DIAGNOSTICO DE LAS DEFICIENCIAS DE TIAMINA

MAxiMo N. PALHua SANDOVAL

INTRODUCCION

En 1642, Jacobus Bonius, fue el primero qus describe un tipo de en-
fermedad carencial, que los nativos de Java la llamaban “beriberi”. -
Exislen razones para creer que la enfermedad fue descrita en el Ni-
ching (2,696 a. J. C.). Siendo de esta manera el beriberi el primer pa-
decimiento que se llamé enfermedad carencial.

El beriberi es un estade patoldgico complejo provocado primama-
mente por un déficit de tiamina, dentro generalmente de vn cuadro de
desrutricion generalizada. Es endémico en todo el mundo, pero se ob-
serva predominante en las regiones del Préximo y exiremo Oriente, don-
de el arroz descascarillado es el principal alimento. En olras regiones
aparece asociado con el consumo de cereales muy elaborados y no re-
forzados y otros alimentos hidrocarbenados, complicado con un eleva-
do consumo de alcohol, hipertiroidismo, embaraze y lactancia, fiebre o
dificultades de absorzién. Puede aparecer en cualquier raza y en fo-
dus las edades.

El beriberi es un sindrome clinico caracterizado por: neuritis multi-
ples, derrames serosos, lesiones cardiovasculares, edema, atrofia mus-
cular.

Los monifestaciones neuroldgicas son principaimente las de poli-
neuritis periférica ascendente y simétrica, a veces acompaiiada de po-
liencelalitis hemorrdgica aguda (Enfermedad de Wernike).

Las moanifestaciones cardiovasculares incluyen las siguientes: dis-
neqa, hipertrofia vy distensién cardiaca que progresa o insuficiencia car-
diaca congestiva.

Puede haber edema (beriberi hiimedo) que probablemente depen-
da en parte de la insuficiencia cardiaca congestiva y en parte de la
desnutricion proteica (albumina plasmdtica disminuida). La onorexia

Sumario de la tesis presentada para optar el grado de Bachiller en Me-
dicina en Noviembre de 1965.
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es manifestacidn temprana. Puede haber atonia gdstrica con disminu-
cién de la motilidad del estdmago y nduseas. En etapas avanzadas
hav fiebre y vémitos.

En 1898, Eijkman, produjo un estado andlogo en las gallinas ali-
mentadas con arroz descascarillado, el cual podia curarse o prevenir-
se ofadiendo la cascarilla de arroz que contiene tiamina, como se pu-
do determinar en 1926. Diez anos después, se descubre su estructura
quimica y se loaré sintetizarlo.

Desde el afio 1937, se han empleado diferentes métodos para la de-
terminacién de la tiamina, se han ensayado y se emplean los siguien-
tes métodos:

Método flucrimetro, el mds empleado, v se funda en que la tiami-
na se convierte por oxidacidén en tiocromo (1), pigmento amarillo que
presenta fluorescencia azulada bajo la luz uliravioleta.

Mélodo colorimetro, depende de la formacion de un pigmento rojo,
al reaccionar la tiamina con una amina aromdlica diazotada (p-ami-
noacetofenona) en un medio alcalino.

Método de fermentacién de levadura, permile descubrir tiamina en
pecueiias cantidades (depende de que aumente la fermentacién de al-
gunas levaduras), se mide por la aparicién de CO..

Método de desarrollo de microorganismo, dependen de que la tia-
mina estimule el crecimiento de algunas cepas de levadura en condi-
ciones estandarizadas.

Método indirecto, por determinacién de la acumulacién del &cido
pirivico en sangre, que ocurre en casos de deficiencias de tiamina.

Pruebas terapéuticas, es el procedimiento de ensayo biolédgico, se
subministra a ratas dieta sin tiamina hasta que presenten signos de po-
lineuritis aguda. Después a un grupo se le da una dosis estanderd de
tiumina que basta para anular los sintornas. A continuacién los ani-
males vuelven a la dieta sin tiamina hasta presentar de nuevo polineu-
rntis, es entonces cuando se les administra la sustancia problema. La
eficiencia terapéutica de esta ultima se compara con la dosis estandard
de tiomina.

Sin embargo, el diagnostico temprano de la deficiencia de tiami-
na no es totalmente satisfactorio por los métodos anteriormente sefia-
lados.

Un método mds sensible consiste en la medicidon del rendimiento
de C"0, cuando la glucosa 2-C'* es incubada con eritrocitos, desde
que en estas células el ciclo de dcido citrico es inoperante e incomple-
o (2, 12 y 13).
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El metabolismo de la glucosa a través de la via de la pentosa fos-
fate determina la formacién de CO., cuya aparicidn puede ser puesta
en evidencia cuando se utiliza glucosa marcada con C'*. En esta via
al C-1 es rdpidamente transtformado en CO.. El C2 puede aparecer
como CO, solamente si se opera la serie completa de las reacciones
en que el C-2 de la glucosa original se ha transformado en C-1 de la
glucosa-6-fosfato sintetizada (8).

Una de las reacciones de este cicle, la reaccién de la transcetolasa,
es catalizada por la tiamina pirofosiato por lo que la transformacion de
la glucosa 2-C'* en C' Q. requiere este cofactor.

En casos de deficiencia de tiamina no ocurre la resintesis de la
hexosa fosfato en la medida que ocurre en los erilrocitos normales vy
ello determina una menor recuperacion de C' O. a partir de la glu-
cosc 2-C.

MATERIAL Y METODOS

Obtencidn de la muestra de sangre

En nuestro estudio hemos utilizado sangre de dos grupos de perso-
nas: un grupo de veinte personas aparentemente normales, seleccio-
nados de los servicios de Cirugia del Hospital Dos de Mayo, unos pre-
viamente preparados para ser intervenidos quirurgicamente, otros ope-
rados de emergencia por procesos agudos y en algunos casos pacien-
ies para atencion traumatoldgica; de este grupo de veinte pacientes,
octo esiaban siendo preparados para ser operados de hernias de di-
versos tipos, fres para s=r amigdalactomizados, cinco hospitalizados pa-
ra ctencién traumatoldgica y cuatro operados de apendicitis aguda.

El segundo grupo también de veinte personas ha sido selecciona-
do del "Dispensaric Antiluberculoso Orbegoso”, todos ellos padecian
proceso tubzrculoso activo, en su mayoria procedente de barriadas.

Las edades fluctuaban entre los veinte y sesenta afios.

La seleccidon de los casos de desnutricion se hizo de acuerdo a va-
loraciones efectuadas en nuestro pais (10, 11).

Lo sangre se tomd de la vena antecubital recibiéndose en tubos de
centrifuga heparinizados, manteniéndose en refrigeracion o 4 C.

Preparacion de los Eritrocitos.

Para obtener los eritrocitos libres de plasma y de gldbulos rojos,
la songre heparinizada se centrifugd a 2,000 r.p.m. durante 10 minu-
los en centrifuga refrigerada Internacional P R - 2 « 4* C. El plasma
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sonrenadante y los leucocitos, fueron eliminados por medio de una pi-
peia Pasteur. Los eritrocitos fueron lavados por tres veces con solu-
cién de Ringer fosfato (21). Después de cada lavado se centrifugd a
2,000 r.p.m. durante 10 minutos. Luego de la tercera centrifugacién,
los hematies fueron suspendidos en cuatro volimenes de Ringer fosfato.

Procedimientos.

El estudio del metabolismo de la glucoma 2-C' en los eritrocitos
se realizé en frascos de Warburg con dos ramas laterales. En una de
elias se introdujo 0.3 ml. de solucidén de glucosa 2-C' (30 uM) conte-
niendo 73,620 zuentas por minuto y en la ofra 0.25 ml. de &cido sulfa-
rico 5 N. En el compartimiento principal se puso 1 ml. de hematies
suspendidos en Ringer fosfato, 0.5 ml. de una solucién de azul de me-
tileno al 0.4 por ciento. El volumen total se completd a 2 ml. con Rin-
ger fosfato. En la copa central, se puso 0.15 ml. de hidréxide de sodio
al 20 por ciento; luego se procedid a incubar durante dos horas a 38°
centigrados, utilizando aire como fase gaseosa. Al cabo de este pe-
riodo se detuvo la reaccidén mediante la adicién de H.SQ,, el cual ade-
mas desprende CO. disuelto en el medio liquido. Se continué la agi-
tacién durante media hora para la absorcidn total de CO. desprendido.

Retirados los frascos (tapados) se agregd 0.5 ml de CO;NA. al
veinie por ciento libre de COs a la copa central, para diluir el CHO;Na,
formado; luego el contenido y los lavados respectivos fueron transferi-
dos a un tubo de centrifuga tarado. Para transformarlo en carbonato
de bario se agregd 2 ml. de una solucién conteniendo Ba(OH)s y
BaCl, (14). El precipitado formado se separd por centrifugacién la-
vAndose tres veces con agua Jdestilada libre de CO. y dos veces con
airohol metilico, luego se secd en horno a 110 grados centigrados por
doce horas; se separd para ser transferido a planchetas y contar la ra-
dicactividad.

Métodos analiticos.

La glucosa radioactiva fue degradada a CHO. por el método de ia
combustién hiimeda de Van Slyke y Folch (3), para conocer las cuen-
tas por minuto de la glucosa puestia al frasco.

La radioactividad del C*O4Ba se determind en un detector con flu-
jo de gas vy las cuentas por minuto fueron corregidas a grosor cero me-
diante una curva de absorcidn prevarada en el Instituto de Biogquimica
v Nutricién. (15). Se calcularen las cuentas totales producidas y en
seqjuida se calculd el porcentaje que esta cantidod representa con re-
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locidn a las cuenias por minuto de la glucosa 2-C' presente en el fras-
co ae incubacidn v por 100 mg. de peso seco de eritrocito.

Reactivos especiales.

La glucosa 2-C'* fue obtenida de la Nuclear Instrumenios and Che-
mical Corporation de Chicago.

RESULTADOS

Tabla N¢ 1. Resuliados obtenidos en adultos aparentemente normales

Los valores que se indican expresan el porcentaje de cuentas por
minuto de glucosa 2-C'! inicialmente presente en el frasco de incuba-
cidn, que se ha incorporado al CHO. por 100 mgs. de pesc seco de eri-
trociios.

N¢ de Casos Edad Rendimiento de €70,
1 26 2.16
2 23 1.90
3 25 2.09
4 21 2.95
5 45 1.93
6 30 2.75
7 35 2.39
8 20 3.75
g9 60 1.88
10 36 1.34
11 36 1.45
12 43 1.79
13 48 1.55
14 32 2.18
15 4] 1.78
16 60 1.53
17 34 2.99
18 20 2.74
19 21 2.93
20 22 3.21
ANALISIS ESTADISTICO
N° de Media + Error Desv. Stand. + 00 ge Valores
Casos Standard Error Stand. de Variaciéon Extremos
Desv. Stand.

20 2.26 =+ 0.14921 0.667 = 0.1054 29.51 1.34 — 3.T75.'
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Tabla N° 2, Resultados obtenidos en adultos desnutridos

Los valores que se indican expresan el porceniaje de cuentas por
mimuto de la glucosa 2-C' inicialmente presente en el frasco de incu-
bacién, que sz ha incorporado al C''O. por 100 mgs. de peso seco de
eritrccitos.

N¢ de Casos Edad Rendimiento de C''0,
1 23 1.48
2 29 1.16
3 21 1.08
4 34 1.29
S 28 0.74
6 39 1.21
7 31 0.98
8 43 0.64
9 28 0.62

10 46 0.88
11 32 1.12
12 49 0.75
13 35 1.40
14 60 0.96
15 44 1.32
16 53 1.43
17 39 1.96
18 22 1.43
19 217 1.88
20 27 1.65

ANALISIS ESTADISTICO

Desv. Stand. +
Error Stand. de
Desv. Stand.

N¢ de Media = Error
Casos Standard

Coef, de Valores
Variaeion Extremos

20 1.198 + 0.1536 0.68675 = 0.1086 57.29 0.62 — 1.96
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Tabla N° 3

Oxidacién de la glucosa 2-CM en eritrocitos obtenidos de adulios
en estado de desnutriciéon antes y después de un tratamiento con tic-
ming.

Experimento I 1L IIL v v VI
Antes de tratamiento 0.74 0.96 1.12 1.21 1.08 0.88
Desrués de tratamiento 1.33 1.54 1.85 1.72 1.66 1.48

Se administra tiamina por via oral, a los casos seleccionados en
razén de 600 mg. diarios durante siete dias. Las cifras indican el por-
cenlaje de radioactividad inicialmente presente incorporada por 100
meq. de peso seco de eritrocitos.

ANALISIS ESTADISTICO

N¢ de Media = Error  Desv. Stand. + o0 g, Valores
Casos Standard Error Stand. de Variacion Extremos
Desv. Stand.
Antes del tratamiento
¢ 1.000 + 0.2143 0.35259 = 0.1519 52.59% 0.74 — 1.21
Después del tratamiento
6 1.597 + 0.385 0.84972 = 0.216 53.20 1.33 — 1.85

Tabla N9 4
Andlisis de la significaciéon estadistica de la comparacién de los
resultados obtenidos en el grupo de los eritrocitos de adultos en estado

de desnutricion y de adultos aparentemente normales.

Grado de libertad Valor t Valor P

38 6.242 < 0.001
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Andlisis de la significacidn estadistica de la comparacidn de los
eritrocifos obtenidos antes y después del tratamiento con liamina.

Grado de libertad Valor t Valor P

5 20.3839 < 0.001

En las Tablas I y 1l se presentan los resultados individuales de la
incorporacién de C'* de la glucosa al C'O, referidas en porcentaje de
las cuentas inicialmente presentes en el medio de incubacién y por 100
ma. de peso seco de erilrocitos. Se puede ver que el valor medic en
los adultos aparentemente normales es de 2.26 y en los adulics en es-
fado de desnuiricion de 1.199. Es decir que hay una menor incorpera-
cidon de la glucosa 2-C'*. Apreciando la tabla N° IV sz puede notor
aue el valor de P en la comparaciéon de los dos grupos es de < 0.001 y
por lo tanto la diferencia es estadisticamente significativa.

En el grupc de adultos en estado de dssnuiricidon que recibieron
ircramiento con tiaming, expresando en la tabla Ill, se aprecia que los
valores medios de los dos grupos, con antelacién y posterioridad al tra-
tamiento son de 1 y 1.5397 respectivamente. La diferencia se halla ana-
lizaca estadisticamenie en la tabla IV indica un valor de P < (0.001, di-
ferencia estadisticamenie significativa.

DISCUSION

Conocidas las alteraciones debidas « la deficiencia de tiamina, el
interés del diagndstico en su etapa pre-clinica es cada dia mdés cre-
ciente.

Diversos métodos han sido ensayados, pero ninguno es capaz de
un diagnéstico lemprano.

Como ya se ha senalado omieriormente, un método mdés sensible
consiste en la determinacién del CHO. formado cuando la glucosa
2-CH es incubado con eritrocitos. La adicién de azul de metileno (6)
al sistema de incubacidn, incrementa notablemente el consumo de oxi-
geno, que es muy bajo en estas células. Este colorante incrementa el
catcbolismo de la glucosa, desvidndolo de la via de Embden Mayerhof
hacia el ciclo de la pentosa fostato (13), porque el azul de metileno
actia como un aceptor de electrones del TPNH, cuya reoxidacién da
luzar a un incremento de la via de la pentosa fosfato (13-18).
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Incubando eritrocitos de mamiferos alimentados con dieta carente
de tiamina ha sido posible determinar una alteracidon de la reaccidn
de la transcetolasa (4). En este caso, la peniosa puede azumularse,
vorque estd bloqueada la resintesis de la hexosa fosfato. La causa
de la disminucién de la reaccién de la transcetolasa y la subsecuente
disminucién de la hexosa resintetizada es una deficiencia del cofactor
licmina pirofosfato (4-20).

Gocdhart (5), sefiala que los eritrocitos no nucleados poseen una
copacidad limitada para fosforilar la tiamina, en comparacién con los
nucleados, también se senala que esta fosforilacién (7-8) se altera en
los pacientes con cirrosis hepdtica, como pudo ser demosirado (7).
Recientemente se ha reportado una tardia recuperacién de las funcio-
nes enzimdticas de la tiamina en pacientes con Sindrome de Wernike
(15).

La capacidad de los eritrocilos humanos es limilada en cuanto «
su capacidad de fosforilar la tiamina, ésto 1al vez dependa directamen-
te dela diferencia de especies. Ademnds se ha demostrado que el azul
de metileno, aunque estimula la respiracién del eritrocito, no estimula
la produccién de tiamina pirofosfato y si puede inhibirla (13-18). He-
che que probablemente ocurre cuando no se logra una recuperacién
cornpleta en eritrocitos de ratas deficientes al administrarles tiamina.

La tiamina es un iactor necesario para el reciclo de la glucosa en
el "shunt” de las pentosas, siendo su forma activa el pirofosfato de tia-
mina que se encuenira dentro de la celula (22).

En experimentos usando eritrocitos, la perturbacion del metabolis-
mc intermediario en los estados de deficiencia de tiamina ha previsto
unc base para la evaluacién bioguimica de la deficiencia de tiamina
(16). La prueba es suficientemente sensible para revelar un defecto
biocuimico antes de que aparezcan signos clinicos y por lo tanto un es-
tado marginal de insuficiencia (16), sostenida por la observacién, de
que en la deficiencia de tiamina la actividad de la transcelolasa del
eritrectlo estd disminuida (20), la que produce disminucién del creci-
miento de las ratas jovenes y de peso en las adultas. La alteracion
bioquimica aparece con antelacién a los cambios somdticos evidantes.

En nuestro medio estudiando la oxidacién de la gluzosa 2-C' en
eritrecilos de nifos (18), se ha encontrado que el rendimiento de C'*O.
en eritrocilos de nifios en estado de hiponutricién es menor que el ob-
servado en eritrociios de nifos aparentemente normales.

En nifios en estado de hiponutricién un tratamiento con tiamina au-
menta el rendimiento de C'O..
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El mismo estudio se na hecho en gestanies (19) del primer y ter-
cer lrimestre, en comparacion con las no gestanies, no presentan dis-
minucién estadisticamente significativa. En las gestantes del segundo
trimestres se observé una disminucion esladisticamente significativa.
(Grupo de gestantes del Hospital Central del Empleado).

Otro grupo de gestantes (de la Maternidad de Lima), todas del
tercer trimestre, presentan disminucién en el rendimiento de radioac-
tivicad, en comparacion con las no gestantes.

Como se indica en la parle pertinente, nuestro estudio ha sido rea-
lizedo en dos grupos de personas, cuyos resultados aparecen en las
tablas I, II y III; como s= podrd apreciar, el porcentaje de radioactivi-
dad incorporada por 100 mars. de peso seco de eritrocito encontrado
en e} grupo de adultos aparentemente normales, es mayor que en el
obtenido en el grupo de adultcs en estado de desnutricidn, siendo la
diferencia encontrada estadisticamente significativa.

La mayor incorporacién del C' y por lo tanto el mayor rendimien-
io de CMO. obtenido en las incubaciones de eritrocitos de adultos apa-
reniemente normales, explicaria un adecuado {funcionamiento del ci-
cle de la pentosa fostato.

El menor rendimiento de CHQO. estaria en relacion con la disminu-
cién de la reaccidn de la transcetolasa vy la subsecuente disminucion de
la hexosa reformada, como rzflejo de la deficiencia del cofactor tiami-
na pirofostato.

Del grupo de sujetos en estado de desnutricién, fueron selecciona-
dos seis para ser sometidos a tratamiento con tiamina; habiéndoseies
administrado 600 mgs. diarios, durante sjete dias. Al término de este
pericdo se obtuvieron nuevas muesiras, para hacer las incubaciones
en las mismas condiciones que en los anteriores procedimientos; los re-
sultados muesiran un mayor porcentaje de cuentas por minuto de la
glucosa 2-C" incorporado al CHO. por 100 mgs. de peso seco de eri-
frocifo, en comparacion con las cuentas iniciales.

RESUMEN

Hemos investigado la oxidacién de la glucosa 2-C* a CHO, en eri-
trocitos de adultos aparentemente normales y en estados de desnutri-
cién. De los resultados obtenidos podemos llegar a las conclusiones
siguientes: 1. El rendimiento de C'*O. en los estados de desnutricién
es menor que el obienido en sujetos aparentemente normales. Esta
deficiencia es estadisticamente significativa.
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2. El tratamiento con tiamina incrementa la oxidacién de la glu-

cosa 2-CH0O. en los sujetos desnutridos, implicando que el menor ren-
dimiento de C"O. en éstos sz debe a la deficiencia de tiamina.
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