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INTRODUCCION



La mortalidad en la desnutricion crénica de origen dictético en
el nifio, continta siendo extraordinarinmente clevada. En 733 casos
estudiados en ¢l Servicie de Mutricion del Hospital Infantil de
México, ia mortalidad slobal fue de 357, ocurriende el mayor ni-
mero de muertes durante s 48 horas después de la admision (1),
Ia causa mas frecuente de ostas defunciones lo fueron trastornes
electroliticos relascionados con un proceso diarréico o en muchos
casos, simplemente con avuno projongado.

Es sabido desde hace mucho que ol nifio es sumamente propenso
a entrar en celosis bajo la influencin de una serie de condiclones,
entre las cuales una de las mas importantes es e} ayuno.  Se ha ob-
servado, por otra parte que ¢l nifo con desnutricion grave cronica,
entra en acidosis con gran facilidad

Tedricamente esta acidosis retabilica puede estar determinada
tanto por pérdida de base fija, como por incremento de la produc-
cién de coto-dcidos. Debe tenerse en cuenta que durante la desnu-
tricién, existe disminucion (2) de tolcrancia a los carbohidratos,
conocida como diabetes de Hofmeister, este mismo hecho podria

estar en relacion con una produccion aumentada de cuerpos ceto-
nicos.

En virtud de las extensas anomalias encontradas en la compo-
sicién hidroeléctrica en los liquidos del nifio desnutrido (3, 4) y de
las peculiaridades de la tolerancia a la glucosa en los mismos 2),



se emprendié ¢l estudio del metabolismo de los cuerpos cetonicos y
acidos orghnicos. en oste mismo material ciinico.

El presente trabajo se vefiere 8 Ja determinacion sxiiada ce
ceto-acidos, en la sangre de nifios con desnutricion grave.




MATERIAL Y METODOS



El presente trabajo. se

realizé en 30 nifios con desnutricién de
Tercer Grado.

En el cundre sigy

fente s presenta 1 distribucién por edades y
SOXOS, ‘

CUADRO No. 1

B P

Fdades Hombres Mujeres
1 a 2 anos 12 8
2a 3 anns +4 0
3 a4 anos 2 1
4 a3 apos 0 2
T a8 anos 0 1

Las detcrminaciones se b

icieron en sangro venosa, tomada ge-
neralmente de i

4 yugular, previa asepsia de la piel, procurando
hacer Ia extraceion con un minimum de estasis y empleando jeringa
seca y fria, con el objeto de no alterar las cifras de los resultados;
las dosificaciones se hicicron al ingreso del nifio a la Sala, repitién-
dose aproximadamente a los 15, 30, 43 y 60 dias de internado.
FUNDAMENTO DEL METODO.-—

De muchos métodos usados para la determinacion de ceto-acidos
¢l mds sensible ¢s el que esté basado en la reaccion de estos dcidos
con las nitrofenilhidrazinas,  Fstos indétodos ne son propiamente
especificos para el icido pirdvice, sino mas bien para el grupo de
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ceto-acidos en gencral. Sin emDargo, WhE nraondimientos pue-

den ser modificados para la identificacion y determinacion de ceto-
acidos individuales.

i.0s principios fundamentales de estos métodos fueron descri-
tos por primera vez en 1913 por Dakin ¥ Dudley (3). Estos autores
notaron que ¢ acido -'1«nitm{a-nilt'xidra;'.innprop'u'mico y los piruvatos
de 4-nitrofenithidrazonas. ol acido glioxilico ¥ ¢l fenilgliexilico po-
dian ser separados de otras hidrazonas, mediante el tratamiento
de solucion de carbonato de sodin al 107, © aprovechando sus dife-
rcntes sclubilidades en aleohol.  Si las sales de hidrazonas, existen
en suficiente cantidad, pucden ser reprecipitadas por acidificacion
de la solucion alcalina.

Dakin y Dudley posteriormente notaron que ‘simples trazas”
de las hidrazonas de glioxal, metilglioxal, ¥ fenilglioxal en solucion
do hidroxido de sodio. dan coloracion azul o plrpura, cual después
de algin tiempo puecde pasar it rojo o caf¢ por otra parte todas
las hidrazonas acidas, incluyendo el acido fepilgiioxilico, dan und
intensa coloracion roja con solucion de hidroxido de sodio. Estos
principios fueron apticados por Neuberg (6), Barrouscheen vy Dregus
(7)., Case (3), Peters ¥ Thompson (%43, pPi-Super v Farran {10},
Lu (11), Larssen ¥ Litjedahl (12}, ¥ Bueding v Wortls (13}.

Lu (11 aplico el procedimiznte pard 11 detsrminacion de
acido piravico en muestras de sangre: v en colaboracion con Bueding
y Wortis (13) y otros (14, 15), muodifico los metodos anteriores.
La modificacion consiste en poner el filtrndo de acido tricloroace-
tico (7) a reaccionar 10 minutos con un my. de 9.1 dinitrofenil-
hidrazina. después de 1o cual se hactn variis extracciones ¥ re-
extracciones con acetato de eotilo v carbonato de sodio. Aungue
el método de Lu representa un gran avance en la téenica, las T ex-
tracciones reguieren mucho tiempo y cuidado del analista patd
evitar pérdidas de las soluciones. $e ha encontrado que una ex
traccion de las hidrazonas (16) con acetato de otilo, y una reexs
traccion con carbonato de sodio son suficientes para que 1a mezcla
rcaccione. Al agregar esta simplificacion al px‘oced'\miento se fa-
vorecen las extracciones de las diferentes hidrazonas. Por ejem-
plo 8 ml. de acetato de etilo que son mezclados con 4 ml. de la
mezela reaccionante extraen: 81+ de hidrazonas de acido pird-
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vico. 79¢; de hidrazona de acido cetoglutarico, y 897 de hidra-
sona de acido oxalacético. Si la extraccion se hace nada mas con
carbonato de sodio al 1097, las hidrazonas de los glioxales y alde-
hidos se obticnen solo en pequehas cantidades, en tanto que las
hidrazonas de los ceto-acidos se extraen casi cuantitativamente.

La 2-4 dinitrofenithidrazina se prefiere a las otras fenilhidra-
zinas porque reaccionan mas rapidamente con los ceto-dcidos, en
solucién e e«tahle, y es muy usada para la determinacion de hi-
drazonas totales, como tambiés para ceto-acidos totales.

La colsracion roja de las 241 dinitrofenilhidrazinas en dlcali
fuerte, se debe prebablemente a o sustitucién de uno de los nitro-
arupos en posicion para del anillo del benceno.

TECNICA.--
Desproteinizacion.—A 1 ml. de la muestra de sangre agregar 3

ml. de acido tricloroacetico al 107, ag

itar vy filtrar a través de
papel filtro Whatman Na. 30

De este filtrado fomar 3 mb ¥ pasarios a tubos de ensayes ce
17 em. x 2 em.: agregar 1 ml de 2-4 dinitrofenithidrazina y dejar
reacclonar lns substancias, 3 minutos a o5¢ (: despuds de lo cual,
se le anaden 8 ml de acetato de otilo, v mezclar por medio de una
corriente de aire, que se hace pasar por ¢l liquido con el aparato
que se describe despues, durante dos minutos. Dejar separar las
capns, extraer la capa acuosa inferior con una pipeta capilar, dese-
charla.  Sobre la capa amarilla de acetato de etilo que queda, agre
gar 6 ml. de carbonato de sodio al 10%. ¥ mezelar haciendo pasar
de nuevo la corriente de aire durante dos minutos. Dejar separar
Jas capas y esta vez extracr la capa superior de acetato de etilo,
y desecharia; tomar 5 ml. de la capa acuosa extraida con el car-
honato y pasar a celdillas de fotocolorimetro; agregar a esta por-
cion 5 mi. dr hidroxido de sodio aproximadamente 1.5 N, dejar re-
accionar ias substancias 10 minutos para completo desarrollo de
color.

Leer en espectrofot('mmtro de Coleman Jr., a 520 mg:... o
La misma técnlca se siguié con los standards de acido piru-
vico que se morntaron para cada serie de muestras.
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CURVA DE CALIBRACION.—

Los autores del método (16) recomicndan algan piruvate o
dcido piravico recientemente destilado para las curvas de calibra-
cidn.

En este caso se montaron varias curvas de calibracidon con di-
luciones de acido pirivico destilado, las diluciones se hicieron de la
siguiente manera: e pesaron 600 mg. de acido piravico destilado,
se disolvieron en 100 ml. de agua destilada, de esa solucidn patron
se tomaron cantidadcs crecientes como lo muestra ln Tabla No. 1
usando la misma solucion patron y concentraciones similares a las
de la tabla, se hicieron las diferentes curvas.

TABILLA No. L,

Concentraciones de Acido Pirtvico.

Tubos ml. desolpa- ml deaguar  pirivico conc. reai*de  D.O.*

tron pirdvico €N Ing. piruvico promedio
1 0.G00 1.60 0.0 0.0C0O 0.600
P .06 (U8} 0375 OART 0.0868
3 0.125 (0.87 0.7H 0.375 0.1691
4 0.250 .75 1.50 0.75 0.3505
5 0.330 0.67 2.00 100 0.447
6 0.50 0,50 3.00 1.50 (1.748
T 0.58 0.41 3.50 1.75 ).882
8 0.66 0.34 4.00 2.00 0.974
9 0.75 0.25 4.50 2.25 1.034
10 0.83 0.17 3.00 2.50 1.290
11 1.00 0.00 6.00 3.00 1.412

*Conc. real de pirivico, significa que en el método se tomo esa con

centracion. puesto que sc toma la mitad del volumen de las dilu-
ciones.

*D. O.. es igual al promedio de las Densidades Opticas.
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Se observd que habia variaciones considerables entre las dife-
rentes curvas. (Grifica No. 1), por lo que se optd por montar stan-
dards pera cada determinacion. Las diluciones que s» usaron para
tstas standards fueron las de los tubos 1, que se empled como testi-
w0, ¢l 2 con una concentracion de 0.1875 mg. d» acido pirfvico, y el
S.con 1 omy

Sin embaryo, se tuvieron muchas dificultades. pues los piruvatos
v ol deido pinivico son muy dificiles de conseguir, y solo se obtuvo
un dcido al 10 de conecentracidon, que se tomo como standard.

REACEIVOS. ..
L. Anticoagulante.

Pesar 168 myu. de acido citrico monohidratado, disolver en 0.5
ml de agua destilada v agregar hidroxido de sodio al 40¢¢ gota a
gota hasta aleanzar un pH de 3 la mitad del volumen de este buffer

se agrega a cada frasco. evaporandolo a sequedad. poniendo los fras- -

Ny

cos sobrs In estufa a 807 . Aorezar al risiduo 21 mg. de floruro
de sodio v 20 mz de bromuro de cetil trimetil amonio,

Fste anticonsulante fue ideado por Long (18). evita pérdidas
de acido lactico v piravico, v que con la combinacion do las subs-
Lanems antes mencionadas, se obtiene un cambio de pl en la sangre
por inhibicion enzimitica ¥ la hemolisis de la misma, lo que permi-
te su estabilidad por mucho tiempo.

11.-Solucion para desproteinizar.
a).—-Solucion al 107 de acido tricloroacético.
1 — Soluciones de extraccion o solventes,
a)..—Acetato de eotilo anhidro.
h)..-Solucion al 107¢ de carbonato de sodio. o
¢).——Solucion de hidroxido de =odio aproximadamenie 1.5 N.
d) .. -Solucion al 0.1 de 24 dinitrofenilhidrazina.
1V.—Solucidn Standard de ceto-acidos.

El acido piravico recientements preparado se usa como star}-
dand, se prepara  segan Wendell (19) destilandelo en aparato de vi-
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drio. a presion de 10 mm. de Hg. y a temperatura de 57.9¢ C., utili-
zandose In porcion que destiln entre 55 y 607 C.

APARATOS. ...

Fl aparato empleado (20), consiste en un tubo de vidrio con
un didmetro interno de 1 cme al que por un extremo se le conecta
una bomba de vacio. Fl tubo en posicion horizontal tiene 10 ramas
vertieales a las que se les conecta por medio de tubos de hule, 10
pipetas volumdétrieas de 5 ml: en esta forma el aparato permite la
avreaciin simultanen a 10 tubos de ensaye; éste aparato presenta la
ventaja de que in operacién puede cer hecha por una sola persona
en corto Gompo, evitando add variaclones en los resultados.

RESULTADOS —

Las lecturas obtenidas en o] espectyofotometro, se convierten
a Densidad Optiea (1Y O como los problemas fueron hechos por
duplicado s sy promedio de las Densidades Opticas individuales:

DO ded problema x concentracion del Standard.
Resultados

PO, del Standard.

En vista de b coneentracion de tos standards, v oen virtud de
que los resultados de Jos problemas son referidos a ¢éstos, para no
cometer un error se prefirio plentear los resultados en térninos c}e
valores norcentuales en hisar de en miligramos por ciento de pirt-
vico,  Maxime que of propasito de este trabajo consiste en congeer
el fendmeno en si, es decir, las variaciones de las conccntraciones‘iie
ceto-geidos durante las diversas etapas por lag que atraviesa el nino
desnutrido encamado en el Hospital,
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RESULTADOS



Es asi como para los {ines del presente trabajo, sc han expre
sado los resultados obtenidos en rihos desnutridos como proporeién
de los datos recogidos en un grupo de nifios normales. Al promedio
obtenido en este nimero de nifios normales, se le asigné arbitraria-
mente el valor de cien. a los resultados obtenidos en cada una de
las determinaciones de nifos desnutridos, la proporcidn correspon-
dicnte.  Este tipo de cdlculos se realizd en cada uno de los casus
individuales.  Los valores promedios asi como los valores extremos
obtenidos en los distintos grupos, se seialan en la Tabla No. 1; en
la Grafica No. 1, se represcnta la distyibucion de los valores indi-
viduales,

TABLA No. 1.

Grupo Promedio Valores extremos
Normal 100¢¢ 0 0 — — e ——
Del ingreso a los 15 dias 126.5 30.9% — 254.3%
De los 15 a los 30 dias 84.8 3349 — 165.6%
De los 30 a los 45 dias 73.2 28.9¢¢ — 133.9%
De los 45 a los 60 dias 87.2 39.7¢¢ — 1614%

Es perfectamente obvio que con la gran dispersion encontrada,
los promedios obtenidos no son representativos. No obstante se
presentan porque proporcionan una idea general acerca de la evo-
lucion de los niveles de ceto-acidos en las diferentes etapas de la
recuperacion de nifos desnutridos.
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Dentro de cstos resultados han podido identificarse varios ti-
pos de curvas, que estan seiialadas en las grificas No. 2, 3, 4, 5, y
6. Estos tipos de curvas se describen tomando en cuenta el hecho
de que el niimero de determinaciones fué progresivamente menor

a medida que se ausentaron del Hospital. Existe por lo tanto la

posibilidad de que 1a evolucion ulterior de algunos nifios hubiera

obligado a incliirlos en un grupo distinto, de aquél en que aqui se
presentan. Con esta saivedad, la grafica No. 2, incluye 12 nifios
que presentan valores altos en la primera quincena, que fucron des-
cendiendo  propresivamente en las siguientes determinaciones. La
srdfica No. 3, presenta 6 nifos, de los cuales 3 tuvieron un ligero
ascenso on da segunda, para tener luego un franco descenso en la
tereera v cuarta quincenas; los otros 3, presentan un ligero dss-
censo en fa segunda determinacion, v en la tercera un franco des-
censo al lgual que Jos anteriores,  Fn la grafica No, 4, observamos
2 easos que tuvieron un rapido descenso en lo segunda quincena,
pronuaciado ascenso en 1a tercera v finalmente franco descenso en
la cuarta determinacion.  La grafica No. 5, incluye un grupo de
3 nifos, con tondencia a descender en la seeunda determinacion,

-
v &
. L

guiendo un descenso mis ligero en la tercera v luego un suave
censo en la cuarts, La grafica No. 6 se subdivide en grupo A y
grupo B; en o grupo A se presentan 4 casos que exceptuando uno,
muestran un pequeno descenso en la segunda quincena, en la ter-
cera todos, sufren un pronunciade descenso y ¢n la cuarta rapido
ascenso.  Fn el grupo B ose incluyen 4 casos, 3 de ellos presentan
un ligero descenso en la segunda determinacion, y franco ascenso
en la tercera y cuarta determinacienes.  El cuarto caso tiene un
valor pequeno en la primera dcterminacion, pero en la segunda y
tercera determinaciones, va en ascenso progres.vo.

Un grupo especial debe ser hecho con cinco ninos que falle-
cleron, tres de ellos, después de la primera y dos después de-la se.r
gunda  determinaciones de ceto-acidos, y que manifestaron 1os si-
guientes valores:
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TABLA No. 2
CASOS 1a. DETERMINACION 2a. DETERMINACION
1 254.3 ——
2 2177 165.6.
3 1751 ———
1 148.6 —— —
5 140.2 65.1.

Ademas. co determinaron dos casos de coma diabético, y un

caso probable de beri-beri; en la Tabla No. 3 se dan los valores de
este grupo

TABLA No. 3.

CASOSB in. DETERMINACION  2a. DETERMINACION
c.D.* 196.3 —
PreC.D.* 80.6 165.3.

B-b* 2347 309.3.

« C.D  COMA DIABETICO.
* Pre C. D, - PRE COMA DIABETICO.
Bb - BERI-BERL

L
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Los resultados presentados muestran que el nifio cronica y
gravemente desnutrido a su ingreso al Hospital, presenta concen-
traciones e cete-cidos, considerablemente mayores que los obte-
nidos en ninos aparentemente normales.  Esta tendencia se acentaa
considerablenmente en nifios proximos a morir.,

Aunque en vista de In forma de presentacion de los datos, no
es posible caleular =u cquivalencin idnica, parece obvio que un
actunulo de acidos orgdnicos. como se observd en muchos de los
nifos, debe de haber jugado un papel de cierta importancia en la
ponesis e acidosis metabodlica, mediante desplazamiento d2 bicar-
bonato, por una parte v, por requeris bases fijas para su excrecion
renal, por ofri,

Mo se estd en condiciones, en este momento de comprender Ta
significacion fisiologica de esta cetoacidemia inicial del nifio des-
nutrido, v tampoeo la de los diferentes tipos de curvas obtenidos
en el material de estudio. Desde luego hubiera podido tenerse
una ides mas clava de las interrelaciones metabdlicas invclucradas,
si s¢ hubiera hecho determinacion simultinea de niveles de acido
lictico v el caleulo de una relacion lactato-piruvato, ¥ si se hu-
biern examinado el mismo fenomeno después de la ingestion de
glucosa.,

Sin embargo, los datos obtenides ¢n este trabajo, sugieren que
en ciertas fases de la historia natural de la desnutriciéon cronica
infantil. existen dificultades en la oxidacion normal de 4cido pirud-
vico por via del ciclo tri arboxilico de Krebs. Es de recomendarse
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que se haga la determinacion de ceto-icidos siempre que quiera
tenerse una idea precisa de todas las modalidades del equilibrio
acido bisico ¢n un  caso dado, ospecla!monto on individuos des

nutridos.

]




1

RESUMEN




En ol estudio seriado de los niveles de ceto-dcidos en la sangre
de 30 ninos con desnutricion grave, se observd que el 934+ de los
casos presentaron valows altos en la primera determinacién; des-
cendiendo los niveles posteriormente, en el 667¢ de los casos defi-
nitlvamente.  En los restantes, se presentd ascenso en determina-
clones =subsecuentes sin oxplicarse de momento esta anomalia.

Asi mismo se obseivd, que los nifios que fallecieron después de
In primera o sepunda determinaciones, fueron los gue presentaron
valores mas altos, de 150 a 2537+, en algunos casos sobrepasaron
los niveles obtenidos ¢n pre-coma diabético, 160 a 200%. Un caso
de probable Beri-beri, presentd leos valores maximos, 235 a 310%s.
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