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ISTRODUCCION 

y 

ANTECEDENTES 



ll'l'RODUCCIOI 

L.a deanutrici6n se ha convertido en uno de los principales 

problemas de salud en nuestro pa{s , De tal manera que no existen 

datos exactos de ln prevalencia de desnutrición en México Existen, 

eso sí, estimaciones o aproximaciones del porcentaje de habitantes 

que sufren algún grado d~ desnutrición, aef por ejemplo 1 algunos 

autores <1 1 119> menclonan que ent.re el 15 y el 30 % de la poblaci6n 

san deGnutridos , lo que, en definitiva, no le resta importancia 

como un problema serio de salud en nuestro país. En algo sí se esta 

de a.cuerdo : la poblaci6n mas afectada son los niños 

La mala alimentaci6n puede traer· graves consecuencias a cualquier 

edad 1 pera ee:.t&a se acer1tt1an inás en el niño pequeño 1 en la madre 

duraritc el eJnbarazo y durante la lactancia. De estas 1 la causa más 

ir·ec.ue:nte de desnutr1c16h ee 1n1c1a generalmente en el embarazo por 

lo que se cor1den& al riií"ao a nacer deemutrido y a formar parte del 

e.in r1úmero de caeoe. presentes en los hospitales. Por otro lado, la 

al1mentac16n deficiente de la madre y del padre, conlleva a que el 

niño r10 tenRa las oportunidades de una buena alimentac16n y, por lo 

tanto,tendrá un rendimiento pobre en la escuela y una actitud pasiva 

en todas sus actividades. 

Las características máa importantes de una mala aliDentación 

comprenden aspectos que van deade una alta mortalidad en el seno 

materno, producc16n de l~che materna de baja calidad, un elevado 

índice de niños prematuros con bajo peso al nacer, retardo en el 

crecimiento. eubdesarrollo locomotor 1 intelectual y de lenguaje, 

inauticiente aprovechamiento escolar y retraso en el desarrollo de 

loa carácteres sexuales secundarios. 



Para tener una buena nutrici6n se requiere que la dieta este 

conGtituida por proteinas lípidoe hidratos de carbono 

vitaminas (22) y nutrimentos inorgánicos. LaG proteinae actúan como 

elementos de construcción y reparación de defensa contra 

diferentes agentes pat6genos y sus productos y, junto con las 

coenzimaa (por ejemplo, algunas vitaminas>, ~arman moleculas cuya 

función catalítica es necesaria para todo el metaboliS1t10 celular 

l&a enzimas. La desnutrición tiene efectos muy importantes sobre la 

mayoría de las funciones celulares y, en consecuencia, de todos los 

tejidos, por lo que las enzimas son las moleculas que se adaptan a 

estos cambios modificando alguna de aue características principales 

tales como sitios activos , Km 1 velocidad máxima 1 conformac16n. 

ccnfiguraci6n etc. para mantener las funciones celulares . 

El objetiva del presente trabajo, es determinar si la actividad de 

algunas enzimas glucol!ticas como la hexocinasa la 

fos~otructocinasa y la piruvatocinasa en los leucocitos 

polimorfonucleares de niños desnutridos en recuperaci6n nutricia 

pueden ser utilizados como indicadores bioquímicos del estado de 

nutr·ici6n o bien como indicadores de deanutrici6n marginal, antes 

que aparezcan loe síntomas, 

Se ha escogido 1 a loa leucocitos polimorfonucleares, como el 

modelo de este trabajo ya que, son faciles de extraer, tienen un 

metabolismo completo, que puede reflejar el de otras celulas, y au 

obtención no le ocasiona mucho daño al paciente. 

Lae enzi~aa mencionadas, catalizan pasos irreversibles en la 

glucoliaia 1 lo que sugiere • puntos eetrategicos de control que 

reaponden a cambios drásticos en el medio ambiente 1 como lo es la 
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falta de sustratos, típicos en estados de deanutrici6n o de 

deficiencia alimentaria , De ser as< 1 estos valorea podrían ser 

utilizados como un arma de diagn6stico i~portant!sima en la 

valorac16n de pacientes desnutridos o bien en el seguimiento de los 

pacientes cuando ee eatan recuperando de un estado de deficiencia 

extrema, como la desnutrición. 



ADAPTACIClll' 

La adaptabilidad es una característica bastea de los seres 

vivos. · La habilidad para ajustarse a cambios dr6eticos en el medio 

ambiente externo es tal que previene cambios drásticos en el medio 

interno, en la sangre y en loe fluidos corporales esenciales. no 

solo para el funcionamiento eficiente de loe organismos vivos sino 

tambien para su supervivencia (53, 111,112>. 

La falla de estos mecanismos que permiten ajustarse a los 

cambios en el medio ambiente, llevan al deterioro del organismo al 

aumentar el deterioro, disminuye la capacidad de responder a un 

cambio, lo que depende tambien de la severidad de dicho cambio para 

una respuesta en particular. 

La fuente del alimento es un componente del medio externo que 

puede variar grandemente. Los cambios en esta fuente: cantidad del 

alimento 1 cantidad de nutrimentos individuales en el alimento o 

el patr6n de ingesti6n del alinento disponible , todos, requi~ren 

de ajustes en la actividad metabólica de un organismo. 

Batos ajustes pueden ser de dos tipos: el primero incluye un 

cambio en la velocidad de una reacción sin alterar la maquinaria 

metabólica existente, En el segundo, se incluyen aqu~llos ajustes en 

los que ocurren CBlDbios en la concentraci6n de las noleculas que 

constituyen la maquinaria metab6lica de la cé1ula. Ambos tipos de 

ajustes son facetas de la regulación metab6lica (66). 

La velocidad de'catabol1smo de un compuesto (aJ1inoácidos 1 ácidos 

grasos o glucOsa> puede aumentar o disminuir considerablemente en 

respuesta a cambios en el consumo de ellos , sin cambios en la 

cantidad de las enzimas que degradan tales compuestos. 

El segundo tipo de ajuste es la alteraci6n en la capacidad de 



todo el sisteJ1a. Un ejemplo es la alteración en la cantidad de una 

enzima l1Ditante de una v!a metabólica en respuesta a cambios en la 

fuente de nutrimentos. La cantidad de enzimas que degradan 

aminoácidos por ejemplo, aumenta en el hígado cuando el consUJDo de 

proteínas es alto y diBD>inuye cuando es bajo. 

La adaptac16n implica cambios.en el sistema en respuesta a una 

variac16n en el medio ambiente , no denota un mecanismo ni 

representa un juicio como el valor de una respuesta, es decir, si es 

o no benéfico . Sin embargo , los cambios efectuados durante el 

curso de la evoluci6n son mas prometedores si existe un valor de 

sobrev1venc1a Este concepto va muy relacionado con el de 

competencia, es decir, la habilidad de un organismo para adaptarse a 

las alteraciones en el medio ambiente y para competir con otros 

organismos de la miruna o de otras especies. 

El mayor problema en las investigaciones sobre la adaptaci6n en 

la desnutrición, es distinguir entre los cambios que representan una 

alteraci6n no específica a la adaptací6n y aquellas que representan 

cambios para una adaptac16n benéfica. Sin embargo, exite poca 

información acerca de la importancia fisiol~gica de las adaptaciones 

enzim~ticas. Aunque los sistemas vivos no son una simple mezcla de 

reacciones, in vitro uno debería de esperar que cuando la 

concentración de enzima aumenta en un tejido, el tiempo requerido 

para eliminar una carga de sustrato, di6l'Jl1nuya proporcionalmente. Bs 

posible de.mostrar esta relaci6n 1 in vivo, incluso cuando la relación 

no sigue las predicciones te6ricas de la enzimología aunque se vea 

afectada por varios !actores cono son todas las condiciones óptimas 

pH , concentraci6n de sustrato , ~uerza 16nica , cofactores , etc. 



condiciones que, in vitro, aon altamente manipuladas hasta alcanzar 

una velocidad de reacción máxima (54,64). 

El progreso en bioquímica hace posible explicar la acción 

catalítica de las enzimas y el mecanismo de au regulación a un nivel 

molecular. Las tecnic~s disponibles actualmente para la 

deter11inacion de la actividad enzimatica tienen un alto grado de 

especificidad y sensibilidad que permiten detectar ligeras 

alteraciones en la concentracion de las enzimas. Actualmente estas 

técnicas ee aplican 

vista bioquímico, ya 

actividades dependen 

para evaluar la nutric16n desde un punto de 

que existe un gran nl1aero de 

de la cantidad y calidad de 

enzimas cuyas 

la dieta, la 

frecuencia del consumo del alinento y del vol\lllen del alimento. 

Muchos factores afectan la actividad enzimática 1.n. vivo de 

manera que detectar una cantidad de enzima en un momento dado 

representa solo un destello en el panorama bioquímico. Todos estos 

factores en determinado momento son señales que modifican 

continuAID.ente las instrucciones del genoma C66). 

l!OXBOSTABlB Y RBGULACIO• B.IZIJl'.ATICA 
La homeoetasie se refiere a la tendencia del organismo para 

mantener todas las· condiciones vitales sin canbio, ea decir, mantener 

loe niveles de cada uno de los metabolitoe en un valor constante 

(normal>. Se debe suponer que este mantenimiento constante 

(equilibrio) ec un mecaniBlrlo de control homeostático , descrito por 

Cannon en 1926 y que no es un principio rígido sino la adaptaci6n 

flexible del organismo a situaciones externas, como la 

disponibilidad de oxCgeno, alimento , agua , temperatura, etc , 

para ""'ntener un eetado din6mico estacionario <2>. 



Sin embargo , existen límites en estas condiciones favorables 

para el mantenimiento de la vida y dentro de estos límites la 

respuesta es óptima en relac16n al medio alllbiente y sus Clllllbios. La 

clasificaci6n de estos efectos es difícil debido a que muchos de 

ellos tienen una interdependencia muy estrecha. 

Loa efectos que sobre la actividad de loa enzimas ejercen 

diferentes factores nutricios son muy variados y pueden ser directos 

o indirectas, La mayaría son mediados por inecanismos de 

control homeostátieos y, dentro de ellos, la acci6n hormonal juega 

un papel importante . 

XECANISJ(OS DE REGULAC!ON ENZ!MATICA . 

Existe una gran variedad de sistemas regl.Jlatorios disponibles 

en la célula que pueden clasificarse de acuerdo a modi~icaciones 

físicas y químicas de las enzimas que se efeetuan en un tiempo 

detenninado Tales mecanismos regulatorios íuncionAn notablemente 

sobre las enzi~as para mantener el flujo 6ptimo de una vía 

metab6lica y por lo tanto de una función biol6gica. Sin embargo debe 

considerarse que la modulación de una actividad enzimática involucra 

var-ios znecaniamos par- los .que tal actividad puede modificarse in 

vitro con la reelevancia de estos mecanismos en las condiciones l!l 

v1vo. 

l> Disponibilidad limitada de sustrato. 

Este es el camino mas simple en la alteración del flujo en una 

v!a metabólica. Los patrones metabólicos típicos se mantienen solo 

bajo ciertns condiciones en el estado basal. Sin embargo, si las 

concentracionea intracelulares de un sustrato son insuficientes no 

es posible la interacción entre eate y la enzimm de una manera 
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específica, a nenas que la enzima sea el factor limitante de todo 

el sistema. 

2.-Interacciones alostéricas. 

Pequeños cambios en la conformación de una enziDa pueden causar 

un aumento o diB11inuci6n dr6sticos en la afinidad por su sustrato 

específico , modificando asi la actividad específica aparente . Ese 

tipo de interacción se observa principalmente en enzimas 

oligonéricaa. Una sustancia precursora o un zaetabolito pueden afectar 

indirect8lllente las propiedades del sitio activo de la enzima, 

actuando sobre sitios diferentes a donde específicamente se une el 

sustrato modificando la velocidad enzimática. La interacción 

alostérica representa un mecanismo que controla la velocidnd de una 

vía metabólica. Este control se alcanza por una 1nhibici6n por 

producto final, entre otros, y permite una respuesta inmediata y 

eficiente a un cambio en los patrones metab6licos <18,20,45,85,98>. 

3.-Xodificación covalente reversible. 

Las enzimas pueden estar en forma activa o inactiva e 

interconvertirse en una u otra forma, por modificaciones tales como 

la eliminación o adición de un sustituyente (por ejemplo un grupo 

fosfato>, que modifica la confonnación y las propiedades catalíticas 

del sitio activo . Los ejemplos clásicos de este tipo de regulación 

son las enzimas que regulan la síntesis y degradación de glucógeno: 

la glucógeno sintetasa y la foeforilasa <92,93>, Ambas enzimas se 

encuentran en forma foaforilada y no fosforilada. Mientras que la 

forma activa de la foeforilasa esta fosforilada, la forma activa de 

la gluc6genoeintetasa se encuentra desfosforilada. 

Bate mecanismo es un medio eficiente para operar la vía en el 



camino de la síntesis bloqueando sinultáneamente la degradación, con 

la ayuda de enzi~as auxiliares que fosforilan <cinaaas) o 

desfosforilan <fosfatasasl (93,97,103,113), 

4.- Activación proteolítica irreversible. 

La generaci6n de una enzima activa a partir de una enzima 

inactiva incluye nonllalmente una modificación proteolíticn del 

precursor por eliminación de un aminoácido o de algún peptido 

pequeño Este 

gastrointestinal 

tipo de mecan16JI1o es muy importante en el tracto 

donde se mejoran las enzimas proteol!ticas 

almacenadas y liberadas en un estado inactivo , como los zim6gcnos , 

que se activan en el momento apropiado. 

5.-Variac16n en la concentración total de enzilria por cambios en 

su velocidad de síntesis o degradación . 

Ambos mecanismos, la síntesis y la degradaci6n, modifican los 

niveleG enzimáticos intracelulares. Es un proceso relativamente lento 

pero muy eficiente ya que se aplica a adaptaciones a largo término. 

Como la síntesis de todas las proteinas esta bajo control 

genético resulta evidente que los mecanismos de regulación genática, 

Cinducci6n o represi6n>, juegan un papel esencial adaptando 

continuamente las capacidades metab6licas a las necesidades actuales 

del organismo. La velocidad de síntesis puede variar por una 

alteración de la expresión genética, sin embargo, un aumento en la 

velocidad de síntesis de una enzima no necesariamente puede deberse 

a una inducci6n, sino que puede ser trunbien una aceleraci6n del 

proceso de transcripci6n1 o bien , una manifestación de control 

postranacripcional (9,27,64>. 

En las celulas de los organismos superiores <excepto en loa 
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eritrocitos> las enzimas estan en continuo recambio, de manera que 

la velocidad para renovar un grupo de enzimas es un prerequisito 

para su regulación enzimática, sin que se altere su equilibrio . 

La vida media de una enzima es una característica específica de 

cada una de ellas y difiere entre las especies en el mismo orgánulo. 

La velocidad de síntesis y degradación de una enzima explica la 

dinámica del recambio de dicha enzima. Algunos estudios en hígado de 

rata en donde se mide el recambio enzimático bajo diferentes 

condiciones dietarias, muestra evidencias de que la vida media de 

cada enzima varia conside1~ablem.ente <33,45 1 85,115). 

BHZIXAS coxa INDICADORES DE ADAPTACION. 

Para la investigación.de las respuestas adaptativas en organismos 

superiores se usan varios procedimientos tales como la inanici6n o 

la alimentaci6n de animales de laboratorio con dietas deficientes 

en una sustancia específica <aminoácidos, vitaminas, etc.>, o bien 

proporcionando una dieta que contenga un componente en unn 

elevadísima proporci6n Cuna dieta alta en proteinas>. Los resultados 

de estos estudios, se expresan como cambios relativos del nivel de 

actividad enzimática medida por ensayos estandar. 

Estos resultados pueden expresarse como la cantidad de enzima 

o actividad enzimática con respecto.a la proteína total, ul nltróge40 

proteíco, al nitrógeno total o al DNA. Es muy importante elegir, por 

lo tanto, la unidad de referencia apropiada con la cual se 

representen las alteraciones reales en el organismo 

(99,101,112,118,120), 

EFBCTOS DB LA DIETA SOBRE LA ACTIVIDAD EBZIKATICA 

La ingestión del alimento en el hombre ea un proceso 

intermitente. Los hábitos alimenticios no solo dependen de la 



11 

cantidad y la calidad del alimento consumido sino talllbien de los 

esquemas y patrones de esa alimentación como el tamaño y 

la presentaci6n<66l. La alteración más drástica del patrón 

alimenticio 

laboratorio 

y la mas facilmente reproducible en animales de 

y aun en el hombre> es la 1nanici6n. Topas las 

consecuencias metabólicas observadas bajo este estado nutricio 

extremo representan mecanismos de regulación bomeostática y la 

selección de prioridades para asegurar el mantenimiento de la vido 

en las mejores condiciones posibles C2). 

La ausencia de fuentes extern~s para renovar loa constituyentes 

corporales y para aportar energía, ocasiona cambios en la 

composición de los flu!dos corporales tales como una disminuci6n de 

la glucosa sanguínea y de la insulina circulante <65,70,107). 

Por una parte, las bajas concentraciones de glucosa, típicas del 

ayuno, estimulan la liberación de somatotropina, glucágon, hormona 

adrenocorticotrópica <ACTH> 1 y glucocorticoides. Además se estimulan 

la gluc6genolisis <109), la gluconeogénesis (113), y la lipolisis, 

las dos primeras en el hígado y la tercera en el tejido adiposo, por 

lo que en consecuencia aumentan los acidos grasos libres y los 

cuerpos cetónicos en la sangre. Estos cambios se reflejan como 

eventos adaptativos primarios dentro de las celulas ocasionados por 

cambios en la actividad de laR enzi~ac de un tejido en part1cular(70J. 

Un gran ntí.mero de enzimas responden al ayuno prolongado 

aumentando o dis.minuyendo su actividad : en general, aumenta la 

actividad de enzimas de la gluconeogénesis y del cataboliSlllo de 

amino6cidos y lípidos (25,54J. 

Para el estudio de la adaptaci6n a diferentes condiciones 
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dietarías se utilizan los Cll!Dbios drásticos en las actividades 

enzimáticas observadas en la realimentación de animales con ayuno 

prolongado 

En este aspecto se restablece la maquinaria enzimática necesaria 

para la utilizacidn de glucosa y la acu.n1ulactón de ácidos grasos 

<~4>. Bl análisis de los patrones enzimáticos en humanos que sufren 

de desnutric16n está sujeto a varios factores. Bn primer lugar al 

tipo de tejido que se pretende estudiar, en segundo lugar las técnicas 

usadas para obtener la muestra <accesibilidad>, y en tercer lugar, a 

consideraciones éticas. 

Debido a que en muchos casos el material de biopsia no es posible 

obtenerlo por razones prácticas y éticas, los investigadores se han 

esforzado en analizar muestras que incluyen la mucosa oral, la piel, 

los fol{culos pilosos y la saliva para estudios de desnutrici6n. Sin 

embargo, el empleo da éstas muestras, debido a su naturaleza tienen 

una aplicaci6n limitada y un patrón enzimático que no necesariamente 

refleja el de otros tejidos. 

La mejor alternativa disponible basta el momento para el estudio 

de enzi~as en la desnutrición humana son los eritrocitos, los 

leucocitos, y el suero. El an~liais de enzimas leucocíticas sirve 

como un sustituto valioso del material de biopsia ya que estas 

celulas se obtienen fácilmente y tienen un metaboliBllo co.mpleto 

co.mparable con las celulas de otros tejidos <74,91,95), 

El Instituto de Nutrición de Centroamérica y P6na:ma <INCAP> ba 

utilizado esta posibilidad para diferenciar bioqu!micamente los dos 

grandes s!ndro.mes de desnutrici6n que son el Kwaabiorkor y el 

maramao. 
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Origen 

Los granulocitos se derivan de la médula 6sea por un fen6meno 

denominado granulopoyesis. La célula primitiva o reticular da 

origen al mieloblasto , que es la célula precursora de esta serie , 

carece de gránulos aunque en ocasiones aparece con algunos 

gránulos azur6filos de un color rojo brillante. El ndcleo contiene 

uno o mds nucleolos. La maduración del mieloblasto sigue dos líneas 

paralelas, una de ellas comprende la maduración del núcleo y la 

otra, la constituyen todas las reacciones químicas necesarias para 

la formaci6n de gránulos neutr6f1los, eosinófilos y bas6filos . 

La primera fase consiste en la transformación en un promielocito 

y condensaci6n de la cromatina nuclear, desaparici6n de nucleolos y 

la formac16n de gránulos en el citoplasma Cazur6filos y específicos> 

La segunda fase la forma el mielocito cuyo núcleo es redondo u 

ovalado y la cromatina nuclear esta más condepsada. Los gránulos 

citapl6smicos se han desarrollado por completo , cubriendo en 

algunos casos al n~cleo. 

En la tercera fase, la del mielocito, el n~cleo toma un aspecto 

dentado y en fon:na de riñan, con la cromatina aón más compacta. Bn 

la cuarta fase la transformaci6n en un núcleo en for.ma de banda le 

da el nombre de célula en banda, tambien conocido como Rabdocito. 

En la quinta fase el núcleo se segmenta y los segmentos.se unen 

por filamentos de grosor variable. Al continuar la maduración 

aumenta el número de segmentos. Conviene mencionar aquí que se 

obtienen tres tipos de oelulas, los neutrófilos, los basófilos, y 

los eosin6filos que tambien se conocen como granulocitos y/o 

leucocitos PMN, en for'llla general. 
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X... nadurac16n de los neutr6filos con respecto a los baa6filos Y 

eosin6filos ea similar pero con algunas ligeras variaciones. Los 

granulocitos eoain6f1los segmentados rara 9ez tienen mas de 2 

l6buloa, los gránulos son grandes y de color rojo brillante Y están 

separados en la célula madura. En la c~lula inmadura pueden tener 

un color gris oscuro o purpura <128,129,130>. 

En la serie basófila, el mielocito tiene menos gránulos que la 

célula neutr6fila o eoe1n6fila, pero estos son gruesos e irregulares 

y por lo general cubren casí todo el núcleo y el citoplasma. Durante 

el proceso de maduracidn aparecen dos variedades distintas de 

gr&nulos, los gr&nulos primarios o azur6filos y loa gránulos 

secundarios o específicos < los gránulos azurdfilos son positivos a 

ln peroxidaea 1 mientras que los ea~cíficos no ), Los gránulos 

primarios son opacos cu~ndo se observan en el aicroscopio 

electrónico con un dilCDetro de 0.4 U•>, contienen mieloperoxidasa, 

proteinas básicas ricas en arginina <catiónicasl, mucopolisacáridos 

ricos en azufre, fosfatasa 6eida y otras bidrolasas ácidaa. Los 

gránulos secundarios no son tan opacos a los electrones como las 

primarios, tienen un diámetro de 0.3 Ul!J, contienen gran cantidad 

de fosfatasa alcal!na, lisozima y aninopeptidasa. 
9 

El organismo .contiene unos 16 x 10 neutr6filos / Kg de peso 

corporal y de estos alrededor de 0.7 billones se encuentran en l~ 

eangre, por lo que la n~dula ósea contiene unas 25 veces mas 

neutr6filos C y sus precursores ) que la sangre. 

El tiempo que necesita un mielocito para dividirse y terminar su 

maduraci6n y entrar en la sangre es de unos 11 dias, por lo menos 9 
9 

x 10 células existen en la forma de células maduras y de este 

depósito se·liberan para entrar a la sangre diariAlllente alrededor de 
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1.6 X 10 Esto constituye más o menos dos y media veces el nÚmero 

total de neutr6filos en la sangre, con una vida uedia de 

aproximadamente 6.8 horas <126-131>. 

Los neutrófilos abandonan la sangre de una manera desordenada en 

el individuo normal (probable.mente la mayoría por secreciones de los 

bronquios, saliva, aparato gastrointestinal, orina y exudados). 
9 

De los Q,7 x 10 neutrófilos en la sangre solo la mitad se recoge 

en el recuento de leucocitos y constituye el fondo circulante de 

granulocitos. El resto conocido como fondo marginal, se encuentra 

situado a lo largo de las paredes de los vasos sanguíneos o 

secuestrado en lechos capilares temporalmente cerrados. 

La leucocitosis que sigue a un eje~cicio o a la inyección de 

adrenalina, se debe al paso de las celulas del fondo marginal a la 

circulación, lo que expl!ca muchos estados transitorios de 

neutrofília <126,127>. 

El nÚmero de leucocitos PMN en el odulto normal es de 54 a 62 ~. 

mientras que en el recién nacido tiene un promedio de 60 ~ con un 

margén de 16 a 70 Z, pero al quinto dia desciende al 38 % y se 

mantiene así durante algún tiempo. En los adolescentes el promedio 

aumenta al 48 % y el marg~n se mantiene entre 25-70X (134>. 

En el adulto se encuentran celulas en banda de O al 5% del total 

de glóbulos blancos, mientras que en el recién nacido pueden contarse 

basta el 25 % durante el primer día para alcanzar lentaiaente los 

valores de la edad adulta. Los valores de PXN's en banda superiores 

al 10% son anormales en la fórmula leucocitaria en la edad adulta. 

Heutr6filos 

Los neutrófilos PMH comprenden el 60% de los leucocitos 
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circulantes en humanos. Xiden 10-20 UD de di6mctro en loa frotis y 

7-9 um de diámetro en secciones. Bl n~cleo tiene 3 a 5 lóbulos 

unidos por filamentos angostos de cromatina. Bl neutr6filo maduro 

es primeraDente una célula fagocftica con dos tipos distintos de 

gránulos~ Batos se conocen como gránulos primarios o azur6filos que 

contienen hidrolas.as ácidas, mieloperdxidasa. y lisozima y los 

gránulos secundarios o específicos que contienen lactof errina y 

lieozima, entre otras. Los gránulos primarios ta.mbien contienen un 

ntlmero de proteínas catidnicas que tienen actividad bactericida. 

En el neutrófilo maduro del 80 al 90 % de los gránulos son 

específicos y de datos, del 10 al 20 % son azur6filoa. Loa 

neutr6filos tienen una vida media de 6 a 20 horas en la sangre 

perif~rica y su sobrevivencta en atrae tejidos bajo condiciones 

estables es de 4 a 5 días. Los granulocitos se producen a una 
9 

velocidad de 1.6 x 10 celulas/ kg /día. 

Rstas celulas son capaces de migrar hacia un sitio determinado 

Cquimiotaxis) bajo el estímulo de factores quimiotácticos que 

incluyen productos bactericidas, proteasas de tejido y componentes 

del complemento C132,133l. 

Eosinófilos 

Comprenden del 2 al 5 ~ de los leucocitos en sangre periférica 

normal. Son celulas redondas con un diámetro de 12 um. Están 

caracterizados por un tipo de gránulo que se tiñe de naranja con la 

tinción de Romanovsky. P~r microscopía electrónica se ha encontrado 

que estos gr6nuloe contienen cristaloides característicos. Los 

eosinófilos de tejidos son exaotamente iguales a los circulantes. 

Se ha demostrado que el eosinófilo tiene un potencial fagocítico 
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para ingerir complejos antígeno-anticuerpo <Ag-Ac> y tiene un papel 

importante en fenómenos anafilácticos y alérgicos. Los eosinófilos 

pueden alcanzar hasta el 10 o 20 % del total de leucocitos 

circulantes. 

Basófilos 

Son celulas en forma ovalada con granulas densos cuando se 

observan en el microscopio eleotrónico que contienen compuestos 

biológicamente activos como la heparina y la histtuDina. Estas 

celulas se encuentran en ln sangre, tejido conectivo, en ln piel, 

alrededor de pequeñas vesículas sanguíneas, en folículos pilosos y 

tejido adiposo. 

Tienen receptores que se unen a la fracc16n cristalizable CFc> 
5 6 

de la lgE. Hay aproximadamente 10 - 10 receptores por c~lula y están 

relacionados can la liberaci6n de hista.mina, después de la 

interacción de la lgE con el antígeno específico. 
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Las principales vias metab6licas del leucocito PXB son la 

glucolisis, la v!a de hexosa monofosfato <HKP>, la gluconeogénesis, 

y lo que se ha denominado como la 11 explosi6n 11 respiratoria del 

granulocito. Los PXR neutrófiloe son constituyentes importantes del 

sistema fagoc!tico activo contra microorganismos invasores. Estas 

celulaa gastan energía cuando se aproximan y engloban a su presa. 

Diversos estudios demuestran que estas celulas sirven como un 

modelo para la realizaci6n de estudios metab6licos en tejidos, ya 

que, comparada con los eritrocitos, en loa PKH's ae encuentra un 

patrón metab6lico mas diversificado incluyendo el consumo de 

oxígeno y el metabolismo de lfpidos, además de que son relativamente 

más fáciles de obtener que otros tejidos, y no se ocasiona daño al 

donador <24>. En relación a sus aplicaciones te6ricas, los estudios 

metabólicos en granulocitos conducen a aproximaciones bioqu{micas 

más detalladas de varios problemas patofislol6gicos, incluyendo la 

desnutrici6n <44, 118 >. 
Bl metabolismo energético de los PJUI ha sido objeto de muchas 

investigaciones y se acepta generalmente que la energía usada en 

fagocitosis se deriva principalmente de la glucol1sis 1 acompañada 

por un marcado aumento en el consumo de oxígeno, la cual resulta en 

la producci6n de derivados de oxígeno tóxicos que participan en la 

destrucci6n de los organismos ing~ridos <14>. 

En la fagocitosis, ocurre un déficit de energía, que se obtiene a 

partir de la degradaci6n anaerobica de las reservas de gluc6geno del 

PXB con un consiguiente aumento en la producci6n de ácido láctico 

<92,93>. En un medio libre de glucosa las celulas fagocíticas 

utilizan su glucógeno a por la activación de la enzima fosforilaen 
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del glucógeno con un amnento del 70 ~ en la producción de lactato 
3 

(104). Por otro lado, en estudios hechos con H-glucoaa se ha 

observado que la velocidad de flujo a través de la vía glucol!tica 

es constante en la fagocitosis, lo que indica que hay un equilibrio 

rapido a trav~s de la membrana plasmática del leucocito <103,109>. 

Se observa, además, un aumento dramático en la producción de 

glicerol-3-fasfato Esto indica que una parte importante de la 

glucosa consumida se dirige hacia la síntesis de glicerolfpidos, a 

travee del glicerol -3-fosfato que participa tambien en la formac16n 

de lactato <109). 

CONSUMO DE OXIGENO 

El consumo de oxígeno por leucocitos de pacientes con leucemia 

es muy elevado, mas del doble de lo normal¡ existe prevalencia de la 

glucolisis anaerobia, ya que el consuma de óxígeno es baja Y el 

glucógeno "consumido" se recupera como lactato <solo el 73 ~ de las 

unidades de glucosa se recuperan como lactato), La disminuci6n de 

oxígeno produce una disminución en las concentraciones de ATP y un 

aumento en la producción de ADP <27,33 1 51). 

EFECTO DEL pH 

La variación de pH entre 6.8 y 7.8 no altera la glucógenÓlisis 

o el consumo de oxígeno. En general,la glucolisis se activa muy poco 

cuando aUJ11enta el pH, efecto que se observ8 mucho mejor con 

granulocitos de exsudados peritoneales. La FFC se activa a pH 

alcalino y se inhibe a pH ácido, Esta regulación de PFC por una 

variaci6n del pH se ba encontrado en eritrocitos y en núsculo y está 

relacionada con una inhibici6n de la enzimo por ATP y por la 

variación en el pB. 



20 

La concentracidn de piruvato es normal en contraste con la fuerte 

disminución de 3-foafoglicerato y el aumento de lnctato, y es una 

consecuencia de la baja concentrac16n de BADH que previene, que 

pequeñas cantidades de piruvato se fon:J1en a partir de lactato, 

Selvaraj <95>, utilizando un inhibidor metab6lico, como lo es el 

fluoruro (20 mX>, ha informado un aumento en el consuno de oxígeno 

hasta 600 ~ de su valor basal así como de la actividad de la vía HMP, 

el cociente respiratorio y las 6xidasas extramitocondriales durante 

la fagocitosis; disminuye· el consumo de glucosa y se consume 

lactato, debido a la inhibici6n de la enzima enolasa que induce un 

aumento en la concentrac16n de todos los intermediarios de fructosa-

1,6-difosfato, mientras que el piruvato disminuye. 

En bajas concentraciones <0.2-0.5mM> el NaF di6lllinuye el 

contenido del glucógeno en el PJOi, aumenta el consumo de glucosa con 

una disminución en el consumo de Oxígeno, lo que aparentemente 

produce un efecto Pasteur. Hay activaci6n de la FFC y por lo tanto, 

una mejor glucolisia. La actividad de la enolasa y la HC son 

normales, al igual que la concentraci6n de ATP. 

Batos resultados indican que la actividad glucol!tica en el PM1i 

no se regula si~plemente en el paso de FFC, cino que resulta de unn 

regulación concertada que incluye enzimas como la HC, gliceraldehído 

fosfato deshidrogenasa y fosfoglicerato cinasa. 

Una comparaci6n entre las actividades glucol!ticae y el 

entrecruzamiento indica que la glucolisis del granulocito se regula 

en el paso de hexocinasa por ATP, en FFC por una inhibición 

aloetérioa por ATP y en gliceraldehÍdo fosfato deehidrogenasa por la 

acción de nasas de la relación BAD/BADH. 
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Cuando los leucocitos PJOf humanos se encuentran a una partícula 

fagocitable se presentan alteraciones apreciables en su metabolismo 

oxidativo. Estos cambios conocidos como la "explosió'n respiratoria 

del leucocito PKH" C32>, incluyen los siguientes fen6rnenos que son 

sensibles a la acción del cianuro o la azida: 

a) Consumo elevado de oxígeno. 

b> Aumento en la ox1dac16n de glucosa v(a hexosa monofosfato <HXP>. 

e> Elevada producción de per6xido de hidr6geno. 

d> Producci6n del anión superóxido <02-). 

e> Generación de biolwniniscencia. 

f) Aumento en la reducc16n de colorantes del tipo tetrazolio 

La importancia de estos fenómenos oxidativos para la c~lula son 

las variadas condiciones clrntcas que se presentan, entre ellas la 

mejor estudiada es la enfermedad granulomatosa crónica de la 

infancia. Esta enfermedad se caracterfza por l~ presencia de 

neutrófilos deficientes en su habilidad para destruir bacterias, esto 

provoca que los pacientes sufran episodios recurrentes de infecciones 

bacterianas que en muchos casos tienen un desenlace fatal (34), 

Las celulas defectuosas tienen una ingestion normal pero el 

aumenta del metabolismo oxid,c,t 1vo 1 que normalmente acompaña a la 

fagocitosis, esta alterado completamente. La degranulac16n de los 

lisosomas en la vacuola fagocítica generalmente es normal, aunQue a 

veces esta un poco disminuida. Otro síndrome importante, mas raro 

que la enfermedad granulomatosn cr6nica, es la deficiencia total de 

la enzima glucoaa-6-fosfato deshidrogenaaa (G6PD!D. Las celulas de 

éstos pacientes demuestran una 1ngesti6n y degranulaci6n non:u.al, 

pero un profundo defecto en la actividad bactericida cuando se 
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ensayan in 9itro, La inestabilidad de esta enzima es un fen6meno 

secundario que resulto de un defecto metnb6lico primario. 

Bs simplista creer que solo el proceso oxidativo esta involucrndo 

en la acti91dnd bactericida. La habilidad de matar microorganismos 

es un proceso conplejo que incluye multipleG mecan!Gmos. 

Bn general, se acepta que las diferenteG especies de bacteri~s 

son destruidas por mecnnismos diferentes y que varios de éGtoo 

mecanismos tienen la capacidad de destruir a un Golo tipo de 

bacteria, dentro de la misma c~lul~. Los mecanismos bactericidas en 

los PXB's neutr6filos pueden,por lo tanto,div1d1rae en doa grandes 

categorias: dependientes y no dependientes de oxígeno. Desde los 

trabajos de Sbarra y Karoovsky se ha intent'ado definir a lo.e en7!mo.s 

responsables de la iniciación del metaboliSlllo respiratorio. Tales 

enzimas deberian catalizar una reacci6n general del tipo: 
oxidasa 

Xll2 + 02 X + !1202 

Cualquier enzima que catalize una de estas reacciones 

<presumiblemente una o~idasa), debería de cumplir, al menos, cuatro 

criterios: 

a> La enzima debe activarse por un evento fagoc(tico. 

b> La activación de l~ enzima debe explicar los eventos incluidos e~ 

ln ~xplosión respiratoria. 

e> La actividnd enzi~ática debe esldr dcfe~tuosa en alguna v{a 

metabólica y , 

d) Ls enzima debe eer insensible ol cianuro, ya que la explosión 

respiratoria es, de por s{, insensible n este agente. 

otro criterio que se debe de considerar es la localizac16n celular 

de la enzima o enzimBs in1c1ador8s, sugirien~oae lo siguiente: 

ll La enzima se localiza en el exterior de la membrana celular, como 
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una exoenzina. Una vez que la membrana celular se invagina po.ra 

fon:nar la vacuola fagocítica, la porción externa de la membrana 

celular, forma el interior de la vacuola fagocítica y la oxidasa se 

adicionaría a la partícula ingerida. 

2> La enzima puede localizarse en uno de los gránulos citoplñsniicos 

de la célula, 

hidrol íticas. 

ya sea la r:iieloperóxidasn. o a las enzimas 

La oxidasn, entonces. 

vacuo la fagocítica des pues de ln 

puede liberarse dentro de 

ingestión en el proceso 

la 

de 

degranulaci6n. Se han propuesto vnrios candidatos para la oxidasa 

que inicia la explosi6n respiratoria con diferentes localizaciones 

celulares: 

A> Ascorbato oxidasa.- El ácido ascórbico reacciona con oxígeno para 

producir per6xido de hidrógeno y ácido desbidroasc6rbico. La 

combinación de ácido asc6rbico (1 a 3 mM en neutr6filos) con 

per6xido de hidrógeno y un metal i6nico constituye un potente 

sistema bactericida. 

B> Glutati6n reductasa.- Esta enzima aumenta rápidamente en la 

fagocitosis, sin embargo, no es una oxidasa, por lo que se postulan 

algunas reacciones asociadas con esta enzima a la que se acopla otra 

enzima que es la NADPH oxidasa , esto no ha sido de:mostrado. 

C> Glutati6n per6xidasa.- Esta enzima esta involucrada en la 

desintoxicación de peróxido de hidrógeno. 

D> NADH oxidasa.- Esta enzima cataliza la reacción 

JiADH + ¡¡+ + 02 NAJt + H202 

Es facil visualizar como esta reacción explica el conswno de oxígeno 

y la producción de peróxido de hidrógeno durante el trabajo 

respiratorio. 

B> JiADPH oxidasa.- Esta enzima cataliza la reacciefn 



JIADPH + W + 02 JIADP•+ H202 

Esta reacción tambien demuestra un aumento en el consU110 de 

oxígeno y la producc16n de) per6xido de hidrógeno, además de que no 

es sensible al cianuro, estimulnndoae durante la fagocitosis en un 

pH ácido. Las siguientes reacciones explican el mecanis:mo de 

iniciación de la explosi6n respiratoria y la producción de 

metabolitos de oxígeno con actividad bactericida: 

JIADPH + 02 02- + NADP•+ H202 

El elevado consUJ11c de ox{geno ocurre porque este es un sustrato 

para la reacc16n y el aumento del anión superóxido (02-> se debe a 

que es un producto inicial de la reacción. El per6xido de bidr6geno 

producido se debe a la dismutac16n de los ani6nes superóxidos de 

acuerdo a la reacci6n: 
02- + 02- + 2H·~~~~~_c_~ H202 + 02 

El anión super6xido puede entonces originar expontáneamente o dar 

lugar a una molécula de oxígeno denominada "oxígeno singlet 11
, debido 

a ln interacc16n con H202, de acuerdo a la reacci6n de Haber-Weiss: 

02- + H202 02+ OHI + HO-

El oxígeno singlet puede producirse también por la interacci6n de 

H202 con el ani6n hipoclorito de acuerdo a lo siguiente: 

H202 + Cl- OCl- + H20 
OCl- + H202 ~~~~~~~---? 02 + Cl- + H20 

Una característica de el 11 oxígeno singletu es que puede emitir su 

exceso de energía en forma de luz Cquimiluminicencia), más que en la 

forma usual de calor. La quimioluminiciencia sin embargo, es más 

conplicada en la fagocitosis, ya que incluye la interacción de este 

ox~geno singlet y otras especies reactivas del oxígeno con factores 

eéricos y/o material particulado 1 ya que este tipo de sustancias 

mejoran la respuesta quiaioluminicente. 
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HUTRICIOH : ASPECTOS GBICBRALBS , 

La nutrici6n incluye el consumo del alimento, la liberacl6n de 

la energÍa 1 la eliminac16n de los desechos y todas la síntesis 

esenciales para el mantenimiento, crecimiento y la reproducc16n 

<1,3). En general, este concepto es válido para todos los 

organismos vivos desde el mas simple, hasta el más complejo. Los 

nutrimentos se han agrupado en grandes familias tales como los 

hidratos de carbono, los !{pidas, las proteinas Cy, en menor 

proporci6n, pero indispensables> los nutrimentos inorgánicos y las 

vita1t1inas. A partir de estas moleculas presentes en los alimentos, 

se obtienen unidades mas sencillas 1 como glucosa, aminoácidos y 

glicerol que son bloques constructores de nuevos polímeros 

sintetizados por la célula, para el mantenimiento de la homeoatasis. 

La buena nutrici6n <adecuada) contiene todos estos elementos que 

permiten el mantenimiento de la salud. 

El lado opuesto de la moneda, es decir el desequilibrio total lo 

conforman todas aquellas deficiencias de nutrimentos en la dieta. 

Estas deficiencias se caracterizan por la falta de una vitamina en 

particular o bien por deficiencias de proteínas o energía. 

En paises en desarrollo, la desnutrición tiene su principal 

impacto en los niños cuyo crecimiento es rápido, los requerimientos 

de nutrimentos altos y las dietas son inadecuadas debido a muchos 

factores, entre ellos la ignorancia, la pobreza, la disponibilidad 

de ciertos alimentos y la tensi6n contínua debida a infecciones por 

bacterias, virus, hongos y parásitos. 

Dl!SlfUTRJCIOH BN NIÑOS 

Aunque no existe una dívisidn precisa para considerar los 

distintos tipos de desnutrición en loa niños, algunoe autores <38, 
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40>, los han descrito para dos grupos de edad: los niños lactantes 

menores de l a~o y loa preescolares de 1 a 4 años. 

El estado nutricio de los infantes depende del ti1>0 de 

alilDentaci6n que se acostumbre en la zona donde vive, depende 

normalmente -y en principio- de las reservas fetales, del estado 

nutricio de la madre durante el embarazo, pero principalmente de la 

al1nentac16n al seno materno, ya que sostiene adecuadtl.Illente el 

crecimiento en los primeros 6 meses de vida nportando proteinas, 

energía y algunas vita.minas en cantidades suficientes Cl,74>. 

El período de a 4 años de edad es un período realmente crítico 

especialmente en el segundo año de vida, puesto que existe una gran 

druaanda de nutrimentos, ya que se trata de un período de crecimiento 

rápido. Existen algunas enfermedades debidas a deficiencias 

especfficas, pero la forma prevalente de desnutrición en estos 

períodos es la denominada desnutrición proteíco-energética. 

Dentro de estos conceptos se incluyen los dos grandes síndromes, 

Kwashiorkor y Marasmo . 

KWASHIORKOR 

Es la palabra usada para denominar un síndrome pluricarencial, 

deriva de su descripc16n de la ~nfen:icdad en el oeste de Africa, 

pero se conoce con otros términos como culebrilla, niños rojos 1 

o enfermedad del hígado graso <17l, 

Es un padecimiento que puede ocurrir en la infancia o en la niñez 

y raramente en adultos.Su frecuenc~a es m~s importante en el segundo 

año de vida y es el resultado de infecciones, sin embargo, la causa 

principal son dietas bajas en proteinaa pero que contienen hidratos 

de carbono. Hay 4 signos que son constantes en kwashiorkor. Ratos 
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son el edema, retardo en el ·crecimiento, dieminución del Jalfsculo con 

retenci6n de grasa subcutánea y cambios ps1co=otores. 

a> Edema.- Es el principal signo del pedeci=iento y característico 

Puede detectarse en le región pretibial por la producci6n de un 

"hoyo" bien definido debido " la presión ejercida por 3 segundos 

con un dedo sobre el extremo inferior de l~ tibia. 

bl Retardo del crecimiento.-

mediciones antropométricas 

Se detecta por el análisis de ciertas 

tales como el peso corporal, 

circunferencia del brazo y t~lla. sin embargo la valoraci6n del peso 

p~ede ser equ{voca por la presencia del edema. 

e> Disminución en la masa muscular con retención de grasa 

subcutánea. Esta característica es constante y se presentn con una 

diBlllinución en le circunferencia del brazo. 

d) Cambios psicomotores. Hay un desarrollo motor retardado. anorexia 

y el paciente se muestra apático y huraño. 

Otros signos que aco~panan la enfermedad se reswt1en COlDO sigue: 

cambios en el pelo, en color y aspecto, despignlentación de la piel, 

"cara de lunaº, anemia, salpullido, bepatomegn:lia, queratomalacia y 

otras infecciones asociadas. 

)(ARASl!O 

El marasmo se debe principalmente a una dieta baja tanto en 

proteinas como en bidraton de carbono. Se presenta principalmente 

en el primer año de vida, como resultado de alimentaci~n artificial 

con leche muy diluído, asociada con diarrea infecciosa y en 

ocasiones con tuberculosis. 

Loe signos clfnicos del =arasmo pueden dividirse en dos grupos: 

constnntes y ocasionales. Los signos constantes se refieren a 

retardo en el crecimiento que es extremo y mñe marcado que en la 



talla; el niño usualmente baja 60 ~respecto de su peso teórico, y 

pierde lllÚsculo y grasa subcutánea. 

En los signos ocasionales hay deapigmentacion del pelo 

avitBJDinosis A y B2 (estomatitis angular y queratomalacia> y algunas 

enfermedades asociadas como diarrea infecciosa tuberculosis 

moniliasia oral y cambios psicomotores como apat!a y anorexta<22>. 



Cambios bioquímicos asociados con Kwasb1orkor. 

Inevitablemente ~u cho de nuestro conocimiento sobre loe 

DecaniSlilos bioquímicos en el hombre, eatan basa.dos en experimentos 

en animales 1 debiendo reconocer que estos resultados ae aplican 

relativamente al hombre, ya que las dos especies difieren en tamaño, 

v!~a media, velocidad metabólica, naturaleza de su dieta y sobre todo 

requerimientos nutricios (38.39,40). 

En la rata existen enzimas que cambian o ae inducen de acuerdo 

con la dieta, sin embargo en el hombre, la infot"11laci6n sobre 

variac16n enzimática es limitada y en muchos casos estos resultados 

pueden tener un doble significado <101). Estos cambios pueden ser 

adAptativos y en parte, mecanismos compensatorios ya que su mayor 

efecto es economizar sustratos cuando la disponibilidad es pobre 

(2,53,54l. 

Esto es importante para la sobrevivencia humana ya que el problem8 

que permanece ahora es corno se presentan estos cambios y como se 

controlan. Estudios realizados por Hoffenberg, demuestran que en el 

Kwashiorkor la albúmina del suero d!SlDinuye y esto se explica porque 

cuando la proteína de la dieta diGJ11inuye a un nivel crítico, baja 

tambien la cantidad de aminoácidos que van hacia el hígado donde se 

síntetiza la albúmina <54,126,127), 

En la desnutrición, la sfntesis de todas las proteinas de 

exportación este disminuida, las capacidades de uni6n de hierro, 

cobre, calcio y síntesis de trsnsferina son bajas, mientras que las 

proteínas que no se exportan como la ferritina se síntetizan a una 

velocidad normal. Los niveles séricos de inn>unoglobulinas no 

producidas en el b{gado son nol'11ales o elevadas (134). 
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Una deficiencia de alblimina, y en general de las proteinas de 

transporte tendrá efectos adversos puesto que no solo habrá 

deficiencia de amino6cidos sino tambi6n de vitruninas y de lípidos. 

En el Kwashiorkor el contenido de citrato esta disminuido <99l y 

ésto es de especial interés ya que una elevada concentraci6n de 

citrato inhibe la actividad de la fosfofructocinasa <FFCJ. Un 

descenso en la concentración de citrato explíca la baja velocidad de 

síntesis de ácidos grasos ya que es un activador de la enzima acetil 

CoA carboxilasa, reguladora de esta síntesis, además de que el 

citrato es una fuente inmediata de acetil CoA extramitocondrial, en 

la reacción catalizada por la enzima ATP citrato liasa <9,64>. 

Schopfer y Douglas, midieron la actividad de enzimas citoplásmicas 

en leucocitos PJOf de Diñes nonaales y con Kwasbiorkor y no 

observaron ningún cambio o diferencia entre las celulas con y sin 

fagocitosis,las enzimas medidas fueron hexocinnsa,fosfofructocinasa, 

piruvato cinasa 1 gliceraldehído foafatocinasa , mieloper6xidasa , 

BADPH y BADH oxidasa y producción de lactato 

Hay pocos datos acerca de la actividad metabólica de PJOI en 

desnutrici6n. Aunque se ha establecido la reelevancia de aumentos en 

la actividad de vias glucolíticas y oxidativas durante la 

fagocitosis para el consUJDo y la destrucci6n de particulas (133>. 

Actividades enzimáticas de leucocitos PllN en desnutr1ci6n. 

La fagocitosis y la digestión intracelular de organiSDoS 

patógenos son mecanismos de protecci6n fundamentales para la 

eobrevivencia del hombre. Defectos cuantitativos y cualitativos de 

los PXN ee asocian a una gran incidencia y severidad de infecciones 

piÓgenas causadas por bacterias y virus C30,50,120,132l. 
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El englobamiento de la partrcula y la formaci6n de la vesícula 

fagocítica requieren de cambios metab6licoa y morfol6gicos que 

incluyen degranulaci6n, activaci6n de vias energ~ticas (glucolisis y 

respiraci6n>, fusi6n del lisosoma con la vacuola para formar los 

fagolisosomas, y por Último la digestión (127-131). 

Las enzimas asociadas con los granulas primarios y secundarios en 

PXN ca tal i·zan la producción de energía, alteran el pH de la vacuo la 

fagocítica a un pH ácido y degradan macromoleculas microbianas 

por medio de los metabolitos de oxígeno, el per6xido de hidr6geno 

los ani6nes super6xido,los radicales hidroxílo y el oxígeno molecular 

11singlet11 los que tienen propiedades bactericidas(78 1 14,32,104>. 

Ohno y col. han indicado que la producci6n de éstos metabolitos 

tienen una localizac16n subcelular en la membrana plasmática y en la 

membrana fagosomal <78). Por otro lado Susuki y col. demostraron que 

el ácido siálico presente en la membrana plaStnática del PKN se 

necesita para la generación de estos metabolitos C10~). 

En estados de deficiencia nutricia, la divisi6n celular esta 

dañada 1 el metabolismo energético esta restringido y la actividad 

de varias enzimas esta frecuente11ente alterada , La asociación de 

desnutrición e infección y la reducción de la capacidad bactericida 

del PKN en niños desnutridos desatan eventos met~bolicos importantes 

en las leucocitos (28,95). 

Las actividades de enzimas c1t6plasmicas de pacientes con 

Kwasbiorkor; hexocinasa, fosfofructocinasa. piruvatocinasa, Glucosa 

-6-fosfato deshidrogenasa, mielaper6xidasa, HADPH, y glutatión 

reductasa no mostrarán cambios con respecto a sujetos normales. Sin 

embargo, Selbaraj y Bhat (95>, en la India encontrarón diSD1inuci6n de 



la actividad de JADPH oxidasa, glucoaa-6-foafato deshidrogenasa y 

6-fosfogluconato deshidrogenaaa C95l. Además,los leucocitos de niños 

desnutridos no liberan foafatasa 6c1da de los lieosomas durante la 

fagocitosis. Bl tratamiento de estos niños con dietas altas en 

proteína y energía a\Jllenta la actividad de dichas enzimas. 

Por otro lado Xetcoff y Yoshida, observarán una di6111inución de la 

actividad de la piruvato cinasa y de la concentración de ATP en 

nifios con desnutrición prote{co energética <74,118>. 

La actividad de la vía bexosa aonofoafato es muy alta en 

leucocitos PlOI en reposo (sin fagocitar>, de sujetos deficientes en 

proteinas, comparados con loe controles, pero los niveles máximos de 

estimulaci6n de la vía, durante la fagocitosis fueron iguales en 

loe dos grupos. La captación de yodo en proteinaa precipitadas con 

ácido tricloroac~tico de neutrófilos en fagocitosis, fue baja y 

además existe una disminución en la habilidad de estas celulas para 

matar cultivos de Gandida albicans ya que existe una reducci6n en la 

respuesta quimiotáctica de las celulaa (30 1 50}. 

Ratas observaciones concuerdan con los datos publicados en 

Guatemala India y Xéxico (95,74,118>, en donde se encontraron 

actividades disminuidas de fumarasa, isocitrato deshidrogenasaCJDHl, 

malato desbidrogenasa CXDHl, aspartato aminotransferasa CAsATl, y 

alanina aminotransferasa <AlATl.. La fosfatasa alcalina aumento y la 

actividad de la HADPH oxidasa y de la vias hexosa monofosfato, 

diBl!linuysron en PJOi fagocíticoa 

Yosbida, Xetcoff y Frenk, observaron en niños mexicanos con 

deficiencias nutricias, bajas concentraciones de ATP en leucocitos 

pero niveles normales de ADP, AJlP, foafoenolpiruvato <PEP>, malato, 

y alfa-cetoglutarato C118l. 
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La reducci6n oxidativa del colorante nitroazul de tetrazoliUl1l a 

formazán se emplea para evaluar la actividad de la vfa bexosa 

monofosfato y la producción de metabolitos de oxígeno, que están 

involucrados en la destrucción de bacterias(9,?9,91). En niños 

desnutridos los PXN en reposo presentan un valor alto en la 

reducci6n de este colorante, lo que nos indica una estiuulación 

leucoc!tica l.n. vivo por un microbio y sus productos. 

La terapia dietaria y la rehabilitaci6n nutricia se asocian con 

la recuperación de las funciones fagocíticas y de la capacidad 

bactericida <66,133). 

Según Cbandra <134>, la migraci6n quimiotáctica esta reducida en 

nifios desnutridos que por lo general tienen infecciones recurrentes 

o una historia clínica de enfermedades infecciosas repetit1vaa, la 

quimiotaxis también se encuentra disminuída en individuos bien 

nutridos pero con infecci6n 1 de manera que esta anonnalidad en la 

migraci6n de los leucocitos viene a ser un resultado de la infección 

más que de una deficiencia nutricia Re.X:.Jli: 

Existe un número de factores inmunológicos y no inmunol6gicos que 

juegan un papel crítico en la susceptibilidHd de individuos 

desnutridos a lH infección. La función dañada de los neutrófilos 

asociada con alteraciones en las enzimas intracelulares y procesos 

metabólicos es una de las influencias más funda.mentales K8s aún 

es importante definir los nutrimentos espec{f icoa que modulan las 

vías metab6l1C86 bHctericid~s en el fagoci.to (50,66>. 
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La antropometría es la medición de la dimensi6n y composici6n del 

cuerpo humano (58>. 

El crecimiento se ve afectodo por dete1'1Jlinantes biol6gicas1 

incluyendo el sexo, el medio ambiente intrauterino, el peso al 

nacer, el número del embarazo, el tamaño del producto al nacer, la 

constttuci6n genética y por factores ambientales como son el clima, 

la estaci6n y el nivel socioecon6mico. Las influencias ambientales, 

principalmente la nutrición ea de mayor 1nportancia que el esquema 

gen€tico y otros factores biol6gicos C38>. 

Las dinensiones frstcas del cuerpo se afectan por la nutrici6n 

particularmente en el período de crecimiento rápido de los niños, 

por lo que las mediciones selectas del cuerpo, dan una valiosa 

informaci6n con respecto a una desnutrici6n en la que Be afecta la 

talla y la composici6n corporal. 

Los metodos y las mediciones empleadas en antropometría varían 

en número y complejidad, pero los elegidos dependerán del prop6sito 

y objetivos del estudio en particular. Las condiciones que deberán 

cubrir para ser seleccionadas, son la sencillez, facilidad, rapidéz 

y reproducibilidad, para que brinden un DÁximo de informaci6n. Las 

medicionec mas usuales son: la masa corporal, representada por el 

peso; dimensiones lineales, como la talla y la composic16n corporal 

y reservas de energía, representadas por el tejido blando 

superficial, la grasa subcut&nea y el m~sculo. 

El peso es la medic16n antropométrica de más uso. En regiones en 

desarrollo la prevalencia de la desnutrici6n energetico proteica se 

obeerva por una deficiencia en el peso. 



Kedlclones lineales 

Se emplean comullllente dos tipos de mediciones lineales: la tall~ 

y la circunferencia de cabeza y torax <denominadas también perímetro 

cefálico y torácico>. La circunferencia de cab~za se mide para 

detectar estados patol6g1cos como tamaña anormal <hidrocefalia o 

microcefalia) útiles an pedlatr{a. La clrcunferencla de cabeza y de 

tdrax son las mimaas en el sexto mes de edad pero después de esto 

el cráneo crece más lentB.Jnente que el tórax. 

Tejidos blandos 

Hl cerebro, el b~gado, el coraz~n, loa riñones y otros organos 

internos forman una parte apreciable del peso corporal pero no varía 

mucho en la desnutrlci6n. El m~sculo y el tejido adiposo constituyen 

el tejido blando que presenta mayor variación debido a una 

deficiencia en proteinas y energía pcr lo que la antropometrfa de 

estos tejidos es representativa de las reservas del organismo. 

Se han reportado estudios acerca de la cantidad y d1stribuci6n 

de la grasa subcutánea y reservas cal6ricas y de su medici6n. Se 

utilizan distintos matados como el ultrasonido, la densitometr{a, 

loa análisis f isico-qu{micos y la antropometría f{aica usando 

plic6metros o antropÓmetros <58), 



OBJETIVOS 



OBJETIVOS 

ll DESARROLLAR UN SISTEMA PARA MEDIR LA ACTIVIDAD DE LAS ERZJllAS 

HEXOCINASA, FOSFOFRUCTOCIRASA Y PIRUVATOCINASA EB LEUCOCITOS 

POLIXORFO!fUCLEARES HUMANOS <PIOil 

2> OBTENER LOS VALORES DE ACTIVIDAD DE ESTAS ENZIMAS EN LEUCOCITOS 

PllN DE RIBOS BIEN NUTRIDOS PARA SER USADOS COMO TESTIGOS . 

3l COMPARAR LAS ACTIVIDADES DE ESTAS ENZIMAS EN LEUCOCITOS PXN DE 

NIÑOS DESNUTRIDOS EN DIFERENTES ETAPAS DE LA RECUPERACION 

NUTRICIA Y RELACIONAR ESTAS ACTIVIDADES COR LOS VALORES DE PESO 

PARA LA TALLA 
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El estudio se dividi6 en varias etapas parü un mejor desarrollo 

de la metodología, consistentes en : 

l> ADAPTACION Y ESTANDAR!ZACION DE LAS TECNICAS DE MEDICION DE 

LAS ENZIXAS HEXOCINASA , FOSFOFRUCTOCINASA Y PIRUVATOCINASA 

EN LEUCOCITOS PMN HUMANOS DE SUJETOS CLINICAXENTB SANOS. 

2> SELBCCION DE LA POBLACION 

3> OBTENCION DE UNA MUESTRA DE SANGRE VENOSA EN EL GRUPO TESTIGO Y 

XEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS ANTES MENCIONADAS, 

BIOXETRIA Y CITOLOCIA HE.XATICAS. 

4> OBTENCION DE UNA MUESTRA DE SANGRE PERIFERICA EN NIÑOS 

DESNUTRIDOS DESDE SU 1 NGRESO HASTA SU EGRESO, CON TOMA DE 

MUESTRAS CADA 15 DIAS, PARA LA VALORACION DE LOS MISMOS 

PARAXETROS QUE EN EL GRUPO TESTIGO. 

5> EVALUAC!ON ANTROPOXETRICA DE LAS DOS POBLACIONES DURANTE EL 

ESTUDIO, CADA 15 DIAS, HASTA LA RECUPERACION TOTAL O HASTA QUE 

SEAN DADOS DE ALTA. 

6) ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS . 

SELECCION DE LA POBLACTON 

POBLACION DE NIÑOS TESTIGO 

Se conform6 con quince niOos bien nutridos, no parasitados, 

asistentes a la guarderfa del Instituto Nacional de Pediatría <con 

la aceptación voluntaria de los padres>, con edades de 10 ~eses a 5 

años. 

Criterios de selección 

-Tener un peso para la talla entre las percentilas 95-105 del patrón 

-Tener un peso en relación con la edad entr~ las percentilas 90-110 
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-Con una citología y bio~etrí~ he.mática , dentro de los volares de 

referencia establecidos por el Instituto Nacional de Pediatría . 

GRUPO ll1i RECUPERACIOH NUTRJCJA 

Se integró con 12 niños que presentaban desnutrici6n proteínico 

energética de tipo maraSD.o, de 4 meses a 4 anos de edad. internados 

en la sala de recuperaci6n nutricia del Instituto Nacional de 

Pediatría Cparticipoción voluntaria). 

Criterios de selección 

-Presentar algón tipo de desnutrición 

-Tener un porcentaje de peso en relación a la talla menor al 90 ~ 

-Bo presentar ningdn tipo de parasitosis 

A continuaci6n se present~n los princip~les metodos que se 

ut111zarón para el cumplimiento de loa objetivos • en el siguiente 

orden: 

al Obtenci6n de los leucocitos PMN humanos 

bl Obtención de 1~ fracción citopláB111ica de los leucocitos PMN 

e) Determinación de proteínas con el reactivo de fenol <Lowry> 

d> Determinación de la actividad de Hexocinasa 

el Determinaci6n de la actividad de Fosfofructocinasa 

;f) Determinación de la actividad de Piruvatocinasa 

La concentraci6n de hBllloglobina se valoró por el método de la 

cianometahBllloglobina y el hematocrito se realizó con tubos capilares 

en una microcentrífuga, según se describe en la literatura C126l. 

Las mediciones antropométricaa se reali2aron segÚn lAs técnicas 

descritas por Jellife C58). 



OBTBBCJOB DB LEUCOCITOS POLIXORFOBUCLBARES HUXANOS CP)(N), 

(24,49) 

Reactivos 

al Heparina, 5000 U/ ml 

bl Solución salina balanceada CSSBl. 

el Solución balanceada de fosfatos <PBS>. 

d) Ficoll Hypaque, densidad; 1.077 g/ml 

e) Cloruro de amonio 1 0.87 % . 

Me todo 

1) Extraer 3 ml de sangre periférica 1 agregar heparina <10 U/ml) 

y mezclar bien , 

2> Centrifugar a 1000 x g durante 10 minutos 

3) Separar la capa superior de leucocitos Buffy coat y 

resuspenderla en 3 ml de soluci6n bal6nceada de fosfatos <PBS). 

4) Colocar la suspension anterior en un gradiente de Ficoll Hypaque 

<densidad 1.077 +/- 0.002 g/ml l 

5) Eliminar la interfase rica en celulas mononucleares <capa 

superior> y el Ficoll-Hypaque residual (capa media). 

6> Lavar la capa inf~rior con RH Cl ~l O.il7 H , para la lisis de 
4 

los eritrocitos contam1nBntes. Incubar esta solucidn a 37ª C 

durante 15 minutos. 

7) Centrifugar a 1000 x g durante 10 minutos. Con esta operación 

se obtiene una fase rica en leucocitos C sedimento blanco ) y 

una fase líquida que se desecha Clisado de eritrocitos). 

8> Lavar el sedimento blanco dos veces con solución salina 

balanceada <SSBl, o hasta obtener un sedimento blanco libre de 

eritrocitos. 

9) Resuspender el sedimento blanco en 2 ml de SSB 
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10) Contar en un hen.ocit6netro (Cámara de Neubauer)el número de PMN, 

y determi.nar pureza y viabilidad. 

11) Ajustar la concentrac16n a 1 x io• leucocitos PMN/ml con SSB 

11) Congelar a -20°C basta su anál.tsis . 

IIIIIllIIIIIIIIllllllII 

Deterninación de la pureza de los leucocitos PJOl. 

Se cuentan todos los leucocitos presentes en la cámara de Neuba1Jer 

tanto celulas mononuclenres <linfocitos y monocitos> como las 

celulas polimorfonucleares ( bas6filoa, eoain6f1los y neutr6filos> 

y se expresa el porcentaje de celulas PXli presentes en relación al 

nlfmero total de celulas. 

Determinación de la viabilidad de los leucocitos PMN. 

Para esta operación se utiliza el colorante azul de tripán , que es 

un colorante "vital" , es decir 1 tiñe a las celulas de azul solo 

cuando estan muertas, pero si estan viables, las celulas tienen un 

ligero color amarillo Se cuenta el total de celulas en un 

hemocit6metro < lo que representa el 100~ > y se cuentan los PXR 

viables <color amarillo >. 

IIIIIIXIIIlIIIIIIIIIIIIIIIII 

OBTENCION DE LA FRACCION CJTOPLASJIJCA DE LEUCOCITOS P~N. 

Reactivos 
a> Hielo seco 
b> Acetona GR 
C) Suspensión de leucocitos PJUI. 

XETOOO 

1> Preparar una mezcla frigorífica consistente en hielo seco/ 

acetona para disminuir la temperatura a -30ºC , 

2) Preparar un baño de incubación a 60ºC 



3) Sumergir la suspensi6n de PXN en la mezcla frigorífica hnsta 

congelamiento e inmediatamente pasarla a el baño de incubaci6n a 

5o•c . 

4) Repetir el paso 3>, cinco veces en forma contínua. 

5> Posteriormente homogeneizar la muestra en un disruptor de 

celulas Potter - Elvehjern <marca Lourdes Co,) , durante 30 

segundos a 500 rpm 

6J Centrifugar a 5200 x g 1 durante 30 minutos. 

7> Desechar el sedimento y separar el sobrenadantc que servirá pura 

la med1c16n de la actividad enzimática y la determinación de 

proteínas según el método de Lowry <67), usando albúmina de suero 

bovina como referencia <ASB> 1 mantenerlo en refrigeración a 4°C. 

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 

DETER~JNACION DE PROTEINAS CON EL REACTIVO DE FENOL <LOWRY, 
ROSEBROUGH, FARR 'f_ !/ANDALLl-<67i·. 

ll PRINCIPIO 

Varios tipos de fenoles se comportan coma agentes reductores 

débiles y pueden oxidarse a compuestos de tipo quinona por muchos 

agentes oxidanteG. El reactivo de Folín 6xida compuestos :fenólicos 

en condiciones alcalinas , de tal manera que se reduce pasando de un 

color amarillo a un color azul intenso. A la holuci6n de proteína se 

le agrega j6'n cuprico en turtrc..to debílmente alcalino que reacciona 

con las uniones peptÍdicas. El complejo de Biuret y las cadenas 

aromaticas de la proteína reducen el reactivo y las dos reacciones 

juntas son cien veces mas sensibles que el método de Biuret por sí 

solo. Se pueden determinar f6cilmente cantidades de proteína del 

orden de 1-100 microgramo.s con un coeficiente de variación menor 

al 5 :!: (67>. 
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2> XATERIAL 

2. 1 > Reactivos 

a> Solución A Carbonato de sodio al 2% en hidróxido de sodio 

0.1 R 

b) Solución B Cuso .51! O al 0.5 :i:: en tartrato de sodio y 
4 2 

potasio al 1 ~ 

e> Solución C Soluc16n de cobre alcalino 1 mezclar 50 ml del 

solución A con 1 ml de la soluci6n B ( descartar 

despu!\'s de 1 día 

d> Solución D : Reactivo de FolÍn diluído a lN con 1120 

e> Soluci6n Patr6n : Se prepara con albtíinino de suero bovinn 

<ASB> a una concentrac16n de 4 mg/ml en Ha.OH 0.1N . 

2.2) Preparac16n de la curva patr6n . Hacer diluciones seriadas 

XllTODO 

1:2 de la solución patrón de BSA ( 4 mg/ml y tomar 

alicatas de 20 microlitros para obtener rnuestraG de 20, 40, 

y 80 microgramos/ml . 

a> 80 ug/rnl.- Colocar en un tubo de ensayo 20 ul de la 

~oluci6n estandar y agregar 180 ul de agua destilada 

desionizada. 

b) 40 ug/ml.- Realizar una dilución 1:2 de la soluci6n 

patr6n . Colocar en un tubo de ensaye 20 ul de -ésta 

dilución y adicionar 180 ul de agua. 

c> 20 ug/ml - Realizar una diluci6n 1:2 de la soluci6n 

anteJ~ior <b>. Colocar en un tubo de ensaye 20 ul de ésta 

soluci6n y agregar 180 ul de agua , 

l> Colocar 20 ul de muestra en un tubo de ensaye de 12 x 75 mm. 

2> Agregar 180 ul de agua destilada desionizada. 
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3> Adicionar ml de la soluci6n C , agitar y dejar en reposo la 

solución 10 minutos CA partir de este punto se trabajan los 

problemas y la curva patrón de la misma manera>. 

4) Agregar 0.1 ml de la solución D . 

5) Dejar reposar 1 hora a temperatura ambiente. 

6) Medir la absorbencia de las muestras y la curvn patr6n a 660 nm 

7) Graficar absorbencia contra concentración de Proteínas <ASB>. 

!IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 
IIIIII 

DETER.KINACION JIB !,A ACTIVIDAD DE !,A HEXOCINASA <HC> DE LEUCOCITOS 

POL!KORFONUCLEARES HU.MANOS <P.KNlc <29,33,60> 

PRINCIPIO 

La hexocinasa cataliza la reacción 

Adenosin trifosfato 
<ATP> 

+ Glucosa Glucosa-6-Fosfato 
+ 

Adenosin difosfato 
<ADPl 

La formact6n de glucosd-6-fosfato se mide por la adic16n de 

NADP y la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa CG-6-P DH ), según 

la reacción : 

Glucosa-6-Fosfato + BADP+ 6-Fosfogluconato 
+ 

NADPH + H+ 

El 0-íostogl uconato formado se óxida por- acci6n de la enzima 

fosfogluconico deahidrogenasa , presente en el sistema para reducir 

más NADP•a NADPH 

6-Fostogluconato + NADP• Ribulosa-5-Fosfato +C02 
+ 

NADPH + H+ 

La reducc16n de NADP se mide como un incremento de absorbencia <AA> 

a 340 nm. 



llATERIAL 

Re,.ctivos 

Allortiguador de fosfatos 0.05 )( 
' 

pH= 7.4 

Solución de KCl, 0.1 M. 

Soluci6n de llgCl 0.1 M. 
2 

Solución de ATP 0.02 )(. 

Solución de glucosa ( 0.06 )( 

Soluc16n de 11ADP, ( 0.002 K ) 

Solución de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. G6FDH. 

<10 U/ml> 

Preparación del lisado de leucocitos PMN . 

ver sección Obtención de la fracci6n citoplásm>ca de 

leucocitos PMN> 

.KETODO. 

Los tubos se preparan como sigue : 

Reactivo 

Amortiguador de fosfatos 

KCl 

)fgCl 
2 

Glucosa 

ATP 

G6PDH 

Fracción citopláamica 

Tubo 1 
<ml) 

1.0 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

Tubo ll 
<ml> 

1.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

Loa tubos se incuban a 37°C durante 10 minutas, poster1orlllente ae 

añade 0.1 ml de la solución de NADP a cada tubo Los tubos se 

agitan y elcontenido se vierte en las celdaa de cuarzo .La reacción 

se lee a 340 nm durante 10 minutos El tubo II se utiliza como 
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blanco Se registra todo el período de los 10 m1nutos y se 

determina el 4 A desde el tiempo O hasta el minuto 10 < la pendiente 

es lineal en este período ). Todos los pro~le.mas se realizan por 

triplicado 

3> CALCULOS 

Una unidad de actividad enzimática se expresa como las micromolas de 

RADP reducidas por minuto por miligramo de proteína , a 37~c y 

pH= 7 .4 

óA ; incremento en absorbencia en un minuto a 340 nm. 

3 2 -1 
Coeficiente de ext1nc16n molar de NADP = 6.22 x 10 cm mol 

Actividad de la hexocinasa AA X l. 7 X 1000 
6.23 X 10 X 0.1 X mg Prot. 

llllllIIIIIIlllllIIlIIIlllillIXll 

DETERHINACION ~ Jd> ACTIVIDAD DE J& FOSFOFRUCTOCINASA EN LEUCOCITOS 

POLIMORFONUCLEARES HUKAHQ§ ~PXN> (11,12,13) 

PRINCIPIO 

La enzima fos!ofructocinasa <FFC> cataliza la fosforilac16n de 

fructosa-6-fosfato por medio del ATP a fructosa-1,6-difosfato : 

Frustosa-6-fosfato + ATP 
FFC 

~~~~~·~ Fructosa-1,6-difosfato 
+ 

ADP 

La fructosa-1,6-difosfato producida se mide por la conversi6n a 

dihidroxiacetona fosfato <DHAP) y gliceraldeh(do-3-fosfato <Gli-3-P) 

por acción de la enzima aldolasa: 

aldolasa 
Fructosa-1,6-difoafnto DHAP + GU-3-P 

El gliceraldehído-3-fosfato formado se transforma a dihidroxiacetona 

fosfato por acción de la enzima triosa fosfato iaomerasa <TPI> : 
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TP! 
Gliceraldeh!do -3-fosfato Dihidroxiacetona fosfato 

La reducc16n de la dihidroxiacetona foafato a glicerofoefato por 

medio de la enzima glicerofosfato deahidrogenasa ( GPDH >promueve 

la oxidaci6n de BADH que se mide a 340 nm. 

DHAP + 

.KATBRIAL. 

NADH + l!'" 
GPDH 

Glicerofosfato + BAD+ 

Reactivos 

Amortiguador de fosfatos 0.05 M , pH 7.4 

Soluc16n de XCl , O.lM. 

Solución de XgCl , O.lX. 
2 

Solución de ATP , 0.02 X. 

Solución de fructosa-6-fosfato , F6P , 0.02 M. 

Solución de RADH , 2.65 mi! 

Solución de enzi~as auxiliares, SEA, consistente de: 

Aldolasa, 50 U/ml 

Triosa fosfato isomerasa CTPJl, 36 U/ml. 

Glicerofosfato desbidrogenasa , GPDH, 37 U/ml. 

Preparación del lisado de leucocitos polimor!onucleares <ver 

sección : Obtención de la fracción citopl6S111ica de leucocitos PMNl 

llETODO 

Los tubos ca preparan cODo sigue : 

Reactivo Tubo I Tubo ll 
<mll <mll 

Amortiguador de fos! .. tos 1.0 1.1 

ICCl 0.1 0.1 

)(gCl 0,1 0.1 
2 

ATP 0.1 0.1 



F6P 

SEA 

Fraccion citoplásmica 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

0.1 

lo7 

Los tubos se incuban a 37•c durante 10 min., posteriormente se Añade 

0.1 ml de la solución de RADH a cada tubo. Los tubos se agitan y el 

contenido se vierte en las celdas de cuarzo. La reacción Ge lee a 

340 nm 1 durante 10 min. El tubo 11 se utiliza como blanco. Se 

registra todo el período de los 10 min y se determina el~A desde 

el tiempo O hasta el minuto 10. CLa pendiente es lineal en este 

tiempo). El tubo I se prepara por triplicado. 

CALCULOS 

Definición de activldad específica: Una unidad de actividad 

enzimática se expresa como laG micromolns de NADH oxidadas por minuto 

por miligramo de prote[na a 37ºC y pH 7.4 

~A = incremento en absorbencia en un minuto a 340 nm 
3 2 -1 

Coeficiante de ext1nci6n molar del NADH = 6.22 x 10 cm mol 

Actividad de la fosfofructocinasa ~ óA x 1.7 x 1000 
6.22 x 10 x 0.1 x mg Prot. 

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 

DETERKINAC!ON DE LA ACTIVIDAD DE LA PIRUVATOCIHASA DE LEUCOCITOS 

POLIMORFONUCLEARES HUMANOS <PKN>. <8,23,44,74) 

PRINCIPIO 

La piruvato cinasa <PC> , cataliza la fosforilación de adenosin 

difosfato CADP> a adenosin trifosfato <ATP> a partir de 

fosfoenolpiruvato CPEP> : 
PC 

Fosfoenol piruvnto + ADP Piruvnto + ATP 
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La velocidad de formación de piruvato se mide por la oxidación del 

dinucleotido de adenina y nicotinamida reducido <NADH> en la 

reacción acoplada con la enzima lactato deshidrogenasa CLDH> 

LDH 
Piruvato + NADH + H+ Lactato + NAD+ 

La diSJDinuci6o de la densidad 6ptica que ocurre cuando el BADH es 

oxidado a NAD+ ae detecta a 340 nm 

MATERIAL 

Reactivos 

Amortiguador de fosfatos 0.05 X , pH 7.4 . 

Solución de KCl , O.lM. 

Solución de XgCl , O.lK. 
2 

Solución de ADP , 6.1 mJI. 

Solución de fosfoenolpiruvato , PEP , 7.3 mJI. 

Solución de lactato deshidrogenasa, LDH , 100 U/ml. 

Solución de NADH , 2.65 mX. 

Preparacidn del lisado de leucocitos polimorfonucleares, PXN 

< ver sección : Obtención de la fracción citoplásmica de 

leucocitos PXN > . 

XETODO 

Loa tubos se preparan como sigue : 

Reactivo Tubo J Tubo l J 
<ml > <ml > 

Amortiguador de fosfatos 1.0 1.1 

KCl 0.1 0.1 

J(gCl 0.1 0.1 
2 

ADP 0.1 0.1 
PEP 0.1 

Fraccid'n citopllfsmica 0.1 0.1 



49 

Los tubos se incuban a 37ºC durante 10 min., posterior.mente se añade 

0.1 ml de la solución de HADH a cada tubo. Loa tubos se agitan y el 

contenido se vierte en las celdas de cuar20. La reaccion se lee a 

340 nm por 10 minutos. El tubo 1 se prepara por triplicado y el tubo 

IJ se utiliza como blanco. 

CALCULOS 

Una unidad de actividad enzimática se expresa como laG micromolas de 

HADH oxidadas por minuto por miligramo de proteína a 37 C y pH 7.4 

~A = decremento de absorbencia en un minuto a 340 mu 

3 2 -1 
Coeficiente de extinción molar del HADH = 6.22 x 10 cm mol 

L\Actividad de la piruvato clnasa = L>A x 1.6 x 1000 
6.22 x 10 x 0.1 x mg Prot. 

DOHDB : 

1.6 o 1.7 =se refieren al volumen total del ensayo en ml. 

10 

0.1 

1000 

6.22 

tiempo de lectura de absorbencia en minutos 

volumen en ml de la fracción citopl6Sll1ica ensayada. 

correcc16n para la concentrac16n en micromolas 

coeficiente de extinci(!n molar del HADH , 
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y 

DlSCl"SlON 
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RESULTADOS Y DISCUSJON 

SEPARACIOH DE LEUCOCITOS POL!XORFONUCLEARES <PXNJ 

En la figura 1 se muestra la relaci6n que existe entre el 

rendimiento de leucocitos PXR hurnanos de sujetos clínicamente sanos 

de acuerdo con el volumen de sangre procesada. Cabe mencionar que al 

trabajar con volWDenea mayores de 50 ml de sangre, los leucocitos 

PMR separados, se aglutinan formando grumos difíciles de disgregar; 

esto se reeolvi6 empleando 100 U de heparina por cada 20 ml de la 

euspene16n final de leucocitos PXN. Volumenea mayores a 120 ml de 

sangre producen cifras bajas de leucocitos PMN en ln cáEara de 

Reubauer, quizás debido a esta aglutinac16n. Para evitar esto es 

necesario procesar la sangre rápidamente, ya que 2 o 3 horas después 

de extraída, la aglutinación es muy evidente. 

Lns celulas se resuspendieron en soluci6n salina balanceada<SSB> 

pH 7.4 y se almacenaron a - 70°C hasta el reomento de la medici6n 

de la actividad enzimática. 

La viabilidad de las celulas que se evaluó por el método de 

exclusi6n del colorante azul Tripán, fué de 95.70 ± 1.19%. La pureza 

valorada por criterio morfol6gico, result6 ser de 96.14 ± 3.72%. 

La variaci6n del método para la obtenci6n de leucocitos PMN 

empleando un volumen fijo de sangre <3 ml>, fué de 12.66% <n=l6 

realizando cada muestra por duplicado) con un rendimiento de 3.66 
6 

± 0.46 x 10 PMR. La variación obtenida es buena teniendo en cuenta 

los problemas metodol6gicos del aislamiento. 

2.- OBTENCION DE LA FRACCION CITOPLASMICA 

La figura 2 muestra dos metodos de lisis celular en la reacción 

catalizada por piruvatocinasa <PC>. Con sonicador a una frecuencia 
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NUMERO DE LEUCOCITOS PMN OBTENIDOS POR VOLUMEN DE SANGRTI 
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de 20 KHz, OJDplitud 12 um y t1eJ11po de exposición de 20 segundos, se 

obtuvo una disminución de 0.016 unidades de absorbencia durante 15 

minutos, mientras que utilizando el choque térmico, se obtuvo una 

diSIDinución de Q.065 unidades de absorbencia en el mismo lapso de 

tiempo, es decir, cuatro veces la obtenida por el sonicador. En 
6 

ambos casos se utilizó una suspensión de 5 x 10 PKH/ml de SSB, 

obtenidas del mismo sujeto (cada muestra se anal1z6 por 

cuatriplicado). Con éstos resultados se decidi6 utilizar el choque 

térmico para la liberación de las enzimas en las muestras problema. 

3.- MED!C!ON DE LAS PROTE!NAS CITOPLASMICAS DE LEUCOCITOS PKN 

En un ensayo preliminar se m1di6 la concentraci6n promedio de 

proteínas citoplásmicas en leucocitos PKN de 28 adultos clínicamente 
6 

sanos obteniendose 3.036 mg / 5 x 10 PMH, mientras 
6 

niños clínicamente sanos fué de L.061 mg/ 3.66 x 10 

que para 14 

PIUI. 

Los coeficientes de variac16n obtenidos en estas valoraciones 

fueron menores al 5 Z, lo que permite la confiabilidad en el método 

de medición. 
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4.- ENSAYO CIIJETICO PARA HEXOCINASA 

La figura 3a muestra la actividad de la enzima hexocinnsa<HC) de 

leucocitoa PKN, cuando se varía la concentraci6n de sustrato. Al 

graficar la absorbencia contra el tiempo, la actividad de la enzima 

es lineal cuando se tiene una concentración de 6.0 umolas de glucosa 

en el sistema de reacci6n. La figura 3b muestra la transformación de 

Lineweaver-Burk para la reacción catalizada por la hexocinasa. 

Mediante el análisis de regresi6n lineal se obtiene que -1/Km 
-5 

-1.39 x 10 X, de donde Km~ 7.2 uX y el inverso de la velocidad 
5 

máxima Cl/Vnáx> es de 3.0 x 10 molas NADP reducidas/minuto/mg 
-6 

Proteína>, por lo que Vmáx = 3.2 K 10 molas de HADP reducidas / 

minuto/mg de proteína. 

El cuadro muestra los datos para el cálculo de la Km con 

respecto a glucosa. El valor obtenido de la Km <7.2 uM> es muy 

similar a la concentraci6n de glucosa C6.0 uJC) en la que la 

respuesta es lineal. La Km para la hexocinasa de leucocitos PMN 

humanos encontrada en este trabajo es muy similar a la de la 

isoenzima tipo III de h{gado hWllano calculada por Colowick y 

col.<29>, que.también se ha reportado en riñon y en intestino y que 

es de 1.0 uX. 

En un ensayo cinético con una concentraci6n mayor de sustrato, 

cuadro 11 , 
-6 

10 molas 

se obtiene un valor de Km = l~.5 uX y una Vmáx = 4.8 x 

de NADP reducidas/minuto/mg de proteína, valores muy 

cercanos a loa calculados anteriormente. La Km es prácticwnente el 

doble en la concentración nas alta de sustrato, mientras que la 

velocidad n6xima tiene poca variacióll, lo que significa que la 

enzima no modifica su actividad en estas concentraciones pero s! su 

afinidad por el sustrato • 
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA EN LA REACCION 
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CUADRO 

ENSAYO CINETICO PARA HEXOCINASA 
(bojo concentraci6n de glucosa) 

[glucosa] 
uM 

1 . o 
2.0 
3.0 
4.0 
6.0 

CUADRO 

Velocidad Máxima 
uM NADPx10/min 

-

1 1 

4.173 
5.993 
8.239 

12. 199 
24.080 

ENSAYO CINETICO PARA HEXOCINASA 
(o 1 ta caneen trae i 6n de sustrato) 

[glucosa] Velocidad Máxima 
uM uM NADPx10/min 

10 17.65 
20 20.86 
30 28.89 
40 33.70 
50 35.31 
60 35.31 

55 
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5> BKSAYO ClliETICO PARA !.A FOSFOFRUCTOCJNASA 

La figura 4a muestra el comportamiento de la reacci6n de la 

fosfofructoclnasa<FFC) con distintas concentraciones de la fructosa-

6-foefato CF6Fl. Bl comportamiento de esta enzima es distinto del de 

la bexocinaaa, pues a diferentes concentf.aciones de sustrato, la 

disminución en la absorbencia es muy pequeña. El cuadro III muestra 

los resultados de loe ensayos cinéticos para FFC. Se obtiene una 
-.t 

Km de 0.8 uJ( y una Vmáx de 6.6 x 10 umolas de NADH oxidadas/minuto/ 

mg de proteína. 

Para observar el efecto de una concentrac16n mayor de sustrato 

sobre la actividad de la FFC 1 se e?sayaron hasta 36 umolas de 

fructosa-6-fosfato por ensayo , con loa resultados que se muestran 
-7 

en el cuadro IV. Se obtiene una Km de 2.07 uJ( y una Vmáx de 4.8 xlO 

molas de NADH oxidadas /minuto / mg de proteína Cfig. 4b> 

Como se observa la Vmáx prácticamente no cambia, mientras que la 

Km sí lo hace. Esto puede deberse a que se tiene una concentración 

de fructoaa - 6 - fosfato mucho mayor que la Km y, cuando esto 

ocurre, la velocidad de la reacción es poco sensible a cambios 

grandes en la concentrac16n del sustrato. 

Frieden 1 Gilbert y Bock <12,13,45,46) observaron el 

comportamiento cinético y regulatorio de la PFC obtenida de músculo 

de conejo y encontraron dos formas de la enzima, las cuales difieren 

en el grado de protonación de la enzima en residuos específicos y en 

su habilidad para unirse al sustrato. El pH óptimo de la enzima es 

alcalino , par.lo que se inactiva en valores bajos de pH. 

Whitaker Cl15>, ha mencionado que la actividad máxima de la FFC 

de eritrocitos se alcanza en un pH de 7.8, sin embargo, también ha 

descrito que la FFC del eritrocito es distinta de la de músculo y 
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE FRUCTOSA 6 FOSFATO EN LA 
REACCION OE FOSFOFRUCTOCINASA 
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CUADRO 1 1 1 

ENSAYO CINETICO PARA FOSFOFRUCTOCINASA 
(baja concentracion de sustrato) 

[fructosa-6- Velocidad máxima 
fosfato] uM uM NADHox/min 

1. o 3.64 
2.0 4.82 
3.0 5.14 
4.0 5.45 

CUADRO IV 
ENSAYO CINETICO PARA FOSFOFRUCTOCINASA 
(cita concentracion de f ructosa-6-fosfcto) 

[fructosa-6- Ve loe i dad máxima 
fosfato] uM uM NADH ox/min 

4.0 3.21 
16.0 4.07 
24.0 4.38 
30.0 4.60 
36.0 4.81 
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la de leucocitos, ya que en la díetrofia muscular solo la FFC de 

leucocitos retiene toda su actividad, la FFC de músculo disminuye 

casi totalmente su actividad y la del eritrocito disminuye a la 

mitad. Esta inactivación en valores bajos de pH indica una 

protonac16n, principalmente de los grupos tiol en el sitio activo de 

la enzima lo que provoca además, una disoc1ac16n reversible de la 

FFC ·<12>. 

Para la FFC, los sustratos se unen preferentemente a formas 

isoméricas de la enzima (isoenzimas>, definidas por el proceso de 

protonación. De aquí que la fructosa-6-fosfato se una principalmente 

a las formas enzimáticas no protonadas, mientras que el ATP y el 

complejo Xg++ ATP se unen a las formas protooadas <13>. 

De ser as{, es posible que el ATP libre, que se une 

preferentemente a la forma protonada, se unas un segundo sitio y 

éste sea el responsable de la inhib1c16n por ATP. lo que provocaría 

que la actividad de la enzima no cambie, aunque la concentración de 

sustrato aumente Ccuadro JV>. 

6> ENSAYO CIJIETICO PARA PIRUVATO CINASA 

En la figura 5a se DUestra la actividad de la enzima piruvato 

cinasa CPC) frente a distintas concentraciones de fosfoenolpiruvato 

<PEPJ. La figura 5b auestra la transformaci6n de Lineweaver-Burk, 

para el cálculo de Km y de Vmáx. 

La curva que ofrece un comportamiento ~áa lineal es la 

correspondiente a 3.0 umolas en el sistema de reacción según el 

cuadro V; después de esta concentración diSJ11inuye la actividad de 

la enzima. Bn el cuadro VI se tiene el mismo efecto, pero después 

de una concentración de 6.0 umolas. En la figura 5a se observan 
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE FOSFOENOLPIRUVATO EN LA 
REACCION DE PIRUVATO CINASA 
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-· 
CUADRO V 

ENSAYO CINETICO PARA P 1 RUVATO C 1 NASA 
(Baja concentraci6n de sustrato) 

[Fosfoenol- VELOCIDAD MAXIMA 
pi ruvato] (uM) umoles NADH oxidados/min 

0.75 1.327 
1 .50 2.044 
2.25 2.097 
3.00 2.310 
3.75 2.215 
6.75 1.640 

CUADRO VI 
ENSAYO CINETICO PARA PIRUVATO CINASA 

(alta concentración de sustrato) 

[fosfoenol- VELOCIDAD MAXIMA 
pi ruvato] (uM) umoles de NADH 

o~idados/min 

0.75 0.652 
3.00 2.097 
6.00 2.664 
12.0 2.536 
24.0 1. 862 
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las diferentes pendientes en el primer minuto, que corresponden a 

la velocidad inicial de la enzima. 

De los datos expuestos en el cuadro V se obtiene unn Ka de 1.01 
-6 

uX y una Vmáx de 5,7 x 10 molas de NADH oxidadas /minuto/mg de 

proteína (figura 5b> . 

La enzima es activada por iones mono y div~lentes CK+ y Mg++> que 

deben encontrarse en el sistema in vitro <figura 5c> ya que sin 

ellos no es posible medir la actividad de la enzima <41,63>. 

EFECTO DE LOS IONES Mg++ Y K+ SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 
DE PIRUVATO CINASA DE LEUCOCITOS PMN 
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Al medir la velocidad de reacción da las tres enzimas a 

diferentes concentraciones de sustrato, manteniendo la concentraci6n 

de la enzima constante, se obtienen las gráfica 6a-6f <que 

corresponden a los datos presentados en loe cuadros I al VI>. 

a> HEXOCI!IASA 

Con bajas concentraciones de sustrato (1 a 5 umolas de glucosa) 

la hexocinasa <HC> muestra un comportamiento de tipo 

(~igura 6a>, al incrementar la concentración de glucosa, 

umolas, tanbién aumenta rápidamente la velocidad, hasta 

sigmoide 

10 a 60 

40 umolas 

de glucosa, despu~s de los cuales la curva se vuelve asint6tica lo 

que indica la aaturaci6n de la enzima (figura 6b). 

Este comportamiento sigmoidal, es característico de enzimas 

~lost~ricas, especialmente homotr6picas, donde la unión de la 

primera mol~cula de sustrato con la enzima, aumenta la afinidad por 

las otras moleculas de sustrato Ccooperatividad positiva>. 

Hubsley y Suelter <56) 1 demostraron que la enzima de mamíferos y 

la de levadura, forman complejos binarios con glucosa mas rápidamente 

que con ATP, por 

interactda con la 

sistema de reacci6n. 

b) FOSFOFRUCTOCIRASA 

lo que la glucosa es el primer sustrato que 

hexocinasa, después de la adición de ATP en el 

Loa estudios cinéticos sobre el mecanismo enzimático de la FFC 

son complicados, por el hecho de que la actividad catalítica en la 

reacci6n nonaal es func16n de, por lo menos. cuatro sustratos: 

fructosa-6-fosfato, iones Jlg++ y K+ y del complejo Xg++ATP. 
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Las figuras 6c y 6d, muestran los reeultados de las gráficas de 

velocidad contra concentración de sustrato. Se obEerva un aumento 

de la velocidad, proporcional a la concentrac16n e fructosa-6-

fosfato, característico de las enzimas que nuestr~n la clásica 

relaci6n cinética de Xichaellia-Henten. La figura e muestra la 

relaci6n J>Ara una concentración baja de sustrato y la figura 6d para 

una concentrac16n mayor. En las dos gráficas se o>serva que la 

curva no se vuelve asint6tica, es decir, no 11e alcanza la 

saturaci6n de la enzima y por lo tanto la Vmáx. s enzimas cuya 

respuesta es de tipo sigJDoidal, son de profunda aigrificancia para 

el control metabolico, ya que una enzima que mu stra cinética 

hiperbólica requiere un gran cambio en la concentraci n de sustrato 

<BO a 90 veces> para aumentar la velocidad de un 10% a un 90% de la 

actividad total, mientras que para una enzima que muestra una 

cinética sigmoidal, se requieren solo pequeños cambios (3 a 6 veces> 

para alcanzar este efecto. La FFC sin embargo, puede ostrar curvas 

de velocidad hiperb6lica cuando se trabaja en un pH donde la 

inhibición por ATP es mínima, es decir, en su pH 6pt mo (pH~8.0l, 

pero también con concentraciones ·inhibitorias e ATP, la 

concentraci6n de F6F aumenta obteniendose entone s un efecto 

cooperativo sobre la actividad de la enzima. De esta manera, la 

gráfica de velocidad inicial contra la concentración d_ F6F es de 

tipo sig,.oidal Clll. 

c> PIRUVATO CINASA 

Bl sustrato de 

activador alostérico 

modulador positivo 

la enzima, el fosfoenolpiruvato 

homotrópico de la enzima, que 

de la reacción. Hunsley y 

FEP> 

actúa 

el ter 

es un 

como 

<56). 
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encontraron que la PC purificada de músculo de conejo, exhibe una 

cinética alostérica clásica del tipo K, es decir Calllbia el valor de 

la Km aparente pero no el valor de la Vmáx. 

La gráficas 6e y 6f muestran la velocidad de reacción contra 

concentraciones bajas y altas de FEP respectivamente. Se observa un 

conportaaiento de tipo hiperbólico, para concentraciones menores a 

3.0 umolas de glucosa, el aUJJlento de la actividad es gradual pero 

después de este valor dis:minuye rápidlllllente (figura 6e>. 

Se ba observado la activaci6n heterotr6pica debida a fructosa-

1,6-di!osfato <F-1,6-diP>, en la PC de hígado de rata y, aunque es 

dificil generalizar, uuchas de las formas de PC de fuentes no 

musculares 

F-1,6-diP 

muestran cooperatividad en la union con FEP por lo 

sirve como activador alostárico para muchas de 

que 

ellas 

<18,25,27). 

Esta activación ocurre como una elevación aparente de la curva 

de 6aturaci6n de FEP. Cabe destacar que para concentraciones altas y 

bajas del sustrato, la pendiente es muy pronunciada aún con cambios 

pequeños en la concentración de FBP, lo que puede interpretarse 

como una cooperatividad positiva. Suponemos que en este CQSo, la 

Fl,6diP presente en el extracto citoplásmico, pudo baber actuado 

como un activador de la enziDa. 

Este tipo de cooperatividad es clásico en la 

enzimática de tipo catabólica cuando se presenta el 

glucolisis a gluconeogénesis. 

regulaci6n 

cAlllbio de 

Bl descenso brusco de la velocidad que se observa en ambas 

figuras, sugiere algún •ecaniGlllo de inbibici6n; esto es cierto, si 

se considera que el grupo fosfato del FBP ocupa el >aismo sitio que 
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el fosfato terminal del ATP <20), 

JCacfarlane y Aineworth <59), reportaron un análisis cinético 

completo de la PC de levadura, concluyendo que el mecanismo de 

reacción ea de tipo ordenado , ea decir, FEP se une primera a la 

enzina, después el complejo )(g++ADP y por áltimo se elimina el 

piruvato después de la producción de ATP. Posiblemente ea en éste 

paso donde se efectúa la inhibición de la enzima en las condiciones 

de nuestro ensayo, debido a que el ATP ocupa todos los sitios 

activos de PC. 



'º 
'l> Al1TROPO)(ll1'RIA BII LOS NIÑOS DRL GRUPO TESTIGO 

El cuadro VII muestra las medidas antropométricas realizadas en 

19 niños clínica.mente sanos, asistentes a una guarderfa del 

Instituto Racional de Pediatría, el cual sirvió como grupo testigo. 

Se anotan los datos de edad y loe porcentajes de peso para la 

talla CP/T), peso en relación a la edad CP/El y talla en relación a 

la edad CT/B>, as! como los perímetros corporales y el espesor del 

panículo adiposo representado por los diferentes pliegues cutáneos. 

Los porcentajes de P/T, P/R y T/H para todos los casos se 

mantuvieron dentro de los limites normales, es decir, alrededor del 

100 %. En el cuadro VIII se observan los datos hematológicos del 

grupo testigo. Como puede observarse no existe· ninguna diferencia en 

loa datos presentados en dicho cuadro con respecto a los valores de 

referencia <anexo 3 ). 

7.1 PROTBIIIAS CITOPLASXICAS TOTALES 

Las figuras 7a y 7b muestran la concentración de proteinas 

citopláamicaa de PJCX con respecta a dos mediciones antropom~tricas, 

el peso según la t'B.lla CP/T> y el peso según. la edad CP/E), 

Bn la figura 7a se observa que la concentración de proteinas 

intracelulares en los leucocitos Pl!ll es de 61.28 mg/100 ml de sangre 

cuando la relación P/T está entre el 90 y el 100 i, mientras que 

comparada contra la relación ·P/E (figura 7b) obtenemos 61.51 mg de 

prote!na/100 ml de sangre, cuando esta relación es de 100-110% del 

peso para la talla. Batos 

de proteinaa en relaci6n 

prácticamente la miBlllB.. 

resultados indican que la concentración 

con el índice P/T y el Índice P/E es 



CUADRO VI 1 

UEDIDAS ANTROPOMETRICAS EN LOS NIROS 
(n-Ut) 

--
MEDICION PROMEDIO DESVIACIDN ESTANDAR 

Edod (mo•oa) 39.84 12.03 
Poso para Ja tal Jo 

i~~ 
103.89 8.65 

Poao para la edad 105.50 10.71 
Talla para la edad :!:) 100.20 8,65 

PER 1 METROS (cm) --
Cofdl leo 50.25 1.77 
Toróclco 53.01 2.19 
Brazo 16.33 1.17 
Muslo- 29.37 1.95 
Piorno 19.53 2.70 

PLIEGUES (mm) 

lntorescapulo vertebral 6.87 1.70 
Trlolpltol 8.11 --11tJ Abdominal 4.95 3 

CUADRO VI 1 1 

DATOS HEMATOLOGICOS DE LOS NlílOS NORMALES 
(n-19) 

l.IEDICION 

Hemoglobina (g/dl) 
Hornatócrl to (%) 
I Gl6buloa blancos/mm" 
I Gl6buloa rojos / mm• 
Albumina (g/dl) 
Tranaforrlna (•g/dl) 

PROMEDIO 

13.67 
39.64 

7900 
5400000 

4.31 
404.13 

DESVIACION ESTANDAR 1 
1.73 
4.73 
1750 

760000 
0.77 

78.30 

CUENTA DIFERENCIAL (") 

Llnfocl tos 
Monocttoa 
Neutr6f l loa 
Bas6f 1 loa 
Eonln61 l los 

54.47 9.67 1 
0.47 0.51 1 

41.48 9.84 

1.89 1.29 
0.53 0.51 _J 

~--------------------------
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PROTEINA CITOPLASMICA OE LEUCOCITOS PMN CON REL.Ac1orr--------i 
AL PEsO PARA LA TAU.A °' NIQos NORWAl.ES ~1 ("9/ 100 ., .......... ¡. . 

Relacl6n peso/talla n Promedio O.E. 

1 

80-90 1 25 .35 
90-100 3 61.28 30.68 
100-110 4 49.02 43.00 ¡ 

i 110-120 4 36.78 25.10 

1 Cllou•• 7•) 

f~~-;~:;-;~-~-~;~~~-~~ RELJ.CIOH DE: PROTEIAAS DE ~ Y El. ~ PAAA LA f.lW) 

U TAi.U DI "lb Jl1ri!llWALD Ntb ~ 

1 

i 
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8.- A!ITROPOKETRIA E1l HIHOS DESHUTRIDOS 

Al ingresar los niffos desnutridos al lntituto Nacional de 

Pediatr{a ee encontró en el 90 % de ellos, cuadros infecciosos y 

parasitarios 1 que fueron eliminados por tratamiento con fármacos. 

Al mismo tiempo fueron tratados con electrol{tos por v!a oral o 

intravenosa dependiendo de el grado de deshidratac16n ocasionada por 

loa cuadros diarreicos que presentaban. La recuperac16n nutricia de 

los niños se inició con una dieta de 40 Kcal/Kg de peso, que se 

aument6 a 80 Kcal y a 200 kcal/Kg de peso dependiendo de su 

aceptación. La dieta estuvo conformada por leche entera al 5% y al 

10~ a! no se presentaban cuadros diarreicos se les complementaba 

con 100 Kcal más por Kg de peso. 

Después de ello el estudio se dividi6 en tres períodos según la 

recuperac16n de el pesa para la talla <cuadro IX>. Estos son, el 

período IHICIAL para los niños con una relac16n P/T menor al 70 %, 

el per~odo JIEDIO para los niños con un peso para la talla entre el 

70 y el 84 % y el período E!.H!1_ para aquellos con una relación P/T 

mayor al 84 ~. 

Bl cuadro IX muestra los resultados de peso y talla para los 19 

niños estudiados, aunque solo 10 de ellos se siguieron en fonna 

longitudinal¡ a loa nueve restantes, solo se les tomó una o dos 

muestras de sangre, ya que eran dados de alta o transferidos a otra 

unidad hospitalaria cerca del lugar donde viven. 

El mismo cuadro, muestra los resultados de los perínetros 

corporales y loa pliegues cutáneos en las distintas etapas de la 

recuperac16n nutricia. Al aplicar la prueba de ºt" para muestras 

independientes resultan significativos los perímetros torácico, de 

brazo, de m~slo y de pierna entre loa tres períodos <p<0.005> y para 
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CUADRO IX 

ANTROPOMETRIA DE LOS NIÑOS DESNUTRIDOS EN DIFERENTES 
ETAPAS DE LA RECUPERACION NUTRICIA 

r-·---- ------ - - --·--·-----·· ----- ·-- ·----·-------··-----------
rED l C l ON 

1 INICIAL 

PERIODOS 

MEDIO 
(70-84% P/T) 

FINAL 
(> 84% P/T) ~ (< 70% P/T) 

~~so (kg_) _____ 4.24 ±0.31 5.45 ±o.75** 6.65±1.26• 

¡TALLA (cm) 63.26 ±-0.84 65.17 ±3.03 66.85 ±4.60. 

l------------------t 
/ PERIMETRO (cm) 
1 

CEFALICO 
lrORACICO 
~RAZO 
~USLO 
¡P 1 ERNA ¡-----
' 

41.43 ±0.78 
38 .33 ±o. 57 
8.21 ±0.48 

11 .82 ± 1. 27 
9. 96 :!"o. 85 

41.80±1. 69 
41. 32 ± 3. 25 
10 .03 ± 1. 05 
14.91±1.38 
11.78±1 .03 

PLIEGUE (mm) 

46.85 ±6.59 
53.02 ±B.82a 
12.77 ±2.600 
20.10 ±6.720 
14. 22 ± 2. 650 

1

1nteresc6pu1 o_ 
vertebral (IEV) 2.34±0.76 3.74±1.15b .5.00±2.01c 
[Tricipitol 3.08±0.97 4.65±1.33b 5.13±1.75c 

~omina 1 1 . 50 ±o. 3-5·---2·-· 6_o_±_o_._8_7 __ 3 __ · 0_0_±_1_._3_2__,c 

~ 
p < 0.002 con respecto al inicial 

• p < 0.001 con respecto al inicial y al f incl 
p < 0.005 

lb p < 0.002 i p < 0.05 



" 
los pliegues interescápulo vertebral <IBV), tricipital y abdominal 

entre el período inicial y medio <p<0.002) y entre el período 

inicial y el final (p < 0.05>. 

La figura 8 muestra los perímetros corporales por per{odos de 

recuperaci6n. Cuando la relación P/T es menor al 70 %t los valores 

promedio para los perímetros cefálico y torácico fueron de 42 y 38 

cm respectivamente¡ conforme se van recuperando los niños, atnaenta 

el torácico a 42 cm por lo que en 70-84 X del peso para la talla son 

prácticamente iguales y aumenta con mayor velocidad el torácico 

hasta tener 53 cm, mientras que el cefálico permanece en 48 cm 

pnra un P/T mayor al 84 %. La figura 9. muestra los pliegues 

cutáneos para los distintos períodos de la recuperación, se observa 

que aumenta mas runpliamente el pliegue JEV y el tricipital. 

La variación de los perímetros corpor~lee (figura 10> en relación 

con el tiempo de recuper~ci6n muestra que después de 78 dras de 

tratamiento se inicia un aumento de los perímetros de tórax y muslo 

principalrunente <p< 0.05). Otra gr6fica similar (figura 11> pero 

~borA relacionando los pliegues cutáneas con respecto al tiempo de 

recuperaci6n muestra la sensibilidad como indicadores 

antropométricos de los pliegues IEV, abdominal y tricipital. 

La relación entre los perímetros tor6cico y cefálico (tor/cefl 

con respecto al peso para la talla, mostró que en los niños DorDales 

con un P/T entre el 90-120 Z se obtiene un índice de 1.00-1.15, 

mientras que en los niños desnutridos el intervalo es de 0.75-1.0 

para los niños que tienen un P/T entre 60-80 %. Para valores mayores 

de peso para la talla el Índice sube hasta 1.2. Estas observaciones 

indican la franca recuperación de loe niñas, lo que se confirma por 

la medición de la antropometría (figuras 12 y 13>. 
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PERIMETROS CORPORALES CON RESPECTO AL PESO PARA LA TALLA 
EN DIFERENTES ETAPAS DE LA RECUPERACION NUTRICIA 
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PLIEGUES CUTANEOS CON RESPECTO AL PESO PARA LA TALLA 
EN DIFERENTES ETAPAS DE LA RECUPERACION NUTRICIA 

< 70 X 70 - 84.X 

PESO PARA LA TALLA 
FIGURA I 9 

PLIEGUE 
·ABDOMINAL 
~ 



77 

PERIMETROS CORPORALES EN RELACION AL TIEMPO DE RECUPERACIOI 
NiRos desnutridos 
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RELACION ENTRE EL INDICE PERIMETRO TORACICO/PER. CEFALICO 
CON RESPECTO AL PESO PARA LA TALLA (NlílOS NORMALES) 
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8.1.- PROTRINAS CITOPLASK!CAS TOTALES 

La concentración de proteinas intracelulares totales de 
7 

leucocitos PKH, fué de 69.08 mg proteinae/100 ml de sangre <6 x 10 

PKH>, para los niños con una relación P/T de 58 a 70%; de 57.21 mg 

de proteína/ 100 ml de sangre cuando la relación P/T es de 80 a 90 ~ 

del P/T, Para una relación P/T > 90X se obtiene una concentración de 

proteína de 61.81 mg / 100 ml de sangre (figura 14). 

El mismo patr6n se observa cuando se relaciona según el peso parü 

la edad ( figura 15)¡ para un P/E menor al 50 Z, la concentración de 

proteínas es de 74 mg / 100 ml de sangre, entre el 50 y el 66Z es 

de 47.64 .mg de proteína/ 100 rol de sangre y cuando P/E es mayor del 

66 Z ésta ea de 64.82 mg de prate{na/100 ml de sangre. 

Al relacionar la concentración de proteínas citoplásmicas. de PKN 

contra el número de leucocitos PkN, se obtiene un contenido proteíco 

de 1.2 mg/3000-4000 leucocitos PKN. Al mismo tiempo, la relación de 

leucocitos PXN obtenidos contra leucocitos totales de la cuenta 

diferencial muestra una correlación = 0.80 (figura 16). 

8.2.-!ND!CES HEKATOLOGIGOS . 

Bn la figura 17 se muestran los indices hematol6gicos de los 

niños en recuperación nutricia, en relación al peso para la talla 

comparados con los datos obtenidos de los niños que confon11aron el 

grupo testigo <vea el cuadro VI 1 I). Al aplicar la prueba de .,t" para 

muestras independientes entre ambos grupos, se obtienen diferencias 

significativas para la hemoglobina (p( 0.0002> y para la albúmina 

<p< 0.05J, cuadros X y XI. 

9.- ACTIVIDAD BNZIJIATICA EN LEUCOCITOS PKJI 

Bn el cu~dro XII se muestran los resultados obtenidos en el grupo 

ESTA TESIS 
SALIR fJí lA 

K1 OtBt 
tlW~lilH.CA 
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PROTEINAS CITOPLASUICAS TOTALES DE LEUCOCITOS PMN CON RELACION 
AL PESO PARA LA TALLA DE LOS Nl~OS EN RECUPERACION NUTfllCIA 

(mg / 100 mi de sangro•) 

peso/ta 1 1 o n Promedio O.E. 

B 69.08 48.72 
13 57.21 61.10 

5 51.98 17.30 
3 61.81 16.62 

PROTEINAS CITOPLASU!CAS TOTALES DE LEUCOCITOS PMN CON RELACION 
PESO PARA LA EDAD OE LOS Nl~OS EN RECUPERACION NUTRICIA j 
peso / odod 

(mg / 100 mi do sangro) -¡ 
n Promed1o O.E. 

6 
9 
7 
2 
2 
J 

1 
74.00 47.40 
59.56 48.J5 
35.72 30.06 
64.82 7.60 
JB.45 11.46 

92.90 

PROTEllMS Cl'TO?...ASMICAS DE PM/l OI Rfl.ACIOH AL PESO PAAA 1 
\-" ElM.D ( nlfto• .a.nutrido•) 

1 

'T--------¡ 1 

[ - 1 1 
"'' ~"L.Zi 

.. , 

; ~ ,,1.1_1_r_,_

1 1 
l F. ~¡ JI Ji. I_ fii.' ....... ...,.. ,...... - ....... ,. 

"-o JHI"" I• Edcrd (S) 



LEUCOCITOS PMN EN RELACION A LOS LEUCOCITOS TOTALES 
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CUADRO X 

INDICES HEMATOLOGICOS EN NIÑOS EN DIFERENTES ETAPAS 

DE LA RECUPERACION NUTRICIA 

PERIODOS 

MEDICION INICIAL MEDIO FINAL 
(<84:1: P/T) ( 70-84:1: p /T) (>84% P/T) 

Hemoglobina (g/dl) 9.97 ± 1.4-6 11. 86 ± 1. 91 10.75 

Hemotócr i to (%) 30.85 ± 5.27 33 . 83 .± 3 . 88 35.00 

Al bámi"na ( g/ d 1) 3.50 ± 0.58 3.09 ± 1.07 3.54 

Transferrina 261 .9 ± 61.62 333.0 ±136.3 462.50 
(mg/ml) 
•Sola un poclenl• •• recupero ho•ta obl•n•r Ul1 P/T > M S: 
por la que no •• .U••tra •U d••Ylaclon ••tandor (O.E.) 

CUARDRO XI 

INDICES HEMATOLOGICOS DE Nl~OS EN RECUPERACION NUTRICIA 

MEDICION n PROMEDIO O.E. p < 

HEMOGLOBINA ~g/dl) 16 11.08 1.88 0.0002 
HEMATOCR ITO %) 16 33.56 5.59 0.002 
ALBUlll NA g/dl) 9 3.28 0.84 0.05 
TRANSFERRINA mg/dl) 10 317.50 115.62 0.05 
/! LEUCOC 1 TOS/ mm 17 9560 5030 NS 

CUENTA DIFERENCIAL (:t) 

LINFOCITOS 16 56.88 11.16 NS 
MONOCITOS . 16 1.06 1.06 0.05 
NEUTROFILOS 16 37.63 11.06 NS 
BASOFILOS 16 0.38 0.50 NS 
EOSINOFILOS 16 3.13 2.19 0.05 

n • n~ra d• sujeta• 
p .. •lgn1flcionola 
N9 - no algnlfloatlvo 
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CUADRO X l l 

ACTIVIDADES DE LA HEXOCINASA, FOSFOFRUCTOCINASA Y PIRUVATOCINASA 
EN EL GRUPO DE NlílOS BIEN NUTRIDOS 

(grupo testigo) 
(n•19) 

(uM de NADP reducido o NADH oxidado/ minuto/ mg de Proterno) 

ENZIMA ACTIVIDAD PROMEDIO 

HEXOCINASA 6.57 ± 4.67 
~OSFOFRUCTOCINASA 21 .39 ± 14.46 

PIRUVATOCINASA 16.42 ± 13.25 

~ " 
' 



testigo de ninos bien nutridos, para la actividad de las tres 

enzimas. Se observa una actividad enzimática para hexocinasa de 

6.57 ± 4.67 nicromolas de RADP reducidas/min/mg de proteína, para 

fosfofructocinasa ea de 21.39 ± 14.46 micromolas de RADH oxidadas/ 

min/mg de proteína y para piruvato cinasa de 16.42 ± 13.25 micromolas 

de RADH oxidadas/min/mg de proteína. 

La variabilidad en la actividad de las tres enzimas fué 

considerable, particularmente para la piruvato cinasa: de hecho se 

encontraron algunos valoies altos en los tres casos que modifican la 

normalidad de la curva. 

El criterio utilizado para la división de los tres grupos se debió a 

la tendencia de puntos bajos y altos en cada uno de los períodos con 

respecto a las actividades enzimáticas. Se encuentran valores bajos 

en el período inicial, valores altos en el período medio y 

nuevamente valores bajos en el final. 

Bn las figuras 18,19 y 20 se muestra la actividad de cada una de 

las enzinas y los cambios durante la recuperación de los niños 

desnutridos. Bs conveniente aclarar que no todos los niños 

ingresaron con el mismo déficit de peso, ni todos fueron dados de 

alta en completa recuperación, además de que hay algunos puntos que 

corre$ponden a muestras Únicas, cuando no fué posible el seguimiento 

longitudinal .. Bn la figura 18 se observa la actividad de la 

hexocinasa en funci6n del peso para la talla. 

Como.puede observarse, la actividad de la bexocinasa muestra un 

agrupamiento clar'o de valores altos en la parte central, entre el 

70 y el. 80 % del P/T ,teniendo en los extremos vslores inferiores. 

Podenos, por lo tanto, dividir dicha escala en tres partes; una 

por debajo del 70 % que podríamos llamar período INICIAL, otra entre 
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• 
70-84 % que podrÍ"111<>S calificar como período XEDJO y por arriba de 

84 Z como per{odo FJRAL. 

En la miSJna situación se encuentra la actividad de la 

fosfofructocinasa <figura 19>, y la actividad de la piruvato cinasa 

<figura 20> en donde podemos delimitar estos mismos períodos. 

Si en vez de utilizar peso para la talla usarrui:ios peso para la 

edad, la imagen es esencialmente lA ~isma. En la figura 21 loa 

períodos quedbn delimitados, en el caso de la hexocinass contra peso 

para la edad, el período inicial por debajo del 51%, el período 

medio entre el 51 y 66% y el periodo final por arriba del 66%. El 

mismo oriterjo se ut1liz6 para las otras dos enzimas <figuras 22 y 

23>. 

El cuadro Xlll muestra resultados de 

comparandolo con los qslores del grupo testigo, 

las tres enzimas 

anali2andolos según 

el P/T, en el período medio las actividades son mucho mas altas y 

las desviaciones estandar demasiado amplias en la Mayoría de los 

casos. 

Al comparar los diferentes grupos entre aí 1 las diferencias no 

son significativas para los distintos períodos de recuperación 

debido a una gran variabilidad y al tipo de distr1buci6n de la 

curva. Solo el valor de la actividad de fosfofructocinasa durante 

el período medio !ué estadísticamente diferente al valor del grupo 

de.niños normales. 

En el cuadro XIV se presenta el análisis de los grupos, según la 

relaci6n P/B. En este caso se observan loe mismos fen6menos 

descritos anteriormente, con diferencias estadísticamente 

significativas entre el per(odo medio y el grupo testigo, tanto 

para la foafofructocinasa como para la hexocinasa Cp< 0.05>. 
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CUADRO X 11 ! 
ACTIVIDADES DE HEXOCINASA FOSFOFRUCTOCINASA Y PIRUVATOCINASA 
EN LOS NiílOS DESNUTRIDOS EN DIFERENTES ETAPAS DE LA 
RECUPERACION NUTRICIA SEGUN EL PESO PARA LA TALLA 

(uM de NADP reducido o NADH oxidado/minuto/ mg de Proteína) 
~·--·---· --------------·------PERIODO DE RECUPERACION 

NZIMA INICIAL MEDIO FINAL TESTIGO 
{<70%) (70-84)';) (>64%) 

n 7 21 6 19 

HEXOCINASA 7.9 ±6.15 15.8±21.5 4.3±5.4 6.6 ±4.7 

-osFOFRUCTOCINASA 18.1 ±17.9 57.1±60.7* 15.8 ±6 .8 21.4±14.5 

PIRUVATOCINASA 14.6 ± B.4 40.8±54.6 7.9±6.4 16.4±13.3 

• p< 0.05 co•poroda aon •I valor ht•llQO 
n • n~ra d• •t1J•lo• por p•rrodo 

CUADRO XIV 

ACTIVIDADES DE HEXOCINASA, FOSFOFRUCTOCINASA Y PIRUVATOCINASA 
EN LOS Nl~OS DESNUTRIDOS EN DIFERENTES ETAPAS DE LA 

RECUPERACION NUTRICIA SEGUN EL PESO PARA LA EDAD 
(uM de NADP reducido o NADH oxidado/ minuto/ mg de Proteína) 

----~·- PER.IODO DE RECUPERACION 
;:NZIMA INICIAL MEDIO FINAL TESTIGO 

(<51%) (51-65%) (>66l!;) 

n 7 18 9 19 

HEXOCINASA 5.4 ± 6.5 18.9±22.1* 7 .1±9.9 6.6 ±4.7 

~OSFOFRUCTOC 1 NASA 27 .4 ± 30. 3 54.1±63.4* 23.2 ±24. 6 21.4±14.5 

~ RWATOC 1 NASA 13.4± 8.5 40.2 ±55.6 20.2±35.1 16.4±13.3 

• • p < 0.[)5 eo.pdrctdO D(Jn el valor la11\tgo 
n • nit..ro U 9VJ•tos por período 
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Los pr.esentes resultados no permiten decir que estas enzimas de 

leucocitos pueden servir como indicadores del estado de nutrici6n, 

ya que el experimento ex~mina los Cllnlbios durante la recuperación de 

los niños, proceso que no equivale ol de desnutrici6n activa. 

La fosfofructocinasa y en menor grado la hcxocinasa, presentan 

actividades diferentes en niños normale6 y en niños que se 

encuentran en el período medio de la recuperaci6n y alientan a 

continuar la búsqueda, examinando como siguiente paso, las 

actividades enzimáticas en niños con desnutr1ci6n activa, antes de 

que comiencen a recuperarse. Antes de ello conviene tal vez, aumentar 

la mu.estra para conocer mejor el tipo de distr1buci6n de les valores 

Y de ser posible llegar a una menor variabilidad. 

Posiblemente sea necesario recurrir a análisis estad{sticos más 

específicos para distribuciones no gaussianas. 



DlSCUSlOB DB RESULTADOS 

Uno de los proble..nias mas importantes en el desarrollo de la 

presente metodologin fué el aislamiento de la fracc16n leucocitaria 

a partir de volumenes pequeños de sangre, utilizando alícuotas de 2 

a 3 ml de sangre <de sujetos adultos clínicamente 5anos), 

Sin embargo, al procesar la sangre de los niños desnutridos se 

encontraron cantidades muy bajas de leucocitos PXN, utilizando 

iguales volumenes de sangre, problema que no se contemplo al 

estandarizar la metodülog{a pero que se resolvi6 durante la 

renlizaci6n del proyecto. Yn estandarizado el aislamiento, se 

procedió con la medici6IJ de lti actividad de las enzimas hexocinasa, 

fosfofructocinasa y piruvato cinasa. 

Al revisar la metodología descrita por d1vers~s fuentes, para la 

medici6n de la actividad de cadn una de estas enzimas, se 

encontraron enormes diferencias en la cantidad de sustrato y en las 

condiciones utilizadas parb medir dicha actividad. Fue d1fícil, por 

lo tanto, establecer la metodología para medir la actividad 

en las tres enzimas, pero principalmente lo fue pnra piruvato cinasa 

de la cúal se consultaron hasta 18 fuentes distintas, donde se 

valoró la actividad de piruvato cinasa en condiciones muy variadas 

<ver anexo 2). 

Worthington 1 Edwards, Hubbard y Dyson 1 utilizaron por ejemplo 

a:mortiguador de imidazol cuyo pH fluctuaba entre 7 y 7.6, mientras 

que Lakomek, Beutler, Blder, Slnith, Cannelli, McQuate y Giles, 

utilizaron un amortiguador de Tris-HCl a pH = 7.4- B.O ¡ Vaygood y 

Badwey utilizaron Hepes a pff = 7.4, y solo uno, Flory, utilizó 

Bll!Ortiguador de fosfatos a pH = 7.4 , 

Se probÓ la actividad de la piruvato cinasa en Bll!ortiguador Tris-



HCl, imidazol y fosfatos y no se encontró diferencia en la activ1dad 

a pH 7.4 por lo que se decidió utilizar el amortiguador de 

fosfatos 1 además de que es mas barato. 

Con respecto a la concentración de Gustratos, iones y coenzirntts 

se siguieron las recomendaciones de Beutler, que midió Ja act.1vidad 

de estas enzimas, pero en eritrocitos y con algunas modificaciones 

que ya fueron discutidas en el capitulo de rP-cultados. Parte del 

análisis bibliográfico efectuado al respecto aparece en el anexo 1. 

Al realizar los ensayos cinéticos para cada una de Iac enzimas, 
-:, 

se observó que la bexocinasa tiene una Km= 1.45 x 10 H, muy cercana 

a la Km de la hexocinasa tipo I y IIf, de3critas por Colowick y col. 
-5 

y cuyo valor es de 5 x 10 X, sin embargo la actividad específica, 

para sujetos sanos, con respecto a esta enzima, fué mucho menor. 

6.57 ! 4.67 u}( NADP reducidos/minuto/mg de Proteína, comparada con la 

actividad medida por los m16?1Jos autores que fué de 200-300 uX NADP 

red/minuto/mg Prot. en músculo de conejo. La actividad de las otras 

dos enzimas también fué bajo al comparar los otros resultados <ver 

cuadro XII ~anexo 2), sin embargo debeJJJos recalcar aquí que son 

diferentes tejidos e inclusive diferentes condiciones de ensayo. 

El anexo 2, muestra en forma resumida, algunas propiedades 

encontradas para las tres enzimas en diversos tejidqs. Después de la 

estandarización en la medición de la actividad enzimfitica se 

procedió a su apl1caci6n en un grupo de niños desnutridas. La 

actividad enzimática fué muy variable tanto en los niños desnutridos 

como en el grupo testigo, por lo que el análisis estadístico 

efectuado no muestra resultados comparables entre ellos. 

Es neceSArio, adenás tomar en cuenta que la cantidad de 



leucocitos (y por lo tanto de enzinas) PXB obtenidos de la snngre de 

los niños desnutridos es tan baja que la concentración de 

sustratos en el sistema de reacción puede rebasar en mucho la 

concentración de sustrato (Km) 1 y no obtener una buena respuesta 

para estas concentraciones. Sera necesario entonces ajustar el 

sistema de ensayo para tal efecto. 



CONCLUSIONES 



COBCLUSIOBllS 

Se logr6 la medición de la actividad de las enzimas bexocinasa, 

fosfofructocinasa y piruvato cinasa en leucocitos PXN, utilizando 

muestras pequeñas de sftngre. 

La Km para bexocinasa, fosfofructocinasa y piruvato cinasa de 

leucocitos PXN humanos fué de 7.19, 0.80 y 1.015 uX respectivamente. 

Se encontraron algunas djferenciBS significativbs entre la 

actividad enzimática del grupo testigo y la actividad enzimática de 

los pacientes en recuperación, correspondientes al perfodo medio, 

para la fosfofructocinasa y hexocinac~. La piruvato cinasa, por su 

elevada variación, no muestra ninguna diferencia significativa. 

La valoración antropométrica de los niños desnutridos durante su 

recuperación, muestra que los pliegues cutáneos Jnterescapulo 

vertebral y tricipital responden con moyor rapidez y aumentan de 

tamaño, con respecto al tiempo de recuperación, que el pliegue 

cutáneo abdominal. 

Al evaluar los perímetros corporales entre los distintos períodos 

de recuperación se presentan diferencias significativas en los 

perímetros que resultaron ser mas sensibles a la recuperaci6n de los 

niños; brazo, pierna, múslo y tórax, en ese orden. 

que el perímetro de brazo es un buen indicador y 

responder n la recupcraci6n. 

Esto significo 

el primero en 
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Recomendación: 

Por últiuo podet11os concluir que aunque las enzimas mencionadas no 

parecen ser indicadores del estado de nutrición, son sensibles dos 

de ellas al tie.mpo de recuperaci6n 1 proceoo que de ninguna manera 

equivale al de una desnutrición activa, por lo que se sugiere un 

estudio complementario que mida la actividad enzimática en sujetos 

que presenten tal padecimiento en Íonna activa y de ser posible 

esta posible correlación en animales de ensayar antes 

experimentación. Inclusive se sugiere medir no solo la actividad 

de estas enzimas sino tambien su concentración. 
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A11EXO 1 
PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LAS ERZillAS GLUCOLITICAS: HEXOCillASA 
FOSFOFRUCTOCIRASA Y PIRUVATO CillASA C29,11,59l 

HEXOCINASA FOSFOFRUGTOGIRASA PIRUVATOCIRASA 

Sustrato glucosa fructosa-6-fosfato f osfoenolpiru­
vato 

Especificidad de 
sustrato 

Localizac16n 

Peso molecular 

Estructura 

No. Sitios activos 

glucosa 
fructosa 

citoplasma 

100 000 

dimér!ca 

1-2 

fructoaa-1-fosfato 
tagatosa-6-fosfato 
glucosa-1-fosfato 

citoplasma 

380 000 

tetra.mérica 

3-4 

Actividad espec(fica 200-300 U/mg 99.5 U/ntR 
(músculo de conejo) 

Km 

Ki 

-5 
5 X 10 J< 

pH Óptimo 8. 0-8. 4 

Punto isoeléctrico 6.0-6.3 

Cof actores }(g • Xn , 
Ca, K, Na 

Activadores citrato 
fosfatos 
3-fosfogli­
cerato 
CATPJ baja 

lnhibidorec (fosfatos] 

Sensibilidad 

Cglucosa-6-
fosfatol 
pH ácido 

-5 
2 .1 X 10 X 

-6 
5.0 X 10 M 

7.4-7.8 

Mg, Kn, Ca 
K. 

Al!Pc,ADP, Pi 
fructosa difos­
fato , iones 

(iones diva-
lentesl 

pH ácido 
dilución 
Ccitratol, ATP 

almacenamiento 

Se presentan solo algunas variables importantes 

1nvestigaci6n. 

citoplasma 

195 000 

tetramérica 

3.8 +/- 0.3 

150-300 U/m¡; 

-2 
1. 7 X 10 M 

-2 
1. 8 X 10 11 

7.4-7.6 

5.2-5.6 

)(g, K, llH4 
Na, Kn, Rb. 

iones mono y 
diva lentes 
fructosa di­
fosf'ato, 
5'-AXP 

ATPJ acidos 
grasos, acetil 
CoA, 

fria 

para esta 
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ANEXO 2 

SISTEMAS DH RBACCJOJi Bll LA llEDIC!Oll DE LA ACTIVJDAD DE 

p IRUV A roe !NASA 

--------------------------------------------------------------------
REFBREllCIA XUESTRA AJIORT l GUAOOR pH ADP .NADH PEP LDIJ 

<mlO <mJO (mJO (U) 

--------------------------------------------------------------------
'iORTEI l l!GTO!i l(C IM!DAZOL 7.G 45.0 6.6 45.0 14 

CHlllG-CHERll E TEA 7 .4 0.4 0.17 1.5 2 

LAKOl!EK E TR!S-HCl B.O 0.6 ü.20 5.0 0.6 

BEUTLER E TR!S-HCl B.O 4 .o 2.00 0.10 6 

ELDER Ep TRIS-HCl B.O 1.5 0.20 5.0 0.6 

ED'iARDS P/>l/H IMIDAZOL 7. 4 5.0 0.17 0.25 100 

Sl!!THS H TRlS-HCl '7. 4 0.5 o.5o 

llAX AUDIT E TEA '7.5 3.0 0.18 3.00 0.05 

HU!ISLEY L CACODILATO 6.2 10 0.15 5.00 3.3 

CARKELI MC TRIS-HCl 7.5 0.27 0.43 0.80 2.0 

XcQUATE .l!C TRIS-HCl 7.4 3.1 0.3 0.1 

BAD\IEY E HEPES· 7.4 4. 1 0.3B 8.0 5.0 

DYSO!i XC IM!DAZOL 7.0 2.0 0.16 1.0 l.O 

GILES KC TRIS-HCl 7.4 0.23 0.15 0.8 1.6 

\IAYGOOD E. coli HBPES 7.0 l.33 0.15 0.2 50 

HUBBARD H/>l/B Il!!DAZOL 7.0 2.0 0.16 1.0 2 

FLOR Y Bp FOSFATOS 7 .4 1.5 0.14 0.6 1.0 

--------------------------------------------------------------------
E = eritrocitos mlC = milimolar 
Bp= enzima purificada U = unidades 
XC= músculo de conejo L = levaduras 
H = higado P = plasma 
K = músculo B. coli = Bechericbta coli 
B = bovino TBA = trietanolamina 
ADP = edenosin difosfato PBP = fosfoenol ptruvato 
HADH= dinucleotido de ntcottnamide y adenina reducido 
LDH = lactato desbidrogenasa 
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AllEXD 3 

Valores de referencia utilizados por el laboratorio de análisis 

clínicos de el Instituto llacional de Pediatría. 

REFERENCIA 

HEKOGLOBlliA 

IJEKATOCRITO 

LEUCOCITOS 

llEUTROFILOS <en banda) 

SEGKEllTADOS 

EOSl!/OFILOS 

BASOFILOS 

LINFOCITOS 

MO!/OCITOS 

11.0-15.0 g/dl 

11.5-12.5 g/dl 

35.0-40.0 % 

35.0-39.0 % 

6-17 

6-14 

X 1000 

X 1000 

o - % 

30 

2.6-2.8% 

0.5 % 

56-59 % 

5-6 % 

IllSTITUTO llACIOllAL DE PEDIATRIA <LABORATORJQ) 

(6-12 meses) 

<24-120 mesee.) 

(6-12 meses) 

<24-120 meses) 

(6-12 meses) 

<24-120 meses) 

Tiatz 11.Y,, Finley P.R. úuía clfnica de pruebas de laboratorio 

Ed. Panamericana , la. edicion , K€xico , 1985 , pag. 530-531. 
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