OXIDACION DE LA GLUCOSA 2-C* EN ERITROCITOS.

Estudio realizado en nifios aparentemente normales y en nifios
en estado de hiponutricion

ALFONSO MoONTESINOS BELON

INTRODUCCION

Como fue demostrado por Warburg en 1930, el eritrocito, ademas
de utilizar la via de Embden Meyerhorf o glicolitica para el metabolis-
mo de la glucosa, emplea la via de la pentosa fosfato, via de Warburg-
Dickens-Lipmann o de la hexosa monofosfato. El ciclo del 4cido citri-
co es en este caso inoperante e incompleto. (1, 2).

El Gnico mecanismo para la produccién de CO. procedente de la
glucosq, es, pues, su metabolizacién a través de la via del ciclo oxida-
tivo de la pentosa fosfato. El funcionamiento de esta via se demues-
ira, en condiciones apropiadas, por la recuperacién de C'Q; cuando
se utiliza como subsirato glucosa marcada con C. El rendimiento de
C"Q0O, por el eritrocito a partir de la glucosa marcada puede ser modi-
ficado por factores fisicos y quimicos como son pH, temperatura, ten-
sidén de oxigeno y adicién de substancias cataliticas.

En el eritrocito normal, el consumo de la glucosa se efectia por
la via de la pentosa fosfato, en una proporcién menor que por la via
de Embden Mevyerhof (3). Informes de Murphy (3) indican porcenta-
jes que flucthan entre 7.3 y 16.5% y Lamar Crevasse (4) de 6 y 10%.
con promedios de 11.1 y 8% respectivamente.

La oxidacién de la glucosa-6fosfato y la subsecuente decarboxila-
cién del 6-fosfogluconato produce Qidxido de carbono proveniente del
primer carbono de la hexosa. El residuo es una pentosa cuyo primer
carbono fue el segundo de la glucosa original (Fig. N? 1A). Posterior-
mente la pentosa formada o ribulosa-S-fosfato se convierte en xilulosa-
fosfato y ribosa S-fosfato con el auxiilo de enzimas (isomerasa, epime-
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rasa). La pentosa fosfalo puede- participar en la reacciéon de tremsce-
folocién, actuande la tiamina pirofosialo vy Mg* I como cofactores esen-
ciales (21, 10). El glicoaldehido activo de la xilulosa S-fosfato al con-
densarse con la ribosa 5-fosfato forma la sedoheptulosa 7-fosfato y triosa
fostato. El segundo carborno de la molécula de la glucosa original se-
ria, pues, el primer carbono de la sedoheptulosa. (Fig. 1B) La siguien-
te elapa es la reaccién de la transaldolasa en que los tres pnimeros
4dlomos de carbono se condensan con la iriosa foslate, residuo de la
anterior reaccidn, regenerdandose asi la hexosa fostato. El primer &to-
mo de carbono de la nueva hexosa que corresponde al segundo car-
bono de la glucosa original se oxida a CO. con la reentrada al cicle
de las pentosas. (Fig. 1C).

La produccion de C'O, procedente de la glucosa 1-C!Y, por el eri-
trocito, sélo indica gque el ciclo es operanie, mas no indica el fendémeno
de la reentrada de la hexosa que se ha resintetizado. La produccién
de CHO, a partir de la glucoss 2-C’* implica que glucosa resintetizada
en el ciclo de las pentosas es reoxidada en esta vig, hecho que requie-
te un adecuado funcionamiento de la reaccién de la transcetolasa en
que la tiamina pirofosfoto es requerida como cofactor.

En el presente trabajo se han realizado incubacionss de glucosa
2-CM con eritrocitos obtenidos de nifios aparentemente normales y eri-
rocitos de nifios en estado de hiponutricién. En algunos casos, de es-
tos 0ltimos, se practicaron, ademds, incubaciones después de un trato-
miento con tiamina. Se determind el rendimiento de C''O.. Los resul-
lados obtenidos revelan que en los eritrocitos de los ninos en estado
de hiponuiricién, el rendimienlo de CO. es menor que en los aparen-
temente normales y que el tratamiento con tiamina tiende o normalizar
este rendimiento.

MATERIAL Y METODOS
Obtencién de la muesira de sangre

De acuerdo con estudios de nulricién (7) se selecciond un grupo
de veinte nifnos en estado de hiponutricién, todos ellos procedentes de
barriadas del Callao e internados en Salas de Medicina por diversos
procesos patoldgicos; catorce por proceso especifico tuberculoso, cua-
tro por infeccién salmoneldsica y dos sin diagndstico. La mayor par-
le de los casos presentcban cifras de proteinas totales y hemoglobina
por debdajo del nivel considerado normal en nuestro medio (8). El
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Fig., 1A
(1) ¢
(2) ¢ (2) ¢
(3) € mmmemomoa- =(1) co, - (3)¢
(4) ¢ (4) ¢
(s) ¢ (5) ¢
(6, ¢ (6) ¢
Hexosa rosfato Pentosa Fosfato
Fig, 1B
o2y ¢ L (2) ¢ (2) ¢
(-57)7 c ' (3) C Transcetolasa Ty ¢
(4) ¢+ (4) € —-mmmmmmmaonns ~(2) ¢ (4) ¢
(s ¢ (sy ¢ Tizmina (3) ¢ +« (5 ¢
(6) C (6) € Pirofosfato (4) ¢ (6) ¢
(5 ¢
(€)Y ¢C Triosa fosfa
to.
Pentoaza-Foafzato Teptulusa-TFosfato
Fig. 1C
o {e) ¢
vo(3) < (2) ¢
5 A}") Sl transaldolasa(3) € (3)-¢
(3) T 7 (4) Commmmmmeneeea(2) G mmmmmeenes »(2) CO, ~ (2) C
(4) ¢ (5) ¢ (4) ¢ (4) ¢
(5) ¢ (6) ¢ (5) ¢ (5) <
(¢) ¢ (6) ¢ (6) C
ileptulosa Triosz Hexosa Pentosa fos
fosfato fosfato fosfato »fato U=

liempo dz hospilalizacién no fue en ningin caso mayor de dos meses.
Para excluir posibles allteraciones en relacién con la edad, se prefirie-
ron varones de 11 a 14 anos.



FACULTAD DE MEDICINA 311

La selecciéon de los nifios aparentemente normales sz realizd en
unos casos en Salas de Cirugia; se tratoba de pacientes exclusivamen-
te hospitalizados para atencidn trournotolégica. En olros casos se selec-
cionaron ninos qus acudian a sus centros escolares.

Se exirajo sangre de la vena antecubital, recibiéndose en un tubo
con heparina. Se conservé en relrigeracion « 4"C.

Preparacion de los Eritrocitos

Para obtener los erifrocitos libres d= plasma vy de gldbulos blan-
cos, la sangre heparinizada se centrifugd a 2,000 r.p.m. duranie 10 mi-
nutos en centrifuga refrigerada a 4" C. El plosma sobrenadante v los
leucocitos fueron eliminados por medio de una pipsta Pasteur. Los
eritrocitos se lavaron 3 veces con la solucién Ringer fosfato. Descués
de cada lavada se centrifugd a 2,000 r.p.m. durante 10 minutos. Lue-
go de centrifugada la tercera vez, los hematies fueron suspendidos en
cuatro volimenes de Ringer fosfato. Procedimiento usado para estudiar
el metabolismo de la glucosa 2C'' en incubaciones con eritrocitos ob-
lenidos de nifios aparentemenite normales y nifios en esiado de hipo-
nuiricion.

Este metabolismo fue esiudiado en [rascos de Warburg con dos ra-
mas laterales. En una de ellas, se introdujo 0.3 ml. de la solucién de
glucosa 2-C'* (30, uM) conieniendo 73,620 cuentas por minuto, vy en la
otra 0.25 ml. de SOH, 5N. En el compartimiento principal se puso
1 ml. de los hematies suspendidos en Ringer {osfato, 0.5 de solucién de
azul de metileno al 0.4% completdndos= el volumen a 2 ml. con Ringer
losfato. En la copa central 0.15 ml. de NaOH al 20%. Luego se proce-
d1d @ incubar a 38°C por dos horas, utilizando aire como fase gaseosa.
Al término del periodo de incubacién se detuvo la reaccién medicmte
la adicidén del SO H., el cual ademds desprendia todo el CQO. disuelto
en el medio. Se conlinud la agitacién durante media hora para la ab-
sorcidon total del CO. desprendido. En sequida, se agrego CO.Na. al
20% libre de CO. a la ceopa central para diluirr el CHCuNa,, transfirién-
dose lusgo el contenido a un tubo de centrifuga tarado para transfor-
inarlo en carbonato de bario mediante la adicién de una solucidn con-
‘eniendo Ba(OH), y BaCl, (16). El precipitado formado se separd por
centrifugacion lavdndose tres veces con agua destilada libre de CO.
y dos veces con alcohol metilico, luego se secd en estufa a 110° C. por
12 horas. Se procedid a pesar para luego transferirse a planchetas que
permitieron la cuenta de radioactividad.
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Métodos Analiticos

La glucosa radioactiva fue degradada a C!*O., por el método de la
combustién hiimeda de Van Slyke y Folch (18).

La radicactividad del CY*O;Ba se determind en un detector con flu-
jo de gas vy las cuentas por minuto fueron corregidas o grosor cero me-
giante una curva de absorcidn preparada en el Instituto de Biogquimica
v Nutricién (17). Se calcularon las cuentas tolales producidas y en
seguida sz calculd el porcentaje que esta cantidad represenia con re-
lacién « las cuentas por minuto de la glucesa presente en el frasco de
incubactdn.

Reactivo Especial

La glucosa 2-C' fue obtenida del Nuclear Instrument and Chemi-

cal CO.

RESULTADOS OBTENIDOS

Los valores indicados expresan el porcentaje de cuentas por mi-
nuto de la glucosa 2-C!'t inicialmente presente en el frasco de incuba-
cidn, que se ha incorporado al CMO., por 100 mg. de peso seco de eri-
irocitos. (Tabla I).

Los valores indicados expresan el porcentaje de cuentas por minu-
to de la glucosa 2-C' inicialmente presente en el frasco de incubacion,
que se ha incorporade al C*QO., por 100 ma. de peso seco de eritrocitos.
( Tabla I1D.

A los casos seleccionados se adminisird por via oral 600 mg. dia-
rios durante siete dias. Al término de este periodo se obiuvo muestra
de sangre para nuevas incubaciones en condiciones similares a las an-
teriormente practicodas. Las cifras indican porcentaje de la radioacti-
vidad inicialmente presente incorporada por 100 mg. de peso szco de
eritrocitos. (Tabla III).

En las Tablas [ y Il se presentan los resultados individuales de la
incorporacion de CY de la glucosa al CHO, referidas en porcentaje de
las cuentas inicialmente puesias en el medio de incubacién y por 100
mg. de peso seco de eritrocitos. Se puede ver que el valor medio en
los niflos aparentemente normales es de 2.45 v en los nifios en estado
de hiponutricién 1.25. Es decir, que hay una menor oxidacidn de la glu-
cosa 2-C!. Como se puede ver en la Tabla IV el valor de P en la com-
paracién de los dos grupos es <0.001 y por ello la diferencia es esta-
disticamente significativa.
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En los casos de ninos en estado de hiponulricidn tratados con tia-
mina, —Tabla Ill— se puede ver que los valores medios de los dos
grupos, antes y después de! tratamiento son de 1.06 y 1.73 respectiva-
mente. Esta diferencia analizada estadisticamente en la Tabla IV mues-
ra un valor de P<0.01, lo cual, indica una diferencia significativa.

Tabla I. Resultados Obtenidos en ninos aparentemente normales

CASO VALORES
N° EDAD OBTENIDOS
13 14 2.07
11 1.98
3 14 2.95
4 12 3.04
5 12 3.00
6 12 2.25
7 14 2.1
8 11 2.03
9 13 2.11
10 14 2.5
11 14 1.97
12 11 2,22
13 12 3.1
14 12 3.34
15 13 1.93
16 13 1.99
17 12 2,62
18 11 2.39
19 13 2,48
20 11 2.23
Anélisis estadfstico
EN" de Media + Desv,Stand. + Coef. Valores
cesos | Error Standard Error Stand.de | yariacidn | Extremos
Desv. Stend.
20 2.45+0.099105 0.443+0.07005 18.08 % | 1.93-3.34
DISCUSION

Como demostraron Guzmén Barrén y Harrop en 1928 (9), la adi-
cién de azul de metileno al sistema buffer experimental incrementa no-
tablemente el consumo de oxigeno, que es considerado bajo, si se com-
para con otros tejidos. La ausencia de flavoproteinas y citocromos en
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las wcubaciones de eritrocitos es suphda, con ventaja por la adicién
del colorante. Los citocromos, al igual que muchas flavooroteinas es-
tdn conilenidos en el complejo lipoproteico de la fraccidén mitocondrial
gue esld ausente en el eritrocito maduroc. Como se sabe, ombas sus-
tancias estdn hgadas a la oxidacion del TPNH.

Tabla II. Resultados Obtenidos en ninos en estado de Hiponutricion

CASO VALORES
No EDAD OBTENIDUS
1 11 0.94
2 13 1.11
3 14 1.89
4 12 1.46
5 11 0.46
6 14 0.74
7 12 1.60
8 13 1.00
9 13 0.86
10 14 0.98
11 11 1.83
12 12 1.64
13 12 1.20
14 14 1.72
15 13 1.53
16 11 1.46
17 14 0.71
18 11 1.16
19 13 1.26
20 11 1.41
Andlasis estadistico
N° Qe Medie + Desv.Stand. * |, . r, Valores
Casos |Error Standarg| Error Stand.de |y . ...« Extremos
Desv. Standard
20 1.25+0.0897 | 0.3977+0.062889| 31.81 % 0.46-1.89

Estudios Ultimos indican que el colorante no sdlo incrementa el ca-
tabolismo de la glucosa, sino gue delermina una alteracidon de la cro-
pvorcionalidad en el funcionamiento de las vias (4). Se sugiere gue
vrobablemente ocurre un cambio del caiabohsmo de la alucosa, de la
via de Embden Mevyerhof hacia la via de la pentosa fosialo.

Los eritrocitos, no producsn C'*O. a partir de la glucosa 6-C't (21),
1o cual demuestra que la activaciéon de la glucosa estd confinada a la
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Tabla III. Oxidacion de la glucosa 2-C!! en eritrocitos obtenidos de
ninos en estado de hiponutricion antes y después de un
tratamiento con tiamina

Experimento I i1 IIY Iv \'S VI
Antes de
tratamiento 0.86 | 0.74 | 1.11 1.20 | 1.16 1.26
Después de
1.90 | 1.28 2,08 1.99 | 1.63 1.49
tratamiento
Andlisis  estadistico
Ne  gde Media + Desv. Stand. * Coef. de Valores
casos Error Stapdard | Brror Stand.de Variacidén | Extremos
Desv. Standard
ANTES DE TRATAMIENTO
1.06+0.0840 0.206+0.05949 19.51% 0.74-1,26
DESPUES DE TRATAMIENTO
1.73+0.127 0.311+0.0899 18.01% 1.28-2.08

Tabla IV. Anpalisis de la significacion estadistica de la comparacion
de los resultados obtenidos en el grupo de los eritrocitos de
ninos en estado de hiponutricion y de mines
aparentemente normales

GRADO DE
VALOR t VALOR P
LIBERTAD
38 9.408 <0.001
|

mitad superior de la molécula. El C"O, recuperado en incubaciones
con glucosa marcada procede de los carbonos 1 y 2 en un 95% aproxi-
madamente (14). Esto Ullimo comparado con estudio del metabolis-

mo de la glucosa U-CH ha permitido el estudio del reciclo de interme-
diarios (15).
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El mecanismo por el que actia el azul de metileno favoreciendo
estas reacciones seria su aulooxidocién en el aire y la oxidacién del
TPNH que se genera en la via de la pentosa fosfato.  Es decir, por su
habilidad para el transporte de elecirones directamente al oxigeno pro-
porcionaria un eficaz sistema potencial de oxido-reduccidn (5). Re-
sullaria aqui que un aumento de la oxidacién del TPNH determina un
incremento de la via de la pentosa fosfato.

En el presenie trabajo se hace un estudio de la oxidacién de la
glucosa 2-CM a C'O. en eritrocitos de nifios aparentemente normales
Yy ninos en estado de hiponulricién de edades comprendidas enire log
11 v 14 afios.

Analisis de la significacion estadistica de la comparacién de los resultados
obtenidos anies y después de tratamiento con tiamina

GRLDO DE
VALOR * VALOR P
LIBERTAD
5 5.2597 <o.01

En los resultados obtenidos de los dos grupos estudiados que se
aprecian en la Tabla 1 y I, se puede advertir, que el porcentaje de ra-
dioactividad incorporada por 100 mg. de peso seco de eritrocilos obte-
nidcs en el grupo de los ninos normales es mayor que el obtenido
en el grupo de los nifios en estado de hiponutricién. La diferencia en-
contrada es estad{sticamente significativa. Esta comprobacidén hace no-
tar cque en los eritrocitos oblenidos de nifios en estado de hiponuiricién
hay un factor limitante del mestabolismo de la glucosa 2-C'4.

Mediante la incubacién de eritrocitos de mamiferos alimentados con
dietla exenia de tiamina ha sido posible determinar una alteracion de
la reaccién de la transcetolasa (11). Cuando esto sucede, la pentosa
puede acumularse ,puesto que su conversidén estd impedida. En con-
secuencia, el carbono 1 de la pentosa (carbono 2 de la glucosa origi-
nal) puede no revertir a la hexosa fosfate y por ello no ser oxidado a
CQOs. El consumo de oxigeno varia en relacidn direcia con la cuantica
de la decarboxilacién de la glucosa (15, 19).

Estudios bien documentados muesiran que una deficiencia de tic-
mina, determina una aprzciable acumulacion de la pentosa, disminu-
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cién de la 7-sedoheptulosa y consecuentemente menor produccién de
C"'O. procedente de la oxidccion de la glucosa 2-C' (11, 12). Es por
esta razon que para evaluar variaciones en la produccidén de CHO, pro-
cedentes del carbono 2 de la molécula de glucosa original, se utilizd en
nuestras incubaciones como subsirato la glucosa 2-C'.

De acuerdo con Brin (11) y Wolfe (12) la causa de una disminu-
cidn de la reaccién de la transcetolasa y la subsecuente disminucién
de la hexosa reformada es una deficiencia del cofactor tiamina pirofosfa-
to. Esto se pone en evidencia en nuestro caso, por la disminucién de
la recuperacién de C''O. a partir dz la glucosa 2-C1t.

Para evaluar la especiticidad del rol de la tiamina en relacién con
este defecto metabdlico observado en los eritrocitos carentes de tiami-
na se han hecho experiencias “in vitro” (11) e "in vivo” (12). La adi-
cién “in vitro” de clorhidrato de liamina a eritrocitos humanos deficien-
tes de este elemento no modifica substancialmente la oxidacién del car-
bono 2 de la glucosa como si ocurre en los eritrocitos de ratas deficien-
les. Para explicar esto se ha postulado que la capacidad de los eritro-
citos humanos para la fosforilacién de la tiamina es limitada (13) y
podria deberse a una particularidad de la especie. Ademds y, aunque
el azul de metileno estimula la oxidacién de la glucosa, no estimula la
produccion de tiamina fosforilada e incluso se afirma que podria inhi-
bir esta conversién (13), hecho que posiblemente acontece cuando no
fe obtiene recuperacién "“ad integrum’ en los eritrocitos de ratas defi-
ciertes, al adicionarles tiamina “in vitro'.

El mayor rendimiento de CHQO. obtenido en las incubaciones prac-
ticadas con los eritrociios de nifios apareniemente normales indican,
pues, un adecuado funcionamiento del ciclo de la pentosa fosfato.

Como parte complementaria de este trabagjo y para fundamentacion
del mismo, se seleccionaron niflos que haobian acusado deficiente oxi-
dacién de la glucosa 2-C' para someterlos posteriormente a una dieta
supiementaria dz tiamina. No hay experiencias anteriores que den
una pauta sobre la duracién v las dosis méas adecuadas de un trata-
miento con tiamina con el objeto de obtener mayor recuperacién de
C"0,. Como se puede ver en la Tabla Il en el 100% de las incubacio-
nes de eritrocitos de nifios tratados con tiamina se obtuvo incremento
de la radioactividad incorporada al CO,, observandose en algunos ca-
sos cifras comparables ¢ las obtenidas en las incubaciones de eritroci-
tos de nifos normales. Este incremento ss estadisticamente significa-
tivo v demuesira evidentemente la accidn de la tiamina.
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CONCLUSIONES

Se ha estudiado la oxidacién de la glucosa 2-C'* a CHO, en eritro-

citos de ninos aparentemente normales y nifios en estado de hiponutri-

cidn.

Los resultados obtenidos nos permiten llegar a las siguientes

conclusiones:

1) El rendimiento de C"QO; en los eritrocitos de nifios en estado

de hiponutricidn es menor que el obtenido en los eritrocitos de nifios
aparentemente normales.

2) En los nifios en estado de hiponutricién un tratamiento con tia-

mina aumenta el rendimiento de C"QO..

10.
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