ACTIVIDAD ENZIMATICA TISULAR EN EL NINO
CON DESNUTRICICN AVANZADA™"*

Dres. Smvestre Frenk? Jack Mercorr! y Takasur Yosumat

L A MEDICION de la actividad enzimé-
fica en sangre, jugos digestivos y
tejidos de sujetos humanos desnutridos,
ha tenido variados propésitos, entre los
que destacan la caracterizacién clinica
de estados carenciales, la definicién de
pardmetros que expliquen alteraciones
bioquimicas conocidas y el conocimiento
de mecanismos patogénicos.

Las determinaciones enzimaticas en
el plasma sanguineo de nifios con des-
nutricién proteico-calérica grave, son a
la fecha muy numerosas. Sin embargo,
estas mediciones son dificiles de inter-
pretar. Aun haciendo a un lado las va-
riaciones debidas a fluctuaciones en el
contenido acuoso del suero, los hallaz-
gos de niveles altos pueden indicar, bien
dafic celular con salida de enzimas,
bien concentraciones altas de enzimas
celulares, en relacién a la sintesis de
proteinas estructurales, a la vez que
aumento en la permeabilidad de las

1 Trabajo presentado en la sesién ordi-
naria del 22 de noviembre de 1967,

2 Apoyado, en parte, por Fur]d_os de In-
vestigacién donados per el Servicio de Sa-
lud Piiblica de los Estados Unidos de Norte-
américa, Nams. AM 01520-05 a 07, AM
1326-C5 y 07434-01 a 03. k

3 Académico numerario, Hospital de Pe-
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membranas. Estos y otros factores ex-
plican que, en el terreno de la Nutrio-
logia humana, no haya sido posible has-
ta ahora obtener una visién clara de las
relaciones existentes entre actividades
enzimaticas sanguineas y estado nutri-
cional de los pacientes.

Con referencia a los tejidos, se tro-
pieza con la dificultad de que la me-
dicién de una sola enzima, aislada in
vitro, es altamente artificial. En la cé-
lula viva, actian numerosas variables
determinadas por interrelaciones de sus-
tratos diversos, cofactores, inhibidores y
bloqueadores. Ademds de que ninguna
enzima actia por completo indepen-
dientemente de otras, en todo estudio
de actividades enziméticas y en particu-
lar cuando se trata de reacciones sin-
téticas acopladas a la produccién de
energia, es menester conservar alguna
integridad estructural. Por todo esto,
cuando determinada situacién patolé-
gica se asocia a cambios en actividad
enzimética, ello no necesariamente in-
dica disminucién en la cantidad de la
enzima, sino que pudiera deberse a mo-
dificaciones en relaciones estructura-
les.® #

Como se observa en la Tabla 1, hasta
1960 las escasas determinaciones de ac-
tividad enzimédtica en tejidos de huma-
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Tapra 1

ACTIVIDAD ENZIMATICA EN TEJIDOS DE NINOS DESNUTRIDOS
(Modificado de Metcoff3)

HALLAZGOS

Disminucion

Ningiin cambio

Aumento

En higado:

Colinesterasal, 4, 5

Dehidrogenasa glutamicat
Succinooxidasat

Xantino-oxidasa®
D-Aminoicido-oxidasa®
Transaminasa glutdmico-piravica®
Dehidrogenasa mélica%
Dehidrogenasa isocitrica®

Ln mucosa intestinal:

Lactasa® 9. 10

En misculo esquelético:11

Piruvato cinasa

Transaminasat
Citocromao-oxidasa®
DPN-citocromo-reductasat
Dehidrogenasa lacticat
Dehidrogenasa mélica®
DPNH-dchidrogenasa?®
Glicolato-oxidasa®

Maltasas!0
Sacarasall

Dehidrogenasa l4ctica

Dehidrogenasa malicad
Transaminasa®
Fosfatasa alcalina?
Catalasa?

Dehidrogenasa malica

Dehidrogenasa isocitrica

Dehidrogenasa glutamica
En leucoeitos:12

Piruvato cinasa

Dehidrogenasa lictica

Dehidrogenasa malica

Nota:
los autores.

nos desnutridos, habian sido realizadas
principalmente en homogenados de hi-
gado; se habia encontrado que los sis-
temas cuyas actividades estaban mds
gravemente afectadas eran de aquellos
cuya funcién normal y sobre todo, su
relacién con la fisiopatologia de la des-
nutricién proteicocalérica, eran mal co-
nocidas. Tal es el caso de pseudocoli-
nesterasa, D-aminodcido oxidasa y xan-
tinooxidasa. En cambio, enzimas como
la citocromoreductasa, elemento esen-
cial en la cadena respiratoria, se encon-
traron bien preservadas, por mis que

La aparicién de la misma enzima en varias columnas, indica desacuerdo entre

esta enzima es una {lavoproteina, y que
muchos de los nifios en que fue medida
tenian manifestaciones clinicas atribui-
das a arriboflavinosis.® #

Otros estudios, mas sofisticados, mos-
traron que en el higado del nifio desnu-
nutrido la respiracién y las funciones
de fosforilacién oxidativa son normales,
a juzgar por la captacién de oxigeno
del malato, aunque pudo demostrarse
discreta reduccién de la incorporacién
de fosfatos a los fosfatidos.® Esto tlti-
mo se interpreté en el sentido de que
existia dafio funcional creciente, a me-
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dida que era mayor la complejidad de
cada sistema. Diferencia més notoria
entre higados normales o desnutridos
aparecen si el homogenado se mantiene
por varias horas a 0°C, o si se le incuba
a 37°C; en esas condiciones, la respira-
cion y la fosferilacién se afectan en for-
ma mucho mas pronunciada en el hi-
gado desnutrido que en el normal. Ya
que estas funciones dependen de la
integridad de las mitocondrias, los cita-
dos hallazgos se han atribuido a una
disminucién de la estabilidad de estas
organelas en higados desnutrides.® En
favor de tal inecstabilidad de las mito-
condrias, estin también las observacio-
nes de autores chilenos, quienes en-
contraron marcada distorsién de su
arquitectura en la mucosa intestinal de
nifios con desnutricién avanzada.'*
Por otro lado, los trabajos del grupo
brasilefio de Cat'® - demostraron que
sarcoscmas extraidos del miocardio, cli-
nica y anatomopatolégicamente afecta-
do, de un nific muerto de kwashiorkor,
conservaban respiracion y fosforilacién
oxidativa normales.

Otros intentos de caracterizacion bio-
quimica de la desnutricién proteicocald-
rica, realizados empleando glucosa y
metabolitos marcados con carbono ra-
diactivo, han revelado que la produc-
cién de biéxido de carbono a partir
de acetato, glucosa y piruvato, es menor
en los pacientes que en testigos.’® De los
datos aportados por este trabajo, se con-
cluye que la diferencia metabdlica
entre pacientes desnutridos y sujetos
normales es cuantitativa méds que cua-
litativa.

Uno de los objetivos de estudios en-
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zimdticos en érgancs y sus secreciones
es conocer las lesiones bioquimicas
basicas de ciertos signos clinicos o alte-
raciones patolégicas. Tal es el caso de
las mediciones de actividad enzimatica
en jugo duodenal, o de las determina-
ciones de disacaridasas intestinales.® % 10
Por su indole especial, estas actividades
enzimditicas no serin motivo de mayor
comentario en esta comunicacién.
Significacién diferente tienen las ac-
tividades enziméticas relacionadas con
los patrones de composicién corporal
propios de nifios con desnutricién avan-
zada. En un trabajo anterior presentado
a esta Corporacién, se hizo notar que el
cuadro biogquimico que cominmente se
cbhserva en el misculo estriado de
pacientes hospitalizados por o con
desnutricién proteicocaldrica grave des-
compensada, puede caracterizarse por
aumento patolégico en la hidratacién y
en las concentraciones intracelulares de
sodio y fosfatos inorgénicos, y por re-
duccién en las de potasio, magnesio y
fosfatos orgdnices.'™ También se ha ob-
servado en el musculo de estos pacientes
una disminucién en la concentracién
intracelular de fosfoenclpiruvato, piru-
vato, citrate, alfa-cetoglutarato y oxa-
loacetato. Los antecedentes, el cuadro,
clinico, comprendiendo tipo de desnu-
tricién, presencia, indole y magnitud
de infecciones y de desequilibrio elec-
trolitico y la evolucién de los pacientes,
constituyen variables que dificultan
considerablemente la interpretacién de
la informacién obtenida de estudios
transversales. No obstante, pudieron
obtenerse correlaciones estadisticamente
validas entre la mayoria de los datos
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obtenidos!! que, aunque no deben ser
interpretadas como como evidencia in-
equivoca de alteraciones en eventos
metabélicos, si son compatibles con tal
posibilidad. Asi, los anélisis de matrices
de correlacién mdltiple revelaron que
cuando se emplean variaciones simulta-
fosfoenolpiruvato, piruvato,
alfa-cetoglutarato y oxaloacetato como
variable independiente, pueden ser pre-
dichas las concentraciones celulares al-
teradas de sodio, potasio y agua. Los
representan
sustratos selectos o productos de los
ciclos glicolitico y metabélico comtin, en
tanto que los iones estudiados han sido
identificados como cofactores, activado-
res o inhibidores de la sintesis o utili-
zacién de dichos metabolitos, dentro de
secuencias metabdlicas productoras de
energia. A la vez, las propias concen-
traciones iénicas en el medio intracelu-
lar son normalmente mantenidas por
el metabolismo energético de la célula.1®
En efecto, la conversién de fosfoenolpi-
ruvato a piruvato, dependiente de ade-
nosindifosfato (ADP) y productora de
energia metabélica a través de la for-
macién de una molécula de ATP,
requiere Mgt como cofactor, es acti-
vada por concentraciones fisioldgicas de
K+ ¢ inhibida por concentraciones ele-
vadas de Nat;! factores todos ellos
que, como se sefiala, se hallan franca-
mente alterados en el masculo de ninos
desnutridos.

La piruvatocinasa, enzima de baja
actividad, que gobierna en un solo sen-
tido este paso critico en el ciclo glico-
litico, ha sido objeto de profundo
interés en tiempos recientes en cuanto
a su relacién con factores nutricionales

nas en

metabolitos mencionados

v hormenales. Asi Krebs ha comproba-
do que el ayuno disminuye la actividad
de la enzima, en tanto que la realimen-
tacién con carbohidrates la induce.®®
Acorde con lo anterior, se encuentra
reduccién de la actividad de esta en-
zima en el higado de ratas aloxanizadas,
en tanto que la insulina induce nueva
sintesis, que por lo demdis puede ser
prevenida mediante actinemicina D,
mhibidor de la sintesis de 4cido ribonu-
cléico.?t Se ha sugerido que junto con
la glucocinasa y la fosfofructocinasa, la
piruvatocinasa ocupe la misma unidad
funcional genética (genoma).??

Esta enzima parece intervenir en la
regulacién de la glicélisis y la gluco-
neogénesis en respuesta a condiciones
nutricionales variadas, al ccupar una
posicién clave entre las vias metabéli-
cas que conducen selectivamente al al-
macenamiento de glucégeno o a la
acumulacién de grasa en el higado.?®

Conforme al criterio utilizado en el
estudio conjunto cuyos datos se comen-
tan, en alicuotas de la misma muestra
se midieron intermediarios metabélicos
y las enzimas con ellos relacionadas
Las actividades de piruvatocinasa, de-
hidrogenasa mélica y dehidrogenasa
isocitrica se encontraron notablemente
reducidas en el musculo estriado. Con
variaciones individuales considerables,
sujetos desnutridos presentaron activi-
dad de 12.0 == 8.7 contra 32.5 + 6.2
mM /min/100 g stlidos desgrasados en
los testigos; en cuanto a la dehidroge-
nasa malica, los valores encontrados
en desnutridos y testigos fueron de
2955 y de 422 =28, y para la
dehidrogenasa isocitrica, de 4.3 = 1.0
y 13.1 %+ 24 mM/min/100 g sélidos
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sin grasa, respectivamente, Unicamente
la dehidrogenasa lactica acusé valores
normales en los desnutridos (20.2 2= 5.4
contra 18.1 =% 3.3 mM/min/100 g s6-
lidos sin grasa).!t

Habitualmente, las actividades enzi-
maticas son determinadas en sistemas
6ptimos in zitro. Dada la alteracién de
sustratos y cofactores que caracteriza
al misculo de desnutridos, se considerd
interesante estudiar la actividad enzi-
matica en un medio semejante, hasta
donde se puede reproducir, al liquido
intracelular del mdsculo de donde pro-
venia la enzima medida. Las anorma-
lidades de compesicién intracelular que
caracterizan al nifio desnutridos son
tales, que explican que la piruvato-
cinasa sea, de todas las enzimas estu-
diadas, la mas afectada. Conforme a lo
anterior, se practicaron estudios de ci-
nética de esta enzima, a concentraciones
crecientes de fosfoenolpiruvato, en cua-
tro sistemas iénicos donde las concen-
traciones de K+ y Na* variaron de
niveles fisiolégicos a anormales, tales
como los observados en la desnutricién
proteicocaldrica, como sigue:

Siste- Na mM/L K
mas
a 16.8 147
b 5 147
¢ ib.8 63
d L2 63

Para los célculos se utilizé la dife-
rencia entre la densidad oéptica a 340
mU al inicio y 60 segundos después de
comenzada la reaccion, determinindose
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velocidad inicial (v) en micromolas/
minuto/gramos de sélidos secos sin gra-
sa. Después de promediar las veloci-
dades iniciales, se calcularon la velo-
cidad maxima (V) y la constante de
Michaelis (Km) para cada uno de
los sistemas sefialados, de acuerdo con
la formula de Lineweaver y Burk:
1/v = (Km/V . (1/s) + 1/V.2 Se
analizaron casi siempre homogenizados
de misculo de un testigo y de un des-
nutride, en forma paralela.

Este experimento fue llevado a cabo
en tres nifios con desnutricién avanzada
y tres testigos no desnutrides. Los resul-
tados muestran que para cada concen-
tracion de fosfoenolpiruvato y en cada
sistemna de iones, la velocidad inicial de
la reaccién fue menor en desnutridos
que en los testigos. La velocidad méaxi-
ma de la reaccién, estuvo considerable-
mente disminuida en los nifios desnu-
tridos; segin el sistema empleado, los
promedios de los casos estudiados fue-
ron, en los desnutridos, de 5.35 a 7.78
y de 32.20 a 37.48 uM/g sdlidos sin
grasa/60 segundos a 37°C, en los tes-
tigos.

Independientemente de estos valores,
la progresién del sistema iénico de lo
préximo a lo més anormal, dio lugar a
una pequefia pero progresiva reduccién
de la velocidad méxima, cosa que no
ocurrié en los testigos. Km disminuyé
ligeramente en los desnutridos, y se
elevd en los testigos pero se mantuvo
cerca del valor de 7.5 x 105 M obte-
nido experimentalmente con enzima
purificada.?

Cuando se estudié la enzima proce-
dente de misculos normales en un me-
dio en que se mantenia constante la
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concentracién de K1 a niveles fisiolo-
gicos (147) o francamente anormales
(63}, la elevacién del sodio, de concen-
tracicnes normales a patolégicamente
elevadas, origindé inhibicidn de tipo
mixto. En cambio, con la enzima de
sujetos desnutridos, ensayada en las
mismas condiciones, la inhibicién por
niveles altes de Nt fue no competi-
tiva.

Por otro lado, si la representacién
grafica se hace con respecto a constan-
cia de Nat, a niveles normales o anor-
malmente altos, la reduccién de K+
dio lugar, en los testigos, a un patrén
de inhibicién incompetitiva o “acopla-
miento”, sugiriendo que los requeri-
mientos de la enzima por K+ difieren
de los normales* Todo lo anterior
parece indicar que ademas de ser cuan-
titativamente deficiente, la sintesis de
piruvatocinasa es también cualitativa-
mente defectuosa en nifios desnutridos,
y que quizd existe en ellos una altera-
cién fundamental en la estructura o en
el arreglo intramolecular de la en-
zima. 1

De comprobarse que a través de re-
arreglos estructurales, la enzima, sinteti-
zada en un medio depauperado en
fosfoenolpiruvato y potasio, cancelara
los efectos de bajas concentraciones de
este ion,?* estariamos en presencia de
un mecanismo adaptativo mas de los
muchos que caracterizan al nifio y al
adulto que sobreviven con desnutricién
proteicocalérica grave. Por lo demads, es
interesante sefialar que se han descrito
alteraciones en la estructura molecular
de la propia piruvatocinasa en eritroci-
tos de pacientes con anemia hemolitica
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por deficiencia congénita de esta en-
zima.

Mediciones similares han sido reali-
zadas en leucccitos de la sangre peri-
férica. Este tejido tiene como ventaja
que sus elementos celulares pueden ser
aislados facilmente, sin dafios irreversi-
bles. Poseen sistemas metabdlicos com-
pletos, semejantes a los del miseulo,
aunque la glicolisis, que se considera
esencial para la captacién de particu-
las, es mas activa que el ciclo metahs-
lico comlin;® 27 no se ha podido de-
mostrar en los leucocitos el efecto Pas-
teur-Meyerhof. Por lo demds, en el pla-
no patelégico se ha observado disminu-
cién en la actividad fagocitaria y en el
contenido de fosfatasa alcalina (valora-
da por tincién histoquimica) en leuco-
citos de nifios guatemaltecos con desnu-
tricién  proteicocalérica.2’

La medicién de intermediarios me-
tabélicos en leucocitos aislados de la
sangre periférica en nifios mexicanos,??
mestré  reduccién  significativa en el
contenido de oxaloacetato, piruvato v
lactato; en contraste con lo ohservado
en el mésculo esquelético, el contenido
de fosfeenolpiruvato, alfa-cetoglutarato
y.malato fue normal. El andlisis de
adeninonucledtidos  mostrd  reduccién
en el contenido de adenosintrifosfato
(ATP), y en la relacién (ATP X AMP
/ADP?) | lo que quiza refleje una dis-
minucién de la actividad del sistema
de la adenilatocinasa en estas células.®®
Las pequefias concentraciones de piru-
vato, lactato y oxaloacetato encontradas
en los leucccitos son compatibles con la
existencia de inhibicién en la glicolisis.
El papel que en estas células juega la
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glicolisis, tanto anacrchia como aerobia,
concede a su Ultimo paso mayor impor-
tancia relativa en la generacién de
ATP, por lo que su deficiencia en los
leucocitos procedentes de desnutrido es
también aqui compatible con la inhibi-
cién de la piruvatocinasa. Efectivamen-
te, se ha podido demostrar reduccién
marcada de esta enzima, en tanto que
la dehidrogenasa lictica, al igual que
en el misculo, y la dehidrogenasa mali-
ca, como hallazgo este discrepante, son
normales.® La disminucién en la activi-
dad de la piruvatocinasa, asociada a
alteracién considerable en el patrén de
desarrollo de ATP leucocitario, propio
del primer afio de la vida, sugiere una
aberarcién en el metabolismo energético
de los leucocitos, semejante a la que se
chserva en el musculo de estos mismos
pacientes. Esta informacién quizi per-
mita, en el futuro, comprender mejor
la indole de la pohre defensa contra la
infeccién que parece caracterizar a los
nifics gravemente desnutridos. Debe
mencionarse que en cuatro pacientes
con desnutricién de primero y segundo
grados, internados en un servicio de
urgencias por enfermedad diarréica gra-
ve, el contenido leucocitario en inter-
mediarios metabélicos, adeninonucledti-
dos y enzimas fue normal® lo que
sugiere la existencia de mecanismos de
adaptacion, quiza selectivos, durante las
etapas iniciales de la desnutricién avan-
zada.

Investigaciones ulteriores aclararén,
quizd, si lo encontrado en relacién con
la piruvatocinasa es compartido por
otras enzimas; si es exclusivo de la edad
pedidtrica; si las hipétesis concernientes
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al metabelismo energético en desnutri-
des, derivadas de los hallazgos aqui co-
municados y publicados en otros si-
tios,® 1117 son vélidas; y si todo ello
constituye una aberracién metabdlica
propia del desnutrido descompensado u
ccurre igualmente en otras situaciones
de gravedad clinica.
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