuentes mas importantes parecen ser el higado y levadura de cer-
veza, por lo que es a la investigacién de estas fuentes que se en-
caminan nuestros primeros experimentos.

1.—Levadura de cerveza. — La levadura de cerveza deseca-
da del comercio, se habia demostrado activa, tanto en experimentos
preventivos, como curativos, de la carencia de FACTOR N.

El bajo consumo de alcohol de los animales control de los
experimentos de Onfray, y la mayoria de los nuestros, son una
prueba del efecto preventivo de esta substancia.

En el grafico 5 vemos expresada la accién preventiva de la
levadura de cerveza del comercio (Dropa), levadura de panificacién
del comercio (Golondrina), y la levadura de cerveza proporciona-
da por el I. M. T. Sanitas. . )

En el grafico 6 reproducimos algunos de los mas demostra-
tivos efectos curativos que hemos obtenido con el uso de diferentes
levaduras.

Como se puede ver, la levadura de cerveza es una fuente rica
en FACTOR N, pero su contenido es variable, probablemente debi-
do a diferencias en las manipulaciones que van desde su obtencion,
hasta su desecacién y conservacién. Podemos, si, declarar, que la
levadura proporcionada por el I. M. T. Sanitas ha sido la de con-
tenido més regular, y sabemos que ésta proviene de la Cia. de Cer-
vecerias Unidas, y llevada a la desecacién en la maquina de Krause,
a las pocas horas de obtenida. (Ver el capitulo de Metddica).

2.—Higado. — Lo hemos ensayado en sus dos formas: como
higado fresco de vacuno adulto o de ternera, y al estado de dese-
cado, en polvo (Activina Hepatica, del I. M. T. Sanitas).

A. Higado fresco. — Sélo se usé el método curativo en los
experimentos con higado fresco, que aparecen representados en el
grafico 7.

Se puede observar que el contenido en FACTOR N del higado
fresco es, también, variable; variaciones que son explicables» por la
destruccién esponténea del principio, en el material fresco, destruc-
cibn a que nos referiremos méas adelante, cuando nos ocupemos
de las propiedades que hemos precisado respecto del FACTOR N.

B. Higado desecado. — Usamos el higado en polvo, elabora-
do en el I. M. T. Sanitas (Activina Hepatica), y solamente en ex-
perimentos de curacién de la carencia de FACTOR N,

oo

Algunos ejemplos de su accién sobre el consumo de alcohol,
se encuentran en el grafico 8. Se trata aqui, de una substancia de
contenido variable también. No podemos, eso si, precisar si el bajo
contenido es debido a la desecacién, o si se ha producido con ante-
rioridad a ella, ya que desconocemos los tiempos y detalles de téc-
nica seguidos en su elaboracién.
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Grifico N? 5, — Accién preventiva de las levaduras.
En A, levadura del comercio (Dropa) ; en B, levadura de pa-
nificacién del comercio (Golondrina), y en C, levadura del

Sanitas.
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Grifico N° 8. — Accién del higado en polvo.

III. — ENSAYO PROVISORIO SOBRE EL ESTABLECIMIENTO
DE UNA UNIDAD DE FACTOR N.

En una investigacién sistemética para aislar este p,rincipio,
es obvia la necesidad de disponer de un método de estimacion cuan-
titativa.

Como ha sido ya demostrado, cuando se administra una subs-
tancia rica en FACTOR N a animales carenciados, cuyo consumo
de alcohol “estaba alto, se observa un descenso inmediato de este
consumo. .

Este hecho de observaciéon nos permite utilizar el método
curativo, que tiene, sobre el preventivo, la ventaja de dar resulta-
dos mas rapidos.

Como es necesario asegurarse en contra de la influencia de
fluctuaciones espontineas, hemos considerado conveniente utiliza}r
para el calculo, no el resultado de un solo dia, sino el promedio
de 5 dias consecutivos. Esta condicion obliga a administrar las subs-
tancias por investigar, durante un tiempo que permita mantener
el efecto durante esos 5 dias. La experiencia nos ha demostrado
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que para obtener esta duracién del efecto, es necesario administrar
la substancia durante 3 dias consecutivos.

Sobre estas bases, hemos definido la unidad de FACTOR N,
como la cantidad de este factor que, administrada por via bucal, a
cada una de un grupo de no menos de cuatro ratas carenciadas, pues-
tas en auto-seleccion, cuyo consumo de alcohol se encontraba clara-
mente estabilizado en niveles altos (superiores a 0.50 cc. / 100 g /
rata / dia), en cada uno de tres dias consecutivos, determina, en los
cinco dias que siguen a lg administracion de la primera dosis, un
consumo medio diario de alcohol por unidad de peso, igual a la
mitad del promedio diario de los cinco dias precedentes.

Para el caso de efectos superiores o inferiores al de la uni-
dad, nos ha sido 1til el empleo de las siguientes férmulas empiricas,
que utilizamos, mientras un niimero mayor de observaciones nos
permita encontrar una mejor:

Tl NS (—:— 1.2) i1.25.

donde:
= numero de unidades contenidas en la cantidad de substancia
que se administr6 diariamente;
a = promedio diario del consumo de alcohol en los 5 dias que pre-
ceden a la administracién de la primera dosis, expresado en
cc/100 g./rata, y :

b = promedio de los 5 dias que siguen a la primera dosis, expre-
sado en la misma forma;

y cuando a es inferior a 1.5:

2.— N=;a__.__1.

V. — ALGUNAS PROPIEDADES DEL FACTOR N

En el transcurso de nuestros trabajos, buscando el camino
para llegar a obtener concentrados que nos permitan aislar el FAC-
TOR N, hemos podido precisar algunas propiedades de este elemen-
to, que consideramos interesante dar a conocer. Es necesario hacer
notar que hemos trabajado a partir del higado, que es, junto con la
levadura de cerveza, una fuente rica y de facil obtencién. Hacemos
esta aclaracion, ya que esto nos dié motivo para comprobar un he-
cho muy significativo, del cual nos pasaremos a ocupar en primer
término. i ;

1. — Destruccién espontdnea

Al hablar del higado fresco como fuente de FACTOR N, di-
jimos que se trataba de un material de contenido muy variable, ya
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que se producia una destruccién esponténea del principio en estu-
dio, a las pocas horas, ain en condiciones normales.

A través de un numero suficiente de observaciones, podemos
aclarar lo que a esta propiedad se refiere, del siguiente modo:

a) Se produce esta destruccion o empobrecimiento, solamen-
te si el material se mantiene humedo. Este hecho lo hemos obser-
vado tanto en el higado como en la levadura.

b) En ambiente seco, no se destruye, por lo que se evita el
empobrecimiento, llevando el material a la desecaciéon con pron-
titud.

¢) En un PH de 4.5-5.6, que es el que espontaneamente
adquiere una maceracién de higado en agua, ya a las 24 horas, se ha
destruido un 90%, mas o menos, del principio.

d) Se puede evitar la destruccién, colocando el medio a un
PH de 2.2-1.8 por la adicion de HC1; hemos visto mantenerse asi
igual la actividad durante 10 dias.

2. — Sensibilidad al calor

a) Onfray precisé que un calentamiento de 5 horas a 120° C
y a un PH alcalino, destruye por completo el FACTOR N en la le-
vadura;

b) Nosotros hemos podido establecer que bastan 2 horas en
las mismas condiciones, para lograr dicho efecto;

c) Sabemos, por otro lado, que resiste el calor htimedo has-
ta de 70° C en contacto del aire, por tiempo prolongado (procedi-
miento de desecacion);

d) Por calentamiento a la temperatura de-la ebullicion, se
destruye una parte importante, cuando no totalmente.

f 3. — Solubilidad

Se disuelve este factor en agua destilada y en alcohol de 10°,
20° y 70°.

"4, — Otras propiedades

En concentrados ricos en FACTOR N, pudimos, finalmen-
te, comprobar la ausencia de proteinas y de lipidos; en cam-
bio, podemos decir que esos concentrados daban, a la vez, reaccién
positiva de Mollisch y Fehling (glacidos reductoras), y precipita-
dos con el acido fosfo-tiingstico y reaccién del biuret positiva (poli-
péptidos).

RESUMEN

1.— Se contintian las investigaciones de Mardones y Onfray
sobrt.a el FACTOR N, elemento del complejo vitaminico B, éuya ca-
rencia produce un aumento del consumo de alcohol en ratas blan-
cas, colocadas en condiciones de auto-seleccion.

2.— Se demuestra que él Acido Para Amino Benzoico, Clo-
ruro de Colina y Biotina, dados aisladamente, no rebajan dicho con-
sumo.

3.— Queda, asimismo establecido, que la administracién si-
multanea de estos tres factores, junto con Clorhidrato de Tiamina,
Riboflavina, Piridoxina, Acido Nicotinico, Pantotenato Calcico e Ino-
sitol, también es ineficaz.

4— Se confirma la riqueza del higado y levadura de cerve-
za en este factor. i

5.— Se establece una unidad provisoria de FACTOR N.

6.— Se describen algunas propiedades de este principio, re-
ferentes a su estabilidad y solubilidad.
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