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SUMARIO

Se determindé la actividad sérica de Glutation
S-transferasas en 49 .niflos con desnutricion proteinico
calérica. El estado nutricional se evalué mediante los
indicadores antropométricos: peso para la edad, talla para la
edad, y peso para la talla. Los niveles de Glutation
S-transferasas se determinaron midiendo la actividad
enzimatica de los sueros al utilizar glutation reducido vy
1-cloro-2 4-dinitrobenceno como sustratos. Se determinaron
los niveles de Transaminasa Glutdmico Pirlvica como indice de
integridad celular hepatica,

En ninguno de los 3 indicadores la muestra abarcd las 4
categorfas de clasificacion del estado nutricional establecidas, a
pesar de lo cual, los valores de Glutation S-transferasas de las
categorias de mayor deficiencia presentaron una disminucion
de entre 15 v 19 o/o en relacién a las concentraciones de las
categorias de menor deficiencia nutricional, fueron
estadisticamente significativas las diferencias en los indicadores
peso para la edad (p < 0.08), v peso para la talla (p <0.005).
Los niveles de Transaminasa Glutamico Pirlvica sérica de las
categorias de mas deficiencia, fueron 19 a 80 o/o mayores gue
aquellos de las categorias de menor deficiencia nutricional.

Se conciuyd gque la desnutricién protefnico calorica
disminuye los valores séricos de Glutation S-transferasas. Este
descenso, a pesar del posible incremento en la liberacion de
enzimas a partir del citosol hepatico, sugiere gue en esta
deficiencia nutricional las concentraciones hepéaticas de
Glutatidn S-transferasas estan significativamente reducidas.

La reduccidon de estos enzimas de la Fase 1l de
detoxificacion, concuerdan con estudios previos gue han
evidenciado que durante la desnutricidn proteinico caldrica el
metabolismo de farmacos estd alterado.

INTRODUCCION

La Glutatién S-transferasas (E.C. 2.5,1.18.}, son enzimas
gue catalizan la conjugacion del glutation reducido (GSH) con
compuestos portadores de un sitio electrofflico, una de las
reacciones de la Fase || de detoxificacién v primer paso en la
sintesis del &cido mercaptiricot1.2). Ademds poseen la
capacidad de ligar una serie de compuestos de fuente interna v
externa, por lo que también son conocidas como

ligandinas(3.4). Varias de sus funciones en el organismo son de
importancia fisioldgica: actlan en la detoxificacion de un
amplio espectro de compuestos xenobidticos; en el transporte,
unién no catalitica y almacenamiento de aniones orgénicos
{como bilirrubina) en el hepatocito; v como mecanismo de
defensa contra compuestos electrafilicos potencialmente
peligrosos, incluyendo algunos carcindgenost5,8),

Las GSH-transferasas son particularmente abundantes en
el higado de los mamiferos donde constituyen del 3 al 8 o/o
de la proteina solublell) En la rata sus niveles hepaticos son
afectados por factores como: tiroidectomia, administracion de
fenobarbitalt?}, CC1,(8), toluenol®), deficiencia de vitamina
Al19), v desnutricidbn proteinico calérica (DPCH(111, Enp
humanos, los niveles séricos de estos enzimas son muy bajos,
pero se elevan durante varias enfermedades hepaticas
inflamatorias, necrotizantes y neoplésicas(7.12).

La DPC afecta a una porcion considerable de la poblacion
latincamericana, v en Guatemala ha sido identificada como
uno de los mayores problemas nutricionales(13,14) En su
forma primaria resulta de la privacion prolongada de
aminodcidos esenciales vy nitrogena total vy/o sustratos
energéticost15), Es frecuente en nifios menores de 5 afios de
edad en los que se encuentra cominmente asociada con
infecciones v parasitismof15-18)  Esta deficiencia nutricional
causa alteraciones en la composicién y funcionalidad corporal,
entre las gue se incluyen cambios en la absorcién, transporte,
disponibilidad, eliminacion, biotransformacion y excresion de
farmacos(19-23),

El presente estudio se realizé para conocer el efecto de la
DPC sobre los niveles séricos de GSH-transferasas, v evaluar la
posible utilidad clinica de esta medicién. Se determind la
concentracién de estos enzimas en suero de nifios desnutridos,
y se compararon los valores correspondientes a cada categoria
de desnutricién; puestc que se presume que las
GSH-transferasas del suero son liberadas principalmente a
partir del higado, se midieron también los niveles de
Transaminasa Glutamico Pirlvica (TGP) (E.C. 2.6.1.2.) como
indice de integridad celular hepatica.

MATERIALES Y METODOS

MUESTREO: Se eligi¢ aleatoreamente a 49 nifios de edades
comprendidas entre 13 v 114 meses, pacientes del Hospital
Infantil, Centro de Recuperacién Nutricional de San Juan
Sacatepéquez, Departamenio de Guatemala; gue habian sido
internados por sufrir DPC. A cada uno se le extrajo una
muestra de sangre, se le determind el peso vy talla segln
técnicas establecidas(24), y se inquirid su edad. Los sueros
fueron separados en forma convencional, transportados en
hielo, y almacenados a — 20°C hasta su analisis bioguimico.
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EVALUACION DEL ESTADO NUTRICIONAL: Se realizd
con criterios antropométricos. Para cada donante se
determinaron los indicadores Peso para la Edad (P/E), Talla
para la Edad (T/E)}, v Peso para la Talla (P/T), comparando
cada medida individual con el patron de referencia tomado de
las curvas de crecimiento desarroliadas por el National Center
for Health Statistics{28). Los resultados de la comparacion se
expresaron como porcentajes de adecuacidn en relacién a la
mediara del grupo de sexo vy .edad al que pertenecfa cada
individuo (patron de referencia). Estos porcentajes se
calcularon utilizando la formuta (i),

Valor de |la medida individual

o/o de ADECUACION = % 100 (i)

Valor del patrén de referencia

E! grupo muestral se clasificd en las categorias establecidas
para cada uno de los indicadores utilizados, y gue se muestran
en el cuadro A,

MEDICION DE LAS GSH-TRANSFERASAS: Se realiz6 por el
método de Habig y Jakoby(26), siguiendo
espectrofotométricamente, a 355 nm, el aparecimiento del
tioeter formado en la reaccion (Il) catalizada por las
GSH-transferasas. l.as determinacionss se llevaron a cabo en
una mezcla final de reaccidon gue contenfa
1-clore-2,4-dinitrobenceno (CDNB) y GSH, ambos en una
concentracion 1.0 mM en solucién tampbdn de fosfatos 100
mM, pH 6.5, realizandose los ensayos a 26°C.

R e
o Secl 4 asu Siktromsperasie. DLN_Q)-S-G 4 Hel
TR (Ghiston reducido) o, (11)

(- thern ~ZR-Diniirobentars) (Hadtes)

Reactivos: Se prepard una solucidn 2.4 mM de CDNB(*),
disolviendo el peso adecuado en etanol absoluto, y aforando
~zsta el volumen apropiado con solucién tampon de fosfatos
100 mM, pH 6.5; la concentracion final de etanol en la mezcla
Se ensayo no fue mayor de 4 0/o. Se prepard una solucion 2.4
=M de GSH(**) en solucién tampdn de fosfatos 100 miM, pH

Procedimiento: La mezcla de reaccion fue preparada

en bafio de agua a 25°C por aproximadamente 3 minutos,
=or=gando a continuacion 0.5 ml de GSH 2.4 miM, y 0.2 mi del
y analizado. Se mezcld v aspird inmediatamente a la celda
ctura de un espectrofotdmetrot* **) | la cual se mantenfa a

'C. Treinta segundos después de llenar la celda, se hicieron

=-='1z4 un blanco de reaccidn, en el que la muestra de suero se
= st tuyo por agua destilada, al preparar la mezcla de reaccion.
- ~cremento de absorbancia de cada muestra se le resto el
~-r=mento, en la misma, registrado por el blanco.

_os resultados se expresaron en Unidades de Actividad de
~<—_transferasas (UGSH-T}, que se definieron como la

cantidad de actividad enzimatica que en condiciones estandar
aumenta 0.001 unidades la absorbancia {a 365 nm) de una
mezcla que posee CONB 1.0 mM y GSH 1.0 mM, en el lapso
de un minuto, (UGSH-T =A Abszggnm-103.min~1).

MEDICION DE TGP: Se realizb por el método de
Reitman-Frankel(27) utilizando unh juego comercial de
reactivost ****}, v el procedimiento establecido para este{28),

ANALISIS ESTADISTICO E INTERPRETACION DE
RESULTADOS: Se calculd el valor medio de actividad sérica
de GSH-transferasas (UGSH-T/ml} para cada categoria de
adecuacion nutricional. Con cada indicador antropométrico
por aparte, se realizaron pruebas de la razbn t (t de Student)
para comprobar si la diferencia de medias de actividad
enzimatica, entre la categoria de menor deficiencia y cada una
de las restantes de mayor deficiencia, eran estadisticamente
significativas. Los resultados de TGP se analizaron de manera
similar.

RESULTADOS Y DISCU SION

Los 49 sueros analizados provenian de 28 nifios del sexo
masculino, y 21 del femenino; con una media de edad de 50
meses,

Evaluacion Nutricional: La clasificacion de la muestra en las
categorias establecidas para cada indicador se muestra en la
Tabla |. Los patrones de adecuacién nutricional para cada
indicador son distintos entre si. La media para P/E es la més
baja (680/0), y de acuerdo a este indicador todos los nifios
sufren alg(in grado de desnutricién, en su mayorfa de Grado |1,
E| indicador T/E posee una media mayor gue la del anterior
(81 o/o), pero la mayoria de la muestra se clasifica en la
categoria de Retardo Severo. La media de P/T esalta (98 o/o},
con una parte considerable de la muestra clasificada como
Normal. Diferencias en los patrones de desnutricion al aplicar
los tres indicadores anteriores a una muestra han sido
reportadast29), y en el presente caso se explican en los
siguientes términos: Todos los nifios participantes sufrieron
DPC en algln momento previo al estudio; en general, los
episodios de DPC fueron prolongados: y en el momento de
recolectar las muestras, habian alcanzado algin grado de
recuperamiento nutricional,

Medicion de las GSH-transferasas: La formacién del producto
de la reaccion catalizada por las GSH-transferasas se siguid a
355 nm, ¥y no a 340 nm como se establece en el método
originalt26), Previamente a este cambio se determinaron, por
separado, los espectros de absorcion de ambos sustratos y el
producto. Las diferencias de absorbancias entre el producto y
los sustratos son comparables en el range 340-385 nm. Se
eligié 355 nm como longitud de onda de lectura, porque este
valor se ha utilizado previamente en determinaciones de
actividad de GSH-transferasas(11).

La actividad enziméatica expresada comc UGSH-T no
corresponde a ninguna unidad convencional, pero permite
comparar la concentracion de GSH-transferasas de las muestras
de suero entre si. Tomando en consideracion la presencia de
una GSH-transferasa en los eritrocitos (transferasa Rho)(39),
Unicamente se utilizaron para el estudio sueros sin hemolisis
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De los valores obtenides, e menor fue de 1398
UGSH-T/ml, para una nifia de 24 meses de edad v clasificada
en las categorias: Desnutricion Grado 11| (P/E), Retardo
Severo (T/E), y Delgado Normal (P/T). El valor mayor fue de
43.02 UGSH-T/ml, para una nifia de 75 meses de edad vy
clasificada en las categorias: Desnutricion Grado |l (P/E},
Retardo Moderado (T/E), y Delgado Normal (P/T). Los valores
medios para cada categoria de los 3 indicadores
antropom étricos se muestran en la Tabls I1.

La diferencia entre medias de concentracion enzimdtica
fueron significativas entre las categorias: Desnutricion Grado |
y Desnutricion Grado IlI, del indicador P/E, (p << 0.05); v
entre Normales y Retardo Moderado, del indicadar P/T, (p <<
0.005). Entre las categorias Retardo Moderado v Retardo
Severo, de indicador T/E, la diferencia fue poco significativa (p
<0.10}.

Los valores séricos de lag GSH-transferasas disminuyeron a
medida que se incrementd la deficiencia en P/E, T/E, v P/T.
En el P/E, la concentracion del enzima en la Desnutricién
Grado [l disminuyé aproximadamente 8o/o, vy en la
Desnutricion Grado 11l 18 o/o, ambas en relacion al valor de la
categoria Desnutricion Grado |. En la T/E, la concentracion
enzimatica de la categoria Retardo Severo es
aproximadamente 15 o/o menor que la de Retardo Moderado.
Y enel P/T, en relacion al valor de |a categorfa Normales, la de
Delgado Normales presentd un descenso de aproximadamente
12 o/o, v la de Retardo Moderado ce 19 o/o.

El efecto de la DPC sobre los niveles séricos de las
GSH-transferasas se ve reflejado en los tres indicadores
antropométricos; los valores de estos enzimas paras las
categorias de mayor deficiencia nutricional disminuyeron
entre 15 a 19 o/o, en relacién a las concentraciones de las
categorfas de menor deficiencia. Este descenso es apreciable si
se considera que el grupo muestral estudiado no incluyd las 4
categorias de clasificacion establecidas para cada uno ds los
indicadores.

Medicion de la TGP: El valor mds bajo para concentracién
sérica de TGP fue de 9.2 U/1, para un nifio de 25 meses de
edad v clasificado en las categorias: Desnutricidn Grado |1
(P/E), Retardo Moderado (T/E), y Delgado Normal (P/T): v el
valor mds alto de 72.4 U/1, para la misrma nifia que presento el
menor nivel de GSH-transferasas, En la tabla |1l se muestran
los niveles de TGP para cada categoria de los 3 indicadores
antropometricos.

En el indicador P/E, se encontrb diferencia
estadisticamente significativa entre los valores de actividad
enzimatica de las categorfas: Desnutricion Grado | v
Desnutricion Grado | (p <<0.05), y entre: Desnutricion Grado
| y Desnutricion Grado I1I (p <0.01). Enla P/T, la diferencia
entre las categorfas: Normales y Delgados Normales, es
estadisticamente significativa (p < 0.06}.

En el P/E, la Desnutricién Grado |l presentd un
incremento de aproximadamente 24 ofo, v la Desnutricién
Grado Il de 60 o/o, ambas en relacion al valor de la categoria
Desnutricién Grado |. En la T/E, la categoria Retardo Severo
presentd un incremento de aproximadamente 20 ofo en
relacion al valor de la de Retardo Moderado. Y en el P/T en
relaciébn a la categorfa Normales, los valores aumentaron
aproximadamente 43 o/o en los Delgados Normales, v 19 o/o
en Retardo Moderado. En general, la tendencia expresada por

la TGF fue la de incrementar su concentracidn en las
categorias de mayor deficiencia nutricional.

Significado e Implicaciones de los Niveles Séricos de
GSH-transferasas en la DPC: Las GSH-transferasas disminuyen
su concentracion en la DPC como ocurre con otras enzimas
séricas: colinesterasa, fosfatasa alcaling, amilasa v lipasa(15),
La cantidad de GSH-transferasas séricas, liberasas
principalmente a partir del higado, resulta determinada por las
concentraciones hepéticas v por la permeabilided de la
membrana celular vy/o integridad del hepatocito. La
desnutricion ha sido incriminada largamente como causante de
cirrosis humana(31), v consecuentemente de sus efectos en la
funcién parenquimal e integridad celular(32). El incremento
de TGP en los nifios que sufrian mayor deficiencia nutricional
indica una mayor liberacidn de este enzima del citosol
hepatico (pm 110,000}(33), lo que sugiere una mayor tasa de
liberacion de las GSH-transferasas, enzimas también del
citosol, de menor tamafio (pm 48,000}(34), No existe
evidencia concluyente de esto Ultimo, puesto gue los dos
enzimas mencionados poseen distinta distribuciéon en el
higado: En ratas, las GSH-transferasas se han encontrado en
mayores concentraciones en la regidn centrilobular(38),
mientras que la TGP del higade humano se localiza
principalmente en la region periportgl(36),

La disminucién de GSH-transferasas séricas, a pesar del
posible incremento en la liberacion de enzimas a partir del
citosol hepético, sugiere gue la DPC disminuye las
concentraciones hepaticas de estos enzimas en humanos, de
manera similar gue en las ratas(11),

Se ha reportado gue otros enzimas de las fases | v || de
detoxificacion disminuyen sus concentraciones hepéticas
durante periodos de desnutricion(19-21,23); [o que
conjuntamente con otros efectos de la DPC, indican que la
desnutricion es un proceso que afecta en forma multifactorial
la absorcion, distribucion, metabolismo vy excresion de
farmacos. En nifios estas implicaciones adquieren especial
importancia, puesto que la DPC estéd asociada con procesos de
infeccion vy parasitismo v, en consecuencia, es frecuente la
utilizacion de gran variedad de agentes farmacoldgicos can el
fin de tratar estas enfermedades asociadas; incrementando los
riesgos de sobredosis e intensificacion de efectos secundarios.

Utilidad Clinica de la Medicion de G8H-transferasas en la DPC:
Los valores de GSH-transferasss mostraron poco poder
discriminatorio entre los pacientes que pertenecian a una u
otra categoria de cualquiera de los 3 indicadores
antropométricos utilizados. El valor mas alto de estos enzimas
representa  Unicamente 3 wveces el valor de la menor
concentracidn; adicionalmente, existid una gran dispersién
entre los valores de los nifios pertenecientes a una misma
categoria de adecuacidn nutricional. Por lo anterior se
considera gue la medicion de GSH-transferasas séricas, con el
método utilizado, tiene poca © ninguna utilidad en Iz
deteccidon o diagndstico de un grado especifico de DPC y/o
come indice de integridad celular hepatica.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las concentracionas sericas de Glutation S-transferasas ss
encuentran disminuidas en nifios que “sufren desnutricion



VOL. 6 No. 1 REVISTA CIENTIFICA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA 17
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA.

protefnico cal6rica, aparentemente con valores

progresivamente menores a medida que se incrementa el grado
de desnutricion, lo gue sugiere una reduccidn significativa en
las concentraciones de estos enzimas en el higado.

La medicion de Glutatidn S-transferasas séricas con el
métode v procedimiento utilizados en el presente trabajo tiene
poca o ninguna utilidad en la identificacién o diagndstico de
un grado especifico de desnutricién proteinico calbrica y/o del
posible dafio del hepatocito.

En efecto de la desnutricion proteinico calorica sobre los
‘niveles séricos de Glutation S-transferasas concuerda con
estudios previos que evidencian gue en esta deficiencia
nutricional, la absorcion, disponibilidad, distribucién y
excresion de fArmacos y compuestos exbgenos estan alterados.

Se recormienda continuar la investigacion del efecto de la
DPC sobre las GSH-transferasas y otros enzimas de
detoxificacibn, para lograr establecer: relacion entre
concentraciones séricas y hepéticas de G SH-transferasas;
concentraciones séricas y hepéticas en organismos qgue sufran
DPC, al ser administrados compuestos que se han reportado
como factores que varian las concentraciones hepdticas de
estos enzimas; efecto de la DPC sobre los restantes enzimas
que intervienen en la ruta de sintesis del dcido mercaptlrico; y
el efecto de la DPC sobre otros enzimas de las fases | v |l de
detoxificacion.

Se considera necesario que la realizacion de los estudios
recomendados se lleve a cabo con el fin posterior de desarrollar
una serie de pruebas sencillas y confiables que sirvan de
indicador de la capacidad del higado para metabolizar
fdrmacos y compuestos xenobidticos, para que los pacientes
que sufran DPC reciban tratamiento farmacologica adecuado
a3 su condicion nutricional.
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CUADRO A

CATEGORIAS DE ADECUACION NUTRICIONAL PARA LOS INDICADORES P/E, T/E, Y P/E.

NOMBRE Y RANGO DE LAS CATEGORIAS

CATEGORIA®
P/E T/E P/T
A NORMALES NORMALES NORMALES
(> 90%)b (> 95%) (> 100%)
B DESNUTRICION GRADO | RETARDO LEVE DELGADOS NORMALES
(89 - 75%) (94 — 90%) (99 - 90%)
& DESNUTRICION GRADO i RETARDO MODERADO RETARDO MODERADO
(74 - 60%) (89 - 85%) (89 — 80%)
D DESNUTRICIO GRADO IIi RETARDO SEVERQ RETARDO SEVERO
(< 60%) (< 85%) (< 80%)

a: Denomlnaclén que reclben an las tablas siguientes.

b: Porcentales de adecuacion nutriclonal.

Fuente:

Gémez F, et al. J Trop Ped. 1958; 2:77-83.

Wateriow JC. Brit Med J. 1872; 3:566-569.
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TABLAL
CLASIFICACION DE LA MUESTRA EN LAS DISTINTAS CATEGORIAS DE ADECUACION
NUTRICIONAL PARA LOS INDICADORES P/E, TVE, ¥ PIT.

NUMERC DE NIROS EN LA CATEGORIA

CATEGOR|A®
PIE THE PIT
A o o 21
[43%)F
B 10 1 14
(20%) (2% (38%:)
C 26 12 B
(83%) (24%) [16%)
] 13 36 1
{2724 (Ta%s) (2%)
TOTAL 4g 48 49
{100%) (98%) {100%)

a: El nombre la celegorie pera cada Indicadar aparece en el cuadro A,
b: Parcentajes del tolal de la muestra que pertenece a lp categoria,
e: La suma de percentejes sa distinta 8 100%, par efeclo de aproximacldn.

TABLA I
VALORES MEDIOS DE COMCENTRACION DE GLUTATION S-TRANSFERASAS SERICAS PARA
CADA CATEGORIA DE LOS INDICADORES ANTROPOMETRICOS P/E, T/E, ¥ PIT.

ACTIVIDAD SERICA DE GSH-TRAMSFERASAS®

CATEGORIA®
PiE TE T
A = — 27.86 + B.39°
B 2816+ 6.41 17.7¢¢ 24.80+6.26
c 25,58 6.44 28.93=7.3% 22,61 £ 288
D 23.18 2 427 24821515 25.02°

a: Expresade come UGSH-T/ml.

b: El nombre de la calegeria pera cade indicedor sparece en el cuedre A,
o Todos los detos coma ¥ = 6.

diin=1)

TABLA Il
VALORES MEDIOS DE CONCENTRACION DE TRANSAMINASA GLUTAMICO PIRUVICA SERICA
PARA CADA CATEGORIA DE LOS INDICADCRES ANTROPOMETRICOS P/E, T/E, ¥ PIT.

VALORES DE TGP+

CATEGOR|A
PE TE PT

A s —_ 23.71£10,32°
B 21584486 32.40° 33,83+ 1465
c 28.80+£12.38 24 60 £ 10.98 28.27 £ B.87
o 34,35 £ 14.85 28,99 13,00 _—

8: Yelores expresados come Ui,

b: El bre de ls goria para cada Indicad P en el cuadro A,

ct Tados los dalos como X + 8,

d: {n = 1)




