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EXTRACTO

Se determinaron las concentraciones de tripsina, qui-
motripsina y carboxipeptidasa-A en muestras de jugo
intestinal de pacientes desnutridos antes y después
de replecidn protéica, as{ como en pacientes controles
normalmente nutridos. Las concentraciones de qui-
motripsina y carboxipeptidasa-A se hallaron reducidas
en los pacientes al compararlas con los controles. Se
encontré una correlacion estrecha concentraciones
de tripsina y quimotripsina en las muestras tanto de
pacientes como de controles. La relacién tripsina/
quimotripsina fue menor en los controles que en los
pacientes durante la dieta basal. Se encontré una
correlacion negativa entre los niveles de albiimina,
proteina, colesterol séricos, hemoglobina y coeficien-
te de creatinina con la relacion tripsina/quimotripsina.
Finalmente, las concentraciones de tripsina y quimo-
tripsina en los controles fueron inferiores a las descri-
tas de controles en otros paises.

INTRODUCCION

Son pocos los estudios hechos en pacientes desnutridos
respecto a la capacidad secretora del pancreas exocrino
para producir enzxmas proteoliticas. En algunos de los
estudios publicados’® se emplearon sustratos no especi-
ficos, que no distinguian entre las diferentes enzimas pro-
teoliticas elaboradas por el pancreas. Sélo una investigacién
en nifios con desnutricién protéico-calérica en Africa del
Sur?®, empled sustratos especificos para 2 de las enzimas,
tripsina y quimotripsina.

En el presente trabajo se informan las concentraciones en el
jugo intestinal de las 3 enzimas proteoliticas pancreaticas,

tripsina, quimotripsina y carboxipeptidasa-A, empleando
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sustratos altamente especificos. Los pacientes eran adultos
desnutridos hospitalizados en la Unidad Metabélica del Hos-
pital Universitario del Valle (HUV), en quienes se llevaron
a cabo analisis de concentraciones enzimaticas en los jugos
intestinales antes y después de replecidén proteica, asi como
en los controles.

En el presente trabajo no se intenté obtener datos sobre
secrecidn total de enzimas, lo que hubiera implicado medi-
ciones dificiles y poco fidedignas de volumen ‘de secrecién
y concentraciones en ella de las enzimas.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes: Se investigaron 14 adultos con desnutricion pro-
teica primaria severa, como se ha definido en comunicacio-
nes anteriores™. Tras su hospitalizacién recibieron una
dieta basal con contenido de 20 g de proteina por 24 horas,
similar a la dieta habitual en su casa, por periodos que
oscilaron entre 2 y 4 semanas. Después de las observaciones
basales se les suministro una dieta de replecion protéica
(100 g de proteina por 24 horas). por periodos de 2-3
meses, hasta lograr una recuperacion nutricional compro-
bada. Las muestras de jugo intestinal se tomaron inicial-
mente, en el estado de desnutricién en que llegaban los
pacientes y luego al final del periodo de recuperacion
nutricional, cuando ésta se habia comprobado clinica y
biogquimicamente. El contenido de la dieta y los métodos
para las evaluaciones clinicas y bioquimicas se han descrito
en otras comunicaciones®’. El grupo control se constituyd
con 7 adultos bien nutridos. Tanto los 14 pacientes como los
7 controles procedian del area rural, siendo la mayoria
trabajadores del campo.

Métodos: Las muestras del jugo intestinal se aspiraron
per-oralmente tras un ayuno nocturno. La localizaciéon del
tubo que permitia la coleccion de jugo intestinal se verifico
radiolégicamente en cada caso. Se obtuvo la mayoria de
las muestras de las primeras asas yeyunales, pero unas
pocas procedian del duodeno. Se midié pH de todas las
muestras inmediatamente después de su obtencion y osalo
entre 5.5 y 7.2. Luego las muestras se almacenaron a - -20°C
hasta el momento del anilisis enzimatico, pero algunas se
estudiaron inmediatamente después de su colecci(’)n.

Las actividades enzimdticas se determinaron en un pH-Stat
(titulador automatico) de la Radiometer Corp, equipado
con microelectrodos, siguiendo el método descrito por
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Neuras y Schwerz®7. Los sustratos* y las enzimas cristalinasi
que se emplearon como estandares se adquirieron de la
. Sygma Chemical Corp. y de la Nutritional Biochemical
Corporation.

Se prepararon soluciones acuosas estandar de HPLA vy de
TAME*. Debido a la escasa solubilidad de ATEE* en agua,
las soluciones de¥weste sustrato se hicieron en metanol al
7.6 con una concentracién de ATEE igual a 0.015

Todas las soluciones fueron ajustadas a un pH en 7.5 y
mantenidas a una temperatura de 3°C, a la cual permane-

cieron estables. Para los 3 tipos de mediciones, el volumen:

de la mezcla de reaccion fue 3.0 ml; el pH de la reaccion
fue 7.5; la temperatura de 37°Cy se empled como titulador
el hidroxido de sodio NaOH 0.0234 M. Las condiciones
finales en las mezclas de reaccién fueron como sigue:
HPLA, 0.004 M; TAME, 0.01 My 0.01 M de cloruro de
calcio CaCl,; ATEE, 0.01 M y 0.01 M de CaCl; y 59
metanwl. Las actividades se calcularon empleando las tasas
iniciales (0-2 minutos). Para calcular las cantidades de
quimotripsina y tripsina en 1 ml de los jugos intestinales
se prepararon soluciones cristalinas patron de estas 2 enzi-
mas en HCl 0.005 normal y se construyeron curvas de
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Loz zimbgenos para estas 3 enzimas en los jugos intestinales
estudiados parecieron estar completamente activados. No
hubo ninguna evidencia durante las mediciones de muestras
llevadas a cabo en diferentes momentos y almacenadas a
temperatura ambiente, de que los zimogenos no hubieran
estado completamente activados. Debido a las diferencias
en la variancia, y al nimero de sujetos en la comparacion
de pacientes y controles, la parte estadistica ha sido expre-
sada como diferencia de promedios (959, limite de
confianza) segn Blitz®.

RESULTADOS

Se encontraron grandes variaciones en las concentraciones
de las 3 enzimas proteoliticas determinadas tanto en los
pacientes antes y después de replecién protéica, como en
los controles. Los promedios y rangos aparecen en el Cua-
dro 1. El analisis estadistico indica que las concentraciones
de quimotripsina y carboxipeptidasa-A fueron significativa-
mente mayores en los controles que en los pacientes cuando
estaban recibiendo una dieta basal.

Mas significante que la concentracién de enzimas es la rela-

Cuadro 1. Concentracién en ug/ml de Enzimas Pancreiticas en Jugos Intestinales de Pacientes y Controles
(Unidad Metabélica, HUV, Cali)

Tripsina
Promedio Rango N
D?-B 126 6-564 (14) 84
D-~R 88 11-260 (10) 153
Controles 171 15-625 (7) 249

a D- B=dietabasal, D - R = dieta de replecion

Promedio

Quimotripsina Carboxipeptidasa-A
Rango N Promedio Rango N
3-272 (14) 123 8-363 (14)
4652 (11) 181 30-387  (10)
72-613 (7 509 147-1600 (7)

Diferencia entre controles y dieta basal + 959, limite de confienza: para quimotripsina 165 % 131, carboxipeptidasa-A 386 * 325.

calibracién para tripsina y quimotripsina empleando las
condiciones de ensayo descritas arriba. Las soluciones de
carboxipeptidasa cristalina obtenidas en los Estados Unidos
fueron poco satisfactorias como modelo, pues se observo
que tenfan actividades bajas si se las comparaba con los
datos que aparecen en algunas publicaciones de la literatura.
Para determinar las concentraciones de carboxipeptidasa
en los jugos intestinales se emplearon los resultados publi-
cados por Whittaker et al.® para la enzima cristalina. Las
actividades especificas pudieron calcularse de estos datos
porque las condiciones de las mezclas de reaccion fueron
iguales a las que se describen en esta experiencia, as{ como
las concentraciones de carboxipeptidasa-A cuantificada en
las muestras aspiradas del intestino.

* Los sustratos empleados, con sus respectivas abreviaciones, fue-
ron los siguientes: Etil ester de la N-acetil-N-tirosina (ATEE),
para la alfaquimotripsina. Metil éster de p-tosil-L-arginina
(TAME), para la tripsina. Acido hipuril-D, L-fenilacetico (HPLA)
para la carboxipeptidasa-A.

cién hailada en las muestras individuales entre tripsina y
quimotripsina. Se observo una correlacién significativa entre
las concentraciones de estas 2 enzimas en ambos grupos de-
pacientes y de controles como se presenta en el Cuadro 2.
Sin embargo,. no se encontré esta correlacion para la carbo-
xipeptidasa-A respecto a tripsina y quimotripsina. Los pro-

Cuadro 2. Coeficiente de Correlacion entre Concentraciones
de Quimotripsina (Y) y Tripsina (X) en Jugos Intestinales
de Pacientes y Controles (Unidad Metabolica, HUV, Cali)

r Inclinacién 2 P
D-B .86 46 >0.01
D-R .67 1.58 >0.05
Control .87 .87 ) >0.01

a  Regresion linear
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Cuadro 3. Relacion de Concentraciones de Enzimas Pancreaticas en Jugos Intestinales de Pacientes y Controles
(Unidad Metabolica, HUV, Cali)

Tripsina/Quimotripsina

Promedio Rango
D-B 1.50 2 .63-2.38
D-R 1.06 .21-3.03
Control 0.69 .28-1.04

N

14
11
7

Tripsina/Quimotripsina-A

Promedio Rango N
1.21 .30-3.70 14
0.74 .07-8.13 11
0.51 .07-1.85 7

a Diferencia entre promedio * 95% limite de confianza para D-B y control (tripsina/quimotripsina) solamente .81 T b4

medios y rangos de las relaciones para los pacientes antes y
después, y para los controles aparecen en el Cuadro 3. La
relacion para el grupo control es menor que la de ambos
grupos de pacientes (antes y después de replecion) y es
significativamente diferente de la obtensiéon durante la dieta
basal para la relacion tripsina/quimotripsina.

Se llevaron a cabo en forma rutinaria 5 determinaciones de
laboratorio en el suero de estos pacientes, a saber, albimi-
nas, proteinas, colesterol, hemoglobina y coeficiente de
creatinina. Se conoce como coeficiente de creatinina el
nimero de miligramos de nitréogeno de creatinina (mas
creatina) excretado por kg de peso en 24 horas. Todas mos-
traron valores de correlacion negativos en respecto a la
relacion tripsina/quimotripsina.

Con excepcidn de los valores de hemoglobina, los valores “r”
fueron significantes (t menor de 0.05). Las Figuras 1 y 2
muestran la proporcién inversa entre la relaciéon enzimatica
y la albGmina sérica, y entre la relacién enzimatica y el
coeficiente de creatinina, respectivamente.

El Cuadro 4 ofrece algunos datos de la literatura compilados
de trabajos en sujetos controles, de paises no tropicales
que pueden compararse con los resultados del grupo de
controles colombianos. No se hallaron datos en la literatura
para comparar con los resultados en carboxipeptidasa-A
que aqui se informan.

DISCUSION

Las muestras de jugo intestinal que se examinaron en este
estudio erari muestras basales recolectadas tras una noche
de ayuno. No hay datos en la literatura sobre el analisis de
enzimas proteoliticas en eljugo intestinal enmuestras basales de
sujetos controles, porque la mayoria de estudios se han
efectuado tras estimulacién del pancreas con secretina o
pancreozimina, o ambas. La hormona secretina es una
potente estimuladora de la secrecion de agua y electrolitos,
y relativamente posee escaso efecto sobre la secrecién de
enzimas y proteinas, mientras que la pancreozimina afecta
directamente la produccién de las enzimas pancreaticas.
En otros estudios se han hecho analisis de los contenidos
intestinales tras comida de prueba de composicion variable.
Los datos recopilados en el Cuadro 4 indican que en Colom-
bia la concentracién promedio de tripsina y quimotripsina
en los jugos intestinales de controles estd por debajo de los
valores para las mismas concentraciones en paises no tropi-
cales.

Golderbg y Wormsleylo en Inglaterra, hallaron que la rela-
cién de las concentraciones de tripsina y quimotripsina en
los aspirados duodenales era independiente del tipo de esti-
mulo o de las caracteristicas del pancreas. También encon-
traron una buena correlacién entre las concentraciones de
tripsina y quimotripsina e informaron relaciones de 1.5 a
3.0 en sujetos con pancreas normales estimulados por in-

Cuadro 4. Datos de la Literatura para Concentraciones de Tripsina y Quimotripsina ( ug/ml) en Jugos
Intestinales de Adultos Controles

Tripsina
Localizacion Estimulo Promedio Rango
Yeyuno Ninguno 171 {15-625)
Conducto pancrea-
tico Ninguno 245 (234-257)
Duodeno Ninguno 391 (289-492)
Duodeno y yeyuno Comida prueba 310 (161-612)
Yeyuno proximal  Comida prueba 318 (120-670)
Duodeno Secretina 725 (304-1565)

Quimotripsina

Promedio Rango Referencias
249 (72-613)

= - (11)

674 (648-699) (12)

_ - (13)

490 (225-840) (14)

373 (130-1043) (10)

a Demasiado bajo para 20-45(2) debido a inhibidores pancreaticos, segtin los autores.
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ALBUMINA SERICA

Figura 1. Correlacién entre la relaciéon tripsina-quimotripsina con
los niveles de albOmina sérica, calculada por minimos cuadrados.
(Datos de pacientes y controles).

fusiones endovenosas de secretina sola, o de secretina mas
pancreozimina. En el presente estudio también se hallé una
buena correlacion entre las concentraciones de este par de
enzimas; sin embargo la relacion promedio para los contro-
les fue menor que 1 y para los pacientes, de 1.0 a 1.5
Cuadro 3. Una revisiébn de la literatura, y un analisis de
los datos de otros investigadores“' muestran que la rela-
ciébn tripsina/quimotripsina esta por debajo de 1.5, y en
muchos casos por debajo de 1.0, en sujetos controles.

Tandon et al.? hicieron un estudio en adultos con desnutri-
ciébn protéico-calérica donde se empled caseina como sus-
trato para determinar la actividad proteolitica de los jugos
duodenales. Hallaron una actividad proteolitica total redu-
cida en los pacientes al compararlos con controles y con
pacientes tras la recuperacion con una dieta alta en proteina
por 12-14 semanas. La diferencia se encontré tanto en las
muestras basales como en las muestras recolectadas después
de administrar secretina y pancreozimina.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo parecen
guardar relacién con los estudios de Barbezant y Hanzen

en nifios con desnutricién proteico-calorica en Africa del
Sur, se analizaron muestras tanto basales como tras esti-
mulacién en pacientes con marasmo, en pacientes con
Kwashiorkor, v en controles normales. Se hallé que tanto
la tripsina como la quimotripsina estaban reducidas cuando
se compararon los valores de los pacientes con las de los
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controles o con los valores en los mismos pacientes después
de recuperacién nutricional. La enzima menos afectada por
la desnutricidn proteico-calorica fue la tripsina, mientras que
la quimotripsina mostré grandes variaciones y en algunos
pacientes su concentracion fue tan baja que no se pudo
medir. La relacion tripsina/quimotripsina en los pacientes
oscila entre 3.0 y 7.0 mientras que en los controles y en
los pacientes recuperados las relaciones en todos los casos,
con una excepcion, fueron menores que 1.0. Los resultados
en el estudio presente parecen mostrar la misma tendencia
que los de Barbezant y Hanzen”. De las 2 enzimas tripsina
y quimotripsina, la Gltima parece alterarse en un grado
mayor por los estados de desnutricién, como reflejan las
relaciones estudiadas (Cuadro 1 y Figuras 1 y 2). La
determinacién de carboxipeptidasa-A sugiere que esta enzi-
ma sufre ain mayores cambios que la quimotripsina en la
desnutricién proteica severa.

SUMMARY

Trypsin, chymotrypsin and carboxypeptidase-A were
determined in intestinal aspirates of severely protein
malnourished patients before and after protein repletion,
as well as in control patients. The concentrations of
chymotrypsin and carboxypeptidase-A were reduced in
the patients as compared to controls. Both in patients and
in controls there was a high correlation between trypsin
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COEFICIENTE DE CREATININA

Figura 2. Correlacion entre la relacién tripsina-quimotripsina y el
coeficiente de creatinina, calculada por minimos cuadrados. (Datos

de pacientes y controles)

and chymotrypsin. The ratio trypsin/chymotrypsin was
less in the controls as compared to patients in the malnou-
rished state. Serum albumin, serum protein, serum cholester-
ol, serum hemoglobin as well as the creatinine coefficient
all had a negative correlation coefficient with respect to
the trypsin/chymotrypsin ratio. Concentrations of trypsin
and chymotrypsin in the controls were less than those
reported from other countries.
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