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INTRODUCCICE

La desnutricién se ha convertido en uno de los principales
problemas de salud en nuestro pafs . De tal manera que no existen
datos exactos de la prevalencia de desnutricidn en México . Existen,
eso &f, estimaciones o aproximacionee del porcentaje de habitantes
que sufren algdn grado de desnutricién, aef por ejemplo, algunos
auntoree <(1,116) mencionan que entre el 15 y el 30 % de la poblacidn
san desnutridos , 1lo que, en definitiva, no le resta importancia
como un problema serlio de salud en nuestro pafs. En algo s{ se esta
de acuerdo : la poblacién nmas afectads son los nifios

La mala alimentacién puede traer graves consecuencias a cualquier
edad, pero estas s&e acentdan mds en el nific pequefio, en la madre
durante el embarazo y durante la lactancia. De estas, la cauca mAs
frecuente de deanutricidh se inicla generalmente en el embarazo por
lo que se condena al nifio a nacer desnutrido y a formar parte del
sin  nlmers de casos presentes an los hoepitales. Por otro lado, la
alimentacidn - deficiente de la madre y del padre, conlleva & que el
nific no tengs las oportunidades de una buena alimentacidn y, por 1lo
tanto,tendrd un rendimiento pobre en la escuela y una actituvd pasiva
en todas sus actividades.

Las caracterf{sticas més importantes de wuna mala alimentacidn
comprenden aspectos que van desde una alta mortalidad en el eeno
materne, produceién de leche materna de baja calidad, un elevado
fndice de nifioe prematuros con bajo peeo al nacer, retardo en el
crecimiento, subdesarrollo locomotor, intelectual y de lenguaje,
ineuficiente aprovechamiento escolar y retrasso en el desarrolle - de

los cardcteres saxuales secundarios.



Para tener una buena nutricidn s8e requiere que la dieta este
conetituida por proteinas , 1fpidoe , hidrates de carbono
vitaminas (22) y nutrimentos inorgdnicos. Las proteinas actdan como
elementos de construccidn y reparacidn , de defensa contra
diferentea agentes patdgenocs y sus productos y, Jjunto con las
coenzimas (por ejemploa, algunas vitaminas), forman moleculas cuya
funcidn catalftica es necesaria para todo el metabolismo celular
las enzimas. La desnutricidn tiene efectos muy importantes sobre la
mayor{a de las funcionee celulares y, en consecuencia, de todos los
tejidos, por lo que las enzimas son laa moleculas que se adaptan a
estos cambiloa modificanda alguna de sue caracterfaticas principales
tales como eitios activese , Km , velocidad mdxima , conformacidn,

configuracidn ete. para mantener las funciones celulares .

El objetiva del preaente trabajo, es determinar &1 la actividad de
algunae enzimas glucolfticas coma la hexocinasa B la
fosfofructocinasa y la piruvatocinasa en los leucocitos
polimorfonucleares de nifios desnutridos en recuperacidn nutricia
pueden wer utilizados como indicadoree bioquimicos del estade de
nutricién o bilen como indicadores de desnutricién marginal, antes
que aparezcan los sfntomas.

Se ha escogido, a los leucocitos polimorfonucleares, como el
modelo de este trabajo ya que, son faciles de extraer, tienen un
metaboliemo complato, que puede reflejar el de otras celulas, y su
obtencidn no le ocaeiona mucho dafio al paciente.

Lge enzinas mencionadas, catalizan pasce irreversibles en 1la
glucaliais .' lo que sugiere , puntos estrategicos de control que

reaponden a camblos drdasticoe en el medio ambiente , como lo es la



falta de suatratos, t{plcos en estados de desnutricidn o de
defictenclia alimentarta ., De ser acf , estos valores podrfan aer
uwtilizados como un arma de diagndstico importantfsima en la
valoracidn de pacientes desnutridos o bien en el seguimiento de los
pacientes cuando se estan recuperando de un estado de deflciencia

extrema, como la desnutricidn.




ADAPTACICR
La adaptabilidad es una caracterfstica basica de los seres
vivos. ' La habilidad para ajustarse B cambios drdsticos en el medio
- ambiente externo ee tal que previene camblos drdsticos en el medio
interno, en 1la sangre y en los fluidos corporales esenciales, no
solo .para el funcionamiento eficiente de los 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, dieminuye 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 camblos en esta fuente: cantidad del
alimento , cantidad de nutrimentos individuales en el alimento o
el patrén de ingestién del alimento disponible , todos, requieren
de ajustes en la acéividad metabblica de un organiemo.

Estos ajustes pueden ser de dos tipos: el primero 1incluye un
cambio en. la velocidad de una reaccidn sin alterar 1la maquinaria
metab8lica existente. En el segundo, se incluyen aquellos ajustes eﬁ
los que ocurren camblos en la concentracién de las moleculas que
constituyen 1la maquinaria metabSlica de la célula. Ambos tipoe de
njusies son facetas de la regulacifn metabflica (66).

La velocidad de catabolismo de un compuesto (aminodcidos, dcidos
grascs o glucoma) puede aumentar o diéminuir considerablemente -en
regpuesta a canmbios en el consumc de ellos , 8in cambios en 1la
cantidad dé las enzinas qﬁe degradan tales compuestos.

Bl ' segundo tipo de ajuste es la alterncidn en 1la capacidad de




todo el sistema. Un ejemplo es la alteracidn en la cantiddd de una
enzima limitante de una vfa metabélica en respuesta a combios en la
fuente de nutrimentos. La cantidad de enzimas que degradan

aminofcidos por ejemplio, aumenta en el higado cuando el consumc de

proteinas es alto y disminuye cuando es bajo.

La adaptacidén implica cambios.en el sistema en respuesta a una
variacién 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
cureo de la evolucidn son mas prometedores si existe un valor de
sobrevivencia . Este concepto va muy relacionadec 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 miema o de aotras especies.

El mayor problema en las investigaciones sobre la adaptacién en
la desnutricidn, es distinguir entre loe cambios que representan una
alteracidn no espec{fica a la adaptacién y aquellas que representan
cambios para una adaptacidn benéfica. Sin embargo, exite poca
informacidn acerca de la importancia fisioldgica de las adaptaciones
enzimdticas. Aunque los gistemas vivos no son una simple mezcla de

reacciones, in wvitro , wuno deber{a de esperar que cuando. la

concentracidn de enzima aumenta en un tejide, el tiempo requerido
para eliminar una carga de sustrato, disminuya proporcionalmente. Es
posible demostrar esta relacidn, in vivo, incluso cuando la relacién
no sigue las predicciones tedricas de la enzimologfa aunque se vea
afectada por varios factores como son todas las condiciones dptimas

pH , concentracidn de sustrato , fuerza i6nica , cofactores , etc.



condiciones que, in vitro, son altamente manipuladas haata alcanzar
una velocidad de reaccién maxima (54,64).

El progress en biloquimica hace posible explicar la accidn
catalftica de las enzimas y el mecanismo de su regulacidn a un nivel
molecular. las tecnicas disponibles actualmente para 1a
determinacion de 1a actividad enzimatica tienen un alto grado de
especificidad y sensibilidad que permiten detectar ligeras
‘alteraciones en la concentracion de las enzimas. Actualmente estas
técnicas 8\e aplican para evaluar la nutricién desde un punto de
viata bloqufmico, ya que existe un gran mimero de enzimas cuyas
actividades dependen de la cantidad y calidad de 1la dieta, la
frecuencia del consumc del alimento y del volumen del alimanto.

Huchos factores afectan 1la actividad enzimftica in wivo de
manera que detectar una cantidad de enzima en un momento dado
representa solo un destello en el panorama bioquimico. Todos estos
factores en determinado momento sSon sehales que modifican

continuamente las instrucciones del genoma (66).

HOXEOSTASISE Y RBGULACION BEZIKATICA

La homeocatasis sae refiere a la tendencia del organismo para
mantener todas las condiclones vitales sin cambio, es decir, mantener
los niveles de cada uno de los metabolitos en un valor constante
{normal). Se debe suponer que este mantenimiento constaante
(equilibrio) esc un mecaniemo de control homeostdtico , descrito por
Cannon en 1926 y que no es un principio rfgido sino la adaptacién
flexible del organiemo a situaciones externas, - como la
disponibilidad de oxfgeno, ‘alimento , agua , temperatura, etc ,

para mantener un estado dinfmico estacionarlo (2).



Sin embargo , existen l1{mites en estas condiciones favorables
para el mnantenimiento de 1la vida y dentro de estos 1imites la
respuesta es_éptima en relacién al medio ambiente y sus cambios, La
clasificacicn de estos efectos es diffcil debido a que muchos de
ellos tienen una interdependencia muy estrecha.

Los efectos que sobre la actividad de 1las enzimas ejercen
diferentes factores nutricios son muy variados y pueden ser directos
o indirectas, La mayor{a son mediados por mecanienmos de
cantrol homeostéticos y, dentro de ellos,

la accifn harmonal juega
un papel impartante .

MECANISKOS DE REGULACION ENZIMATICA

Exiete una gran variedad de sistemas regulatorios disponibles
en la célula que pueden clasificarse de acuerdo a modificaciones
f{sicas y quimicas de las enzimas gque se efectuan en un tiempo
determinado , Tales mecanismos regulaterios funcionan notablemente
sobre las enzinas para mantener el flujo dptimo de una via
metabdlica y por lo tanto de una funcidn bioldgica. Sin embargo debe
congiderarse que la modulacién de upa actividad enzimftica involucra
varios mecaniamos por los que tal actividad puede modificarse in
giggg con la reelgvancia de estos mecanlsmos an las coudiciones in

vivo.

1) Disponibilidad limitada de sustrato.

' Este es el camino mas eimple en la anlteracidn del flujo en una

via metabdlica. Los patrones metnb6licos t{picos se mnntiengn aqlo
bajo ciertas condiciornes en el estado basal. Sin embargo, si ias

cancentraclones intracelulares dé un sustrato son . insuficientes mno

es posible 1la  interaccidn entre este y la enzima de. una manera
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espec{fica, a menos que la enzima sea el factor limitante de todo

el sistema.

2.~Interacciones alostéricas.

Pequeﬁos canbioa en la conformacidon de una enzima pueden causar
un aunento o disminucidn drdsticos en la afinidad por su sustrato
especifico , modificando asi la actividad espec{fica aparente . Ese
tipo de interaccién se observa principalmente en enzimas
oligoméricas. Una suatancia precursora o un metabolito pueden afectar
tndirectamente las propiedades del sitio activo de 1la enzima,
actuando sobre sitios diferentes a donde espec{ficamente se une el
sustrato modificando 1la velocidad enzimética. La interaccidn
alostérica representa un mecanismo que controla la velocidad de una
via metab6lica. - Este control se alcanza por una 1inhibicién por
producto final, entre otros, y permite una respuesta inmediamta vy

eficiente a un cambioc en los patrones metab&licos (18,20,45,85,98).

3.~Nodificacidn covalente reversible.

lae enzimas pueden estar en forma activa o dinactiva e
interconvertirse en una u otra forma, por modificaciones tales como
la eliminacion o adicidén de un sustituyente (por ejemplo un  grupo
fosfato), que modifica la conformacidn y las propiedades cataliticas
del sitio activeo . Los ejemplos clédsicos de este tipo de regulacidn
son lna'enzimas-que regulan la sintesis y degradacidn de glucdgeno:
la glucdgeno sintetasa y la fosforilasa (92,93), Ambas enzimas se
encuentran en forma fosforilada y no fosforilada. Mientras que la
forma activa de 1la fosforilasa esta fosforilada, la forma activa de
la glucégenosintetasa se encuentra desfosforilada.

Bgte mecanismo es un medio eficiente para operar la via en el



camino de la s{ntesis bloqueando simultdneamente 1la degradacidn, con
la ayuda de enzimas auxiliares que fosforilan (cinasas) ©
desfosforilan (fosfatasas) (93,97,103,113),

4.- Activacidn proteol{ftica irreversible.

La generacidén de una enzima activa a partir de una enzima
inactiva incluye normalmente una modificacién proteolftica del
precursor por eliminacidn de un aminodcido o ée algdn peptido
pequelio . Este tipo de mecanismo es muy importante en el tracto
gastrointestinal donde se mejoran las enzimas proteolfticns
almacenadas y liberadas en un estado inactivo , como los zimdgenos ,

que 6e activan en el momento apropiado.

5.-Variacién en la concentracidn total de enzima por cambios en

su velocidad de sintesis o degradacidn

Ambos mecanismos, la sfntesis y la degradacidn, modifican 1los

niveles enzimdticos intracelulares. Es un proceso relativamente lento
pero muy eficiente ya que se aplica a adaptaciones a largo término.

Como la &afntesis de todas las proteinas esta bajo control
gendtico resulta evidente que los mecanismos de regulacidn genética,
{induccidn o represién), juegan un papel esencial adaptando
continuvamente las capacidades metabdlicas a las necesidades actuales
del organismo. La velocidad de sfntesie puede variar por una
alteracidn de la expresidn genética, sin embargo, up aumento ep la
velocldad de sintesis de una enzima no necesariamente puede deberse
a una induccién, sino que puede ser tambien una. aceleracidn del
proceso de transcripeidn, o bien , una manifestacidn de control
postranscripcional (9,27,64).

En las celulas de los organismos superiores (excepto en los
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eritrocitos) las enzimas estan en contlnuo recambio, de manera gue
la velocidad para renovar un grupo de enzimas es un prerequisito
para su regulacidn enzimdtica, sin que se altere su equilibrio .

La vida media de una enzima es una caracterf{stica especifica de
cada una de ellas y difiere entre las especies en el mismo orgdnulo.
La velocidad de sintesis y degradacidén de una enzima explica 1la
dindnica del recambio de dicha enzima. Algunos estudios en higado de
rata en donde se mide el recambio enzimdtico bajo diferentes
condiciones dietarias, muestra evidencias de que la vida media de
cada enzinma varia considerablemente (33,45,85,115).

HBNZIMAS COMO INDICADORES DE ADAPTACIOR.

Para la investigacidn.de las respuestas adaptativas en organismos
superiores se usan varios procedimientos tales como la  inanicién o
la alimentacién de animales de laboratorio con dietas deficientes
en una sustancia espec{fica (aminoécidos , vitaminas, etc.>, ¢ bien
proporcionando una dieta que .contenga un componente en una
elevadisima proporcién (una dieta alta en proteinas). Los resultados
de estos estudios, se expresan como cambioc relativos del mnivel de
actividad enzimftica medida por emsayos estandar.

Estoe resultados pueden expresarse como la cantidad de enzima
o actividad enzimAtica con respecto, a la protefna total, al nitrdgenc
prote{co, al nitrdgenc total o al DNA. Es muy importan£e elegir, por
la ténto. la unidad de referencia aproplada con 1la cual se
representen las alteraciones reales en el organismo
¢99,101,112,118,120), ‘
BFECTOS DE LA DIETA SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA .

La ingeatidn del alimento en el hombre es un proceso

intermitente. Los hébitos alimenticios no solo dependen de la
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cantidad y la calidad del alimento consumido sino tambien de los
esquenas y patrones de esa alimentacidn como el tamafhio ¥
la presentacién(66) . La alteracidn mds drdstica del patrén
alimenticio’ y Ia mas facilmente reproducible en animales de
laboratorio ( y aun en el hombre) es 1la inanicién. Todas las
consecuencias metabélicas observadas bajo este estado nutricio
extremo representan mecanismos de regulacidn honmeostdtica y 1la
seleccién de prioridades para asegurar el mantenimiento de la vide
en las mejores condi¢iones posibles (2.

La ausencia de fuentes externas para renovar los constituyentes
corporales y para aportar energia, ocasiona cambios en la
composicién de los flufdos corporales tales como una disminucidn de
la glucosa sanguinea y de la insulina circulante (65,70,107)>.

Por una parte, las bajas concentraciones de glucosa, tipicas del
ayuno, estimulan la liberacién de somatotropina, glucdgon, hormona
adrenocorticotrdpica (ACTH), y glucocorticoides. Ademds se estimulan
la glucdgenolisis (109), 1la gluconeogé€nesis (113), y la lipolisis,
las dos primeras en el higado y la tercera en el tejido adiposo, por
lo que en congsecuencia aumentan los acidos grasos 1libres y los
cuerpos <cetdnicos en la sangre. Estos cambios se reflejan como
eventoe adaptativos primarios dentro de las celulas ocasionados por
canbios en la actividad de las enzimas de un tejido en particularc70).

Un gran. numero de enzimas responden al ayuno prolongado
aumentando o dieminuyendo su actividad : en general, aumenta la
actividad de enzimas de la gluconeogénesis y del catabolismo de
aminoAcidos y lipidos (25,54).

Para el estudio de 1la adaptacién. a diferentes condiciones
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dietarias sé utilizan los cambios drésticos en las actividades

enzimidticas observadas en la realimentacién de animales con ayuno
prolongado .

En este aspecto se restablece la maquinaria enzimdtica necesaria
para la utilizacicdn de glucosa y la acumulacidn de 4dcidos grasos
(44). Bl andlisis de los patrones enzimiticos en humanos que sufren
de desnutricién estd sujeto a varios factores. En primer lugar al
tipo de tejido que se pretende estudiar, en segundo lugar las te€cnicas
usadas para obtener la muestra (uccesibilidnd),ly en tercer lugar, a
consideraciones éticas.

Debido a que en muchos casos el material de biopsia no es posible
obtenerlo por razones prdcticas y €ticas, los investigadores se han
esforzado en analizar muestras que incluyen la mucosa oral, la piel,
los folfculos pilosos y la saliva para estudios de desnutricién., Sin
embargo, el empleo de éstas muestras, debido a su naturaleza tilenen
una aplicacidn limitada y un patrdn enzimftico que no necesariamente
refleja el de otros tejidos.

La mejor alternativa disponible hasta el momento para el estudio
de_enzimas en la desnutricién humana son los eritrocitos, los
leucocitos, y el suero. El andlisis de enzimae leucocfticas sirve
como ‘un sustituto valioso del material de biopsia ya que ‘estas
celulas se obtienen fAcilmente y tienen un metabolismo completo
camparable con las celulas de otros tejidos (74,91,95),

El Instituto de Nutricidén de Centroamérica y Pd&nama (INCAP) ha
utilizado eata posibilidad para diferenciar biecquimicamente los dos

grandes eindromes de desnutricién que son el Kwashiorkor y el

marasmo.
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Origen

Los granulocitos se derivan de la médula dsea por un fenémeno
denominado granulopoyesis. La cé&lula primitiva o reticular da
origen al mieloblasto , que es la cdlula precursora de esta serie ,
carece de gridnulos , aunque en ocasiones aparece con algunos
grénulos azurdfilos de un color rojo brillante. El nfcleo contiene
uno o m4e nucleolos. La maduracidén del mieloblasto sigue dos lfneas
paralelas, una de ellas comprende la maduracidn del nucleo y 1a
otra, la constituyen todas las reacciones quimicas necesarias para
la formacién de grAnuios neutrdfilos, eosindfilos y basdfilos .

La primera fase consiste en la transformacidn en un promielocito
y condensacién de la cromatina nuclear, desaparicicdn de nucleolos y
la formacién de grédnulos en el citoplasma (azurdfilos y especificos)

La segunda fase la forma el mielocito cuyo ndcleo es redondo u
ovalade y la cromatina nuclear esta més condensada. Los grsnulos
citaopldsmicos se han desarrollado por completo , cubriendo en
algunos casos al niicleo.

En la tercera fase, la del mielocito, el nGcleo toma un aspecto
dentade y en forma de rifion, con la cromatina ain més compacta. En
la cuarts fase la transformacicdn en un nifeleo en forma de banda le
da el nombre de célula. en banda, tambien conocido como Rabdocito.

En la quinta fase el nucleo se segmenta y los segmentos'se unen
por filementos de grosor variable. Al continuar 1la maduracidn
auwmenta el nimerc de segmentos. Conviene mencionar aquf que se
obtienen tres tipos de celulas, los neutrdfilos, los basdfilos, ¥y

los eosindéfilos , que tambien se conocen <coma granulocitos y/o

1eucoc1tos PMN, en forma general.
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La maduracién de los neutréfilos con respecto a laos bast6filos vy

eosinéfilos es similar pero con algunas ligeras variaciopes. Loe

grasulocitos eosindfiloe segmentados rara vez tienen nas de 2

lébulos, los grépulos smon grandes y de color rojo brillante y estédn

separadog en la célula madura. En la célula inmadura pueden tener

un caolor grie oscurc o purpura (128,129,1307.

el mielocito tiene menos grédnulos que 1la

En la serie bas6fila,
célula neutrdfila o eosindfila, pero estos son gruesos e irregulares

¥y por lo general cubren cael todo el nicleo y el citoplasma. Durante

el proceso de wmaduracidn aparecen dos variedades distintas de

grénulos, los grénulos primarice o azuréfiles y los grdanulos

secundarics o especfficos ( las granulos azurdfilos son positivos a

mientras que los especfficos no ), Los grdnulos

l1a peroxidaea,
el nicroscopio

opacos <¢uando ee obeervan en

primarios son
de 0.4 um, contienen mieloperoxidasa,

electrénico con un didmetro

proteinas bAsicas ricas en arginina (catidnicas), wmucopolisacéridos

ricoe en azufre, fosfatasa #dcida y otras hidrolasas #cidas. Los

grénulos secundarios no son tan opacos a los electrones como los
primarios, tienen un didwetro de 0.3 um, contienen gran cantidad

de foefatasa alcalfna, lisozima y aminopeptidasa.

El organiemo .contiene unos 18 x 10 neutrdéfilos /7 Kg  de
y de estos alrededor de 0.7 billones se encuentran en 1a

peso

corporal
sangre, por 1o que la médula dsea cantiene unas 28 veces mas
neutréfilos ( y sus precursores ) que la sangre.

El tiempo que necesita un mielocito para dividirse y terminar su

maduracién y entrar en la sangre es de wunos 11 dias, por lo menos 9

x 10 cdlulas existen en la forma de células paduras y de este

depdsito se -liberan para entrar a la sangre diariamente alrededor de
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1.6 x 109. Esto constituye mds o menos dos y media veces ol nimero
total de npeutrSfilos en la sangre, con una vida medin de
aproximadamente 6.8 horas (126-131>.

Los neutr6filos abandonan la sangre de una manera desordenada en
el individuo normal (probablemente la mayor{a por secreciones de los
bronquios, saliva, aparato gastrointestinal, orina y exudados ).

De los 0.7 x 10 neutrdfilos en la sangre solo la mitad se recoge
en el recuento de leucocitos y constituye el fonde circulante de
granulocitos. El resto conocido como fondo marginal, se encuentra
situado a 1lo largo de las paredes de los vasos sangufneos o
secuestrado en lechos capilares temporalmente cerrados.

La leucocitosis que sigue a un ejercicio o a 1la inyeccidén de
adrenalina, se debe al paso de las celulas del fondo marginal a la
circulacidn, lo que explfca muchos estados transitorios de
neutrofflia (126,127). ’

El nimero de leucocitos PMN en el adulto normal es de 54 a 62 %,
mientras que en el recién nacido tiene un promedio de 60 %2 con un
margén de 16 a 70 %, pero al quinto dia desciende a2l 38 % y se
mantiene as{ durante algun tiempo. En los adolescentes el promedio
aumenta al 48 % y el margén se mantiene entre 25-70% (134) .

En el adulto se encuentran celulas en banda de O al 5% del total
de glébulos blancos, mientras que en el recién nacido pueden contarse
hasta el 25 % durante el primer dfa para alcanzar lentamente 1los
valores de la edad adulta. Los valores de FMN's en banda superiores

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

Heutréfilos
Los neutrdfilos PMN comprenden el 60% de los leucocitos
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circulantes en humanos. Miden 10-20 um de didmetro en los frotis vy
7-9 um de didmetro en secciones. Kl ndGcleo tiene 3 a 5§ 16bulos
unides por filamentos angostos de cromatina. Rl neutréfilo maduro
es primeramente una célula fagocftica con dos tipos distintos de
grénulos. Estos se conocen como grdnuloe primarios o azuréfilos que
contienen hidrolasas dcidas, mieloperdxidasa. y lisozima y los
grdnulos secundarios o especificos que contienen lactoferrina vy
lisozima, entre otras. Los grdnulos primarios tambien contienen un
nimero de proteinas catidnicas que tienen actividad bactericida.

En el neutrdfilo maduro del 80 al 90 % de 1los grdnulos son
especificos y de dstos, del 10 al 20 % son azurdfilos. Los
neutréfilos tienen una vida media de 6 a 20 horas en 1la sangre
periférica y su sobrevivencia en otroa tejidos bajo condiciones
estables es de 4 a 5 dias. Los granulocitos se producen a una
velacidad de 1,6 x 10 celulas/ kg /dfa.

Estas celulas son capaces de migrar hacia un sitioc determinado
(quimiotaxis) bajo el estfmulo de factores quimfotdcticos que
incluyen productos bactericidas, proteasas de tejido y componentes

del complemento <132,133).

Bosindfiloa

Comprenden del 2 al 5 % de los leucocitos en eangre periférica
normal. Son celulas redondas con un didmetro de 12 um. Estdn
caracterizados por un tipo de grdnulo que se‘tiﬂe de naranja con 1la
tincién de Romanoveky. Por microscopfa electrénica se ha encontrado
que estos grd&nulos contienen cristaloides caracteriaticos. Los
eosindfilos de tejidos son exactamente iguales a los circulantes.

Se ha demostrado que el eosindfilo tiene un potencial fagocftico
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para ingerir complejos ant{geno-anticuerpo (Ag—Ac) y tiene un papel
importante en fendmenos anafildcticos y aldérgicos. Los eosinéfilos

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

circulantes.

Bagdfilos

Son celulas en forma ovalada con granulos densos cuando se
observan en el microscopio electrdnico que contienen compuestos
bioldgicamente activos como la heparina y la histamina. Estas
celulas se encuentran en la sangre, tejido conectivo, en la plel,
alrededor de pequehas vesf{culas sangufneas, en folfculos pilosos Yy
tejido adiposo.

Tienen receptores que se unen a la fraccién cristalizable (Fc)
de la I1gE. Hay aproximadamente 105~ loﬁreceptores por célula y estdn
relacionados con la liberacién de histamina, después de la

interaccién de la IgRE con el antfgeno espec{fico.
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Las principales vina nmetabSlicas del leucoclito PHE son 1la
glucolisis, la v{a de hexosa monofosfato (HKP), la gluconeogénesis,
y lo que se ha denominado como la "explosién” respiratoria del
granulocito. Los PHN neutrdfilos son constituyentes importantes del
sistema fagocftico activo contra microorganismos invasores. Estas
celulas gastan energ{a cuando se aproximan y engloban a su presa.

Diversos estudios demuestran que estas celulas sirven como un
modelo para la realizacién de estudios metabdlicos en tejidos, vya
que, comparada con los eritrocitos, en los PKN's se encuentra un
patrdn metabélico mas diversificado incluyendo el consume de
ox{geno y el metabolismo de l{pidos, ademds de que son relativamente
més  fdciles de obtener que otros tejidos, y no se ocasiona dafio al
.donador {24). En relacidén a sus aplicaciones tedricas, los estudios
metabdlicos en granulocitos conducen a aproximaciones bloquimicas
mds detalladas de varios problemas patofisioldgicos, incluyendo la
desnutricidén (44, 118>,

El metabolismo energético de los PHR ha sido objeto de muchas
investigaciones y se acepta generalmente que la energfa usada en
fagocitosis se deriva principalmente de la glucolisis, acompafiada
por un marcado aumento en el consumo de oxigeno, 1la cual resulta en
la produccidn de derivados de oxigeno tdxicos que participan-en 1la
destruccidén de los organiemos ingérldos (14>,

En la fagocitosis, ocurre un déficit de energfa, que se obtiene a
partir de la degradacidn anaerobica de las reservas de glucdgeno del
PNRE con un consiguiente sumento en la produccién de 4&Acido 1ldctico
(92,93), En un medio 1libre de glucosa las celulas fagoc{ticas

utilizan eu glucdgeno a por la activacién de la enzima fosforilasa
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del glucdgeno con un aumento del 70 % en la produccién de lactato
(104). Por otroc 1lado, en estudios hechos con BH—glucosa sa ha
observade que la velocidad de flujo a través de la vfa glucolftica
es constante en la fagocitosis, lo que indica que hay un equilibrio
rapido a traves de la membrana plasmdtica del leucocito (103,109).
Se observa, ademds, un aumento dramftico en 1la produccién de
glicerol-3-fosfato . Esto 1indica que una parte importante de la
glucosa consumida se dirige hacia la sfntesis de glicerol{pidos, =a
traves del glicercl -3-fosfato que participa tambien en la formacidn

de lactato <(109).

CONSUMO DE OXIGERO

El consumo de oxfgeno por leucocitos de pacientes con leucemia
es muy elevado, mas del doble de lo normal; existe prevalencia de la
glucolisis anaerobla, ya que el consumo de oxigeno es bajo y el
glucégeno '“consunido" se recupera como lactato (solo el 73 % de las
unidades de glucosa se recuperan como lactato), La disminucién de
ox{igeno produce una disminucién en las concentraciones de ATP y un
aunmento en la produccién de ADP (27,33,51).
EFECTO DEL pH

La variacién de pH entre 6.8 y 7.8 no altera la glucogendlisis
o el consumo de oxigeno. En general,la glucolisis se activa muy poco
cuando: aumenta el pH, efecto que e observa mucho mejor con
granulocitos de ‘exsudados peritoneales. La FFC se activa a pH
alcalino y ese inhibe a pH dcido, Esta regulacién de FFC por una
variacién del pH se ha encontrado en eritrocitos y en misculo y estd
relacionada con una inhibicién de la enzima por ATP y por la

varigcién en el pB.
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La concentracidn de piruvato es normal en contraste con la fuerte
dieminucién de 3-fosfoglicerato y el aumento de lactato, y es una
consecuencia de 1la baja concentracidén de RADH que previene, que
pequefiae cantidades de piruvato se formen a partir de lactato.

Selvaraj (95>, utilizando un inhibidor metabfliico, como lo es el
fluoruro (20 mM>, ha informado un aumeﬁto en el consunmo de ox{geno
hasta 600 % de su valor basal as{ como de la actividad de la vfa HMP,
el cociente respiratorio y las éxlidasas extramitocondriales durante
la fagocitosis; disminuye- el consumo de glucosa y se consume
lactato, debido a la inhibicién de la enzima enolasa que induce un
aumento en la concentracidn de todos los intermediarios de fructosa-
1,6-difosfato, mientras que el piruvato disminuye.

En bajas concentraciones (0.2-0.5mX) el KaF disminuye el
contenido del glucdgeno en el PHN, aumenta el consumoc de glucosa con
una disminucidén en el consumo de oxfgeno, 1o que aparentemente
produce un efecto Pasteur. Hay activacién de la FFC y por lo tanto,
una mejor glucolisis. La actividad de 1a enolasa y 1la HC son
normales, al igual que la concentracién de ATP.

Estos resultados indican que la actividad glucolftica en el PMN
no se regula sinplemente en el pasoc de FFC, cino que resultz de uaa
regulacidn concertada que incluye enzimas como la HC, gliceraldehido
fosfato deshidrogenasa y fosfoglicerato cinasa.

Una comparacifn entre las actividades glucol{iticas y el
entrecruzamiento 1indica que la glucolisis del granulocito se regula
en el paso de hexocinasa por ATP, en FFC por una inhibici&n
alostérica por ATP y en gliceraldeb{do foafato deshidrogenasa por la

accidn de masas de la relacicn NAD/HADH.
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MBTAROLISXO OXIDATIVO BN RL PHE EUMANQ

Cuando los leucocitos PK¥ humanos se encuentran & una partfcula
fagocitable se presentan alteraclones apreciables en su metabolismo
oxidative. Estos cambios conocidos como la "explosidn respiratoria
del leucocito PHEN" (32), incluyen los sigulentes fendmenos que son
senalbles a la accidn del clanuro o la azida:

a) Consumo elevado de ox{geno.

b) Aumento en la oxidacidén de glucosa v{a hexosa monofosfato (HMP).
¢) Elevada produccién de perSxido de hidrdégenoc.

d) Produccidén del anidn superdxido (02-),

@) Generacién de bioluminiscencla.

f) Aumento en la reduccidn de colorantes del tipo tetrazolio

La importancia de estos fendmenos oxidativos para la cé€lula son
las variadas condiciones clinicas que se presentan, entre ellas la
mejor estudiada es la enfermedad granulomatosa crdénica de la
infancia. Esta enfermedad se caracter{za por la presencia de
neutrdfilos deficientes en su habilidad para destruir bacterias, esto
provoca que los paclentes sufran episodios recurrentes de Infeccilones
bacterianas que en muchos casios tienen un desenlace fatal (34),

Las celulas defectuosas tienen una ingestion normal pero el
aumento del metabolismo oxidativo, que¢ normalmente acompana a la
fagocitosis, esta alterado completamente. La degranulacidn de los
lisosomas en la vacuola fagoc{tica generalmente es normal, aunque a
veces esta un poco disminuida. Otro si{ndrome importante, mas raro
que la enfermedad granulomatosa crénica, es la deficiencia total de
la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH). Las celulas de
éstos pacientes demuestran una ingestidn y degranulacién normal,

pero. un profundo defecto en la actividad bactericida cuando se
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ensayan ip vitro. La inestabilidad de esta enzima es un fendmeno

secuondario que resulta de un defecto metmbslice primario.

Bs simplista creer gque solo el proceso oxidativo esta involucrado
en la actividad bactericida. La habilidad de matar microorganismos
es un procesa complejo que incluye multiples mecanismos.

En general, se acepta que las diferentes especies de bacterias
son  destruidas por mecanismos diferentes y que varios de éstos
mecanismos tienen 1la capacidad de destruir a un solo tipo Qe
bacteria, dentro de la misma cédlula. Los mecanismos bactericidas en
los PMH's neutréfilos pueden,por lo tanto,dividirse en dos grandes
categorias: dependientes ¥y no dependientes de oxfgeno. Desde los
trabajos de Sbarra y Karnovsky se ha intentade definir a las enzi{mas
responsables de la iniciacidn del metabolismo respiratoria. Tales
enzimas deberian catalizar una reaccién general del tipo:

oxidasa
xHz + 02 ————————————3 X 4+ H202

Cualquier enzima que catalize una de estas reacciones
(precumiblemente una oxidasa), deber{a de cumplir, al menos, cuatro
criterios:
&) La enzima debe activarse por un evento fagocftico.
b> La activacidn de 1a enzima debe explicar los eventos incluidos en

la explesién respiratoria.
c) La actividad enzimdtica debe estar defectuosa en alguna via

netabélica. y ,

d) La enzima debe ser insenaibie al ciaﬁuro. ya que la explosidn
respiratoria es, de por éf, insensible a este agente.

Otro criterio que se debe de considerar es la localizacidn celular
de la enzima o enzimas inicladoras, sugiriendose lo sigulente:

1) La enzima se localiza en el exterior de la membrana celular, coma
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una exoenzima. Una vez que la membrana celular se invagipa para
formar  1la vacuola fagocftica, la porcidn externa de 1la membrana
celular, forma el interior de la vacuola fagoc{tica y la oxidasa se
adicionarf{a a la partfcula ingerida.

2) La enzima puede localizarse en uno de los grdnulos citopldemicos
de 1la célula, ya sea a 1a nieloperéxidasa o a las enzimas
hidrol{ticas. La oxidasa, entonces, puede liberarse dentro de 1a
vacuola fagocitica despues de 1a ingestién en el proceso de
degranulacién. Se han propuesto varios candidatos para la oxidasa
que 1inicia la explosién respiratoria con diferentes 1localizaciones
celulares:

A) Ascorbato oxidasa.- El dcido ascérbico reacciona con ox{geno para
producir perdxido de hidrdgeno y 4&cido deshidroascéSrbico. La
combinacién de &clido ascdrbico (1 a 3 mM en neutrdfilos) con
pergxido de bhidrdgeno y un metal iénico constituye un potente
sistema bactericida.

B) Glutatidén reductasa.- Esta enzima aumenta rdpidamente en 1la
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 demostrado.

[} Glutatién peréxidasa.- Esta enzima esta involucrada en. la
desintoxicacién de perdxido de hidrdgeno.

D) NADH oxidasa.- Esta enzima cataliza la reaccidn :

HADH + W'+ 02 NAD" + H202

Be facil visualizar como esta reaccién explica el consumo de ox{geno
y 1la produccién de perdxido de hidrdgeno durante el trabajo
respiratorio.

B) NADPH oxidasa.- Esta enzima cataliza la reaccidn :



HADPH + H*+ 02 ————————) NADP'+ H202
Esta reaccidn tambien demuestra un aumento en el consumo de
ox{geno y la produccidn de) perdxido de bidrégeno, ademds de que no
es censible al cianuro, estimulandose durante la fagocitosis en un
pH A&cido. Las siguientes reacciones explican el mnecanismo de
iniciacién de 1la explosién respiratoria y 1la produccién de
metabolitos de oxigenc con actividad bactericida:
NADPH + 02 ——————————> 02- + NADP'+ H202
El elevado consumc de oxigeno ocurre porque este es un sustrato
para 1la reaccidén y el aumento del anidn superdxido (02-) se debe a
que es un producto inicial de la reaccién. El perdxido de hidrégeno
producido se debe a la diemutaci&én de los anidnes superdxidos de

acuerdo & la reacci6n:
02~ + 02~ + 2H' ——————> H202 + 02

El anién superdxido puede entonces originar expontdneamente o dar
lugar a una molécula de oxfgeno denominada "oxfgeno singlet", debido
a la interaccidn con H202, de acuerdo a la reaccién de Haber-VWeiss:

o2~ + H202 -————————————3 02+ OHX + HO-

Bl oxfgeno singlet puede producirse también por la interaccidn de
H202 con el anién hipoclorito de acuerdo a lo sigulente;

H202 + C1- ——————————— (0C1l- + H20
0OCl- + H202 ——————————> 02 + Cl- + H20

Una caracterf{stica de el"ox{geno singlet” es que puede emitir su
exceso de energfa en forma de luz (quimiluminicencia), m&s que en la
" forma usual de calor. La quinioluminiciencia sin embargo, es nés
complicada en la fagocitoeis, ya que incluye la interaccidén de este
oxfgeno sainglet y otras especies reactivas del ox{geno con factores
eéricos y/o0 matarial particulado, ya que este tipo de sustancias

me joran la respuesta quimioluminicente.
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EUTRICIOF : ASPECTOS GENEBRALES .

La nutricién incluye el consumo del alimento, la liberacidn de
la energfa, la eliminaci6én de los degsechos y todas la sfntesis
esenciales para el mantenimiento, crecimiento y la reproduccién
1,3). En general, este concepto es vdlido para todos los
organismos vivos desde el mas simple, hasta el mids complejo. Los
nutrimentos se han agrupado en grandes familias tales como los
hidratos de carbono, 1los 1{pidos, las proteinas (y, en menor
proporcisn, pero indispensables) los nutrimentos inorgdnicos y las
vitaminas. A partir de astas moleculas presentes en los alimentos,
se obtienen unidades mas sencillas, como glucosa, amino&cidos y
glicerol que son blogques constructores de nuevos polimeros
sintetizados por la célula, para el mantenimiento de la homeostasis.
La buena nutricidn (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 deficienclas de nutrimentos en la dieta.
Estas deficiencias se caracterizan por la falta de una vitamina en
particular o bien por deficiencias de proteinas o energia.

En palses en desarrollo, la desnutricién tiene su princlipal
impacto en los nifios cuyo crecimiento es rdpido, los requerimientos
de nutrimentos altos y las dietas son inadecuadas debido a muchos
factorea, entre ellos la ignorancila, la pobreza, la disponibilidad
de clertos alimentos y la tensién contfnua debida a infecciones por
bacterias, virus, honges y pardsitos. '
DESHUTRICION EN NINOS

Aunque no existe una divisién precisa para considerar los

distintos tipos de desnutricidén en loas nifios, algunos autores (38,
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40), los han descrito para dos grupos de edad: los nifios lactantes
menores de 1 afio y los preescolares de 1 a 4 afos.

Bl estado nutricio de los infantes depende del tipo de
alimentacién que se acostumbre en la 2zona donde vive, depende
normalmente -~y en principlo- de las reservas fetales, del estado
nutricio de la madre durante el embarazo, pero principalmente de la
alimentacidén al éeno materno, ya que sostiene adecuadamente el
crecimiento en los primeros 6 meses de vida aportando proteinas,
energ{a y algunas vitaminas en cantidades suficientes (1,74).

El per{fodo de 1 a 4 afios de edad es un perfodo realmente crftico
especialmente en el segundo afio de vida, puesto que existe una gran
demanda de nutrimentos, ya que se trata de un perfodo de crecimiento
répido. Existen algunas enfermedades debidas a deficiencias
especf{ficas, pero la forma prevalente de desnutricién en estos
perfodos es la denominada desnutricién protefco-energdtica.

Dentro de estos conceptos se incluyen los dos grandes sindrames,
Kwashiorkor y Marasmo

KWASHIORKOR

Es la palabra usada para denominar un sf{ndrome pluricarencial,
deriva de su descripcidén de la enfermedad en el oeste de Africa,
pero se conoce con otros términos como culebrilla, nifios rojos,
o enfermedad del higado graso (17).

Ea un padecimiento que puedevocurrir en la infancia o en la nifez
y raramente en adultos.Su frecuencia es mas importante en el saegundo
aho de vida y es el resultado de infecciones, sin embargo, la causa
principal son dietas bajas en proteinas pero que contienen hidratos

de carbono., Hay 4 signos que son constantes en kwashiorkor. Estos



27

son el edema, retardo en el crecimiento, dieminucidn del mdsculo con

retencidn de grasa subcutdnea y camblos psicomotores.

a) Bdema,- Es el principal signo del padecimiento y caracterfstico

Puede detectarse en 1la regidn pretibial por la produceién de un

"hoyo" bien definido debido s la presidn ejercida por 3 segundos

con un dedo. sobre el extremo inferior de la tibia.

b) Retardo del crecimiento.- Se detecta por el onédlisis de cilertas

nediciones antropométricas tales como el peso corporal,

circunferencia del brazo y talla, sin embargo la valoracids del peso

puede ser equfvoca por la presencia del edema.

c) Dieminucidn en la mass mnuscular con retencidn de grasa

subcutdnea. Esta caracteristica es constante y se presenta con una

disminucidn en la circunferencia del brazo.
d)> Cambios psicomotores. Hay un desarrollo motor retardado, anorexia

v el paciente se muestra apatico y hurafia.

Otroe signos que acompanan la enfermedad se resumen como eigue:
cambios en el pelo, en color y aspecto, deepigmentﬁciéh de la piel,
“cara de luna”, anemia, salpullido, hepatomegalia, queratomalacia y
otras infecciones asociadas.

MARASMO

El marasmo se debe principalmente a una

hidratos de carbono. Se presenta principalmente

dieta bajs  tanto en

proteinas como en

en el primer aho de vida, como resultado de alimentacidn artificial

con leche wuy dilvfda, asociada con diarrea infecciosa y en
ocasiones con tuberculosis.

Los signos clinicos del marasmo pueden dividirse en dos grupae:

cangtantes y ocaeionales. Los signos constantes se refieren a

retardo en el crecimiento que es extremo y mde marcado que en la
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talla; el nifio usualmente baja 60 % respecto de su peso tedrico, vy
plerde misculo . y grasa subcutsdnea.

BEn los signos ocasionales hay despigmentacion del pelo )
avitaminosis A y B2 (estomatitis angular y queratomalacia) y algunas
enfermedades asociadas como diarrea infecciosa , tuberculesis

moniliasis oral y cambios psicomotores como apatia y anorexia(22).
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Cambios bioquimicos asociados con Kwashiorkor.
Inevitablemente mucho de nuestroe covpocimiento sobre las

mecanismos bioquimicos en el hombre, estan basados en experimentos

en animales, deblendo reconocer que estos resultados se aplican
relativamente al hombre, ya gue las dos especles difieren en tamafo,
vida media, velocidad metabdlica, naturaleza de su dieta y sobre todo
requerimientos nutricios (38,39,40).

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

con la dieta, sin enbargo en el hombre, la informacidén sobre

variacién enzim&tica es limitada y en muchos casos estos resultados

pueden tener un doble significado (101). Estos cambios pueden ser
adaptativos vy en parte, mecanismos compensatorios ya que su mayor
efecto es economizar sustratos cuando la disponibilidad es pobre
(2,53,54).

Esto es importante para la sobrevivencia humana ya que el problema
que permanece ahora es como e presentan estos cambios y como se
controlan., Estudios realizados por Hoffenberg, demuestran que en el
Kwashiorkor la albimina del suero dieminuye y esto se explica porque
cuande la protefna de la dieta disminuye a un nivel criticeo, baja
tambien la cantidad de aminodcidos. que van hacia el higado donde se
sintetiza la albumina (54,3126,127).

En la desnutricién, la sintesis de todas las proteinas de

exportacicon estms disminuida, las capacidades de uniSn de hierro,

cobre, calcio y afntesis de trancferina son bajas, mientras que las
proteinas que no se exportan como la ferritina se si{ntetizan a wna
velocidad normal. Los 1piveles séricos de inmunoglobulinas no

producidas en el higado son normales o elevadas (134).



30

' Una deficlencia de albdmina, y en general de 1las proteinas de
transporte tendrd efectos adversos puesto que no solo habrd
deficiencia de amino&cidos sino también de vitaminas y de lfpidos.

En el Kwashiorkor el contenido de citrato esta disminuido (99) vy

ésto es de especial interés ya que una elevada concentracién de
citrato- inhibe 1a actividad de 1la fosfofructocinasa (FFC). Un
descenso en la concentracién de citrato explica la baja velocidad de
sintesis de &cidos grasos ya que es un activador de la enzima acetil
CoA carbbxilnsa, reguladora de esta sintesis, ademds de que el
citrato es una fuente inmediata de acetil CoA extramitocondrial, en
la reaccifn catalizada por la enzima ATP citrato liasa (9,64).

Schopfer y Douglas, midieron la actividad de enzimas citoplésmicas
en leucocitos PNN de nifios normales y c¢on Xwashiorkor y no
observaron ning(n camblo o diferencia entre las celulas con y sin
fagocitosis,las enzimas medidas fueron hexocinasa,fosfofructocinasa,
piruvato cinasa , gliceraldehido fosfatocinasa , mieloperéxidasa ,
RADPH y NADH oxidasa y produccién de lactato .

Hay pocos datos acerca de 1la actividad metabSlica de PHN en

desnutricién. Aunque se ha establecido la reelevancia de aumentos en
la actividad de vias glucolfticas y oxidativas durante 1a

fagocitosis para el consumo y la destruccidén de particulas (133).

Actividades enzimAticas de leucocitos PHF en desnutricidén.

La fagocitosie y 1la digestidn intracelular de organienos
patdgenog son mecanismos de proteccién fund&mentnles para la
aobrevivenpia del hambre. Defectos cuantitativos y cualitativos de
los PMN se asocian a una gran incidencia y severidad de infecciones

pidgenas causadas por bacteriss y virus (30,50,120,132).
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El englobamiento de 1la partfcula y la formacién de la vesfcula
fagocftica requieren de cambios metabflicos y morfoldgicos que
incluyen degranulacidén, activacién de vias energéticas (glucolisis y
respiracién), fusién del lisosoma con la vacuola para formar los
fagolisosomas, y por Ultimo la digestidn (127-131).

Las enzimas asociadas con los granulos primarios y secundarios en
PMN catalizan la produccidén de energf{a, alteran el pH de la vacuola
fagocf{tica a un pH &cido y degradan macromoleculas microbianas
por medio de los metabolitos de ox{geno, el peréxido de hidrégeno
los aniénes super6xido,los radicales hidrox{lo y el ox{geno molecular
"singlet" los que tienen propledades bactericidas(78,14,32,104).

Ohno y col. han indicado que la produccién de éstos metabolitos
tienen una localizacién subcelular en la membrana plasmdtica y en la
membrana fagosomal (78). Por otro lado Susuki y col. demostraron que
el Acido sidlico presente en la membrana plasmdtica del PHN se
necesita para la generacién de estos metabolitos (104).

En estados de deficiencia nutricia, 1la divisién celular esta
dafiada, el metabolismo energético esta restringido y la actividad
de varias enzimas esta frecuentemente alterada . La asociacidn de
desnutricién e infeccidn y la reduccidn de la capacidad bactericida
del PHN en nifios desnutridos desatan eventos metabolicos importantes

en los leucocitos (28,95).

Las actividades de enzimas citéplaemicas de pacientes con
Kwashiorkor; hexocinasa, fosfofructocinasa, piruvatocinasa, Glucosa
-6-fosfato deshidrogenasa, mieloperdxidasa, NADPH, y glutatién
reductasa no mostrardn cambios con respecto a sujetos normales. Sin

embargo, Selbaraj y Bhat (95), en la India encontrardn disninﬁci6n de
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la actividad de ]AD?H oxidasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y
6-fosfogluconato deshidrogenasa (85). Ademds,los leucocitos de nifos
desnutridos no liveran foefatamsa &cida de los lisosomas durante 1a
fagocitosie. Bl tratamiento de estos nifios con dietas altas en
protefna y energ{a aumenta la actividad de dichas enzimas.

Por otro lado Metcoff y Yoshida, observardn una disminucidén de la
actividad de 1la piruvato cinasa y de la concentracitn de ATP en
nifios con desnutricidn protefco energética (74,118).

La actividad de 1la vi{a hexosa monofosfato es muy alta en
leucocitos PHE en reposo (sin fagocitar), de eujehoé deficientes en
proteinas, comparados con los controles, pero los niveles maximos de
estimulacién de la via, durante la fagocitosis fueron iguales en
loe dos grupos. La captacidn de yodo en proteinas precipitadas con
Acido tricloroacético de neutrdfilos en fagocitosis, fue baja vy
ademfs existe una disminucidn en la babilidad de estas celulas para
matar cultivos de Candida albicans ya que existe una reduccidén en la
respuesta quimiotdctica de las celulas (30,50).

Estas observaciones concuerdan con los datos publicados en
Guatemala India y México (95,74,118), en donde se : encontraron
actividades disminuidas de fumarasa, isocitrato deshidrogenasa(1DH),
malato deshidrogenasa (XDH), " aspartato aminotransferasa (AsAT), vy
alanina aminotransferasa (AlAT). La fosfatasa alcalina aumento v la
actividad de 1a NADPH oxidasa y de la vias hexosa monofosfato,
disminuyeron en PKK fagoc{ticos .

Yoshida, Metcoff y Frenk, observaron en nilios mexicanos con
deficiencias nutricias, bajas concentraciones de ATP en leucocitos
pero niveles normaleg de ADP, AMP, fosfoenolpiruvato ¢(PEP), malato,
y alfa-cetoglutarato 118).



33

La reduccifn oxidativa del colorante nitroazul de tetrazolium a
formaz&n se emplea para evaluar la actividad de la v{a hexosa
monofosfato y la produccién de metabolitos de oxfgeno, que estédn
involucrados en 1la destruccidén de bacterias(9,79,91)>. En nifdos
desnutridos 1los PN en reposo presentan un valor alto en 1la
reduccién de este colorante, 1o que nos indica una estimulacidn

leucoc{tica in vivo por un microbio y sus productos.

La terapia dietaria y la rehabilitacién nutricia se asocian con
la recuperacién de las funciones fagocfticas y de 1la capacidad
bactericida (66,133).

Segin Chandra (134), la migracidn quimiot&ctica esta reducida en
nifioe desnutridos que por lo general tienen infecciones recurrentes
o una historia clfnica de enfermedades infecciosas repetitivas, la
quimiotaxis también se encuentra dieminufda en individuos bien
nutridos pero con infeccidn, de manera que esta anormalidad en la
migraci6én de los leucocitos viene a ser un resultado de la infeccidn
mds que de una deficiencia nutricia per se .

Existe un niUmero de factores inmunoldgicos y no inmunoldgicos que
juegan un papel critico en 1la susceptibilidad de individuos

desnutridos a la infeccién. La funcién dafiada de los mneutrdfilos

asociada con alteraciones en las enzimas intracelulares y procesos

metabdlicos es una de las influencias mds fundamentales . MNos adn -
es importante definir los nutrimentos espec{ficos que modulan las

v{as metabdlicas bnctericid&s en el fagocito (50,66).



ANTROPOHETRIA *

La antropometrfa es la medicidn de la dimensién y composicion del
cuerpo humano (58>,

Bl crecimiento se ve afectado por determinantes bioldgicas,
incluyendo el sexo, el mnedio ambiente intrauterino, el peso al
nacer, el nimero del embarazo, el tamafio del producto al nacer, la
constitucién genética y por factores ambientales como son el clima,
la estacién y el nivel socioeconénico. Las influencias ambientales,
principalmente la nutricién es de mayor importancia que el esquema
genético y otros factores biolégicos (38).

Las dimensiones ffeicas del cuerpo se afectan por la nutricidén
particularmente en el perfodo de crecimiento rdpido de los nifos,
por lo que las mediciones selectas del cuerpo, dan una valiosa
informacién con respecto a una desnutricién en la que se afecta 1la
talla y la composicién corporal.

Los metodos y las mediciones empleadas en antropometria varian
en niimero y complejidad, pero los elegidos dependerdn del propésito
¥y objetivoe del estudio en particular. Las condiciones que d?berin
cubrir para ser e&eleccionadas, son la sencillez, facilidad, rﬁpldéz
y reproducibilidad, para que brinden un n&ximo de informacidn. Las
mediciones =mas usuales son: la masa corporal, representada por el
peso; dimensiones lineales, como la talla y la composicién corporal
y reservas. de energfa, representadas por el tejido blando
superficial, la grasa subcutfnea y el mfsculo.

Bl peso es la medicién antropomdétrica de mAzs uso. BEn regiones en
desarraollo la prevalencia de la desnutricidn energetico protefca se

observa por una deficiencia en el peso.
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Se emplean comunmente dos tipos de mediciones lineales: la talla
y 1a circunferencia de cabezs y torax {(denominadas también perfmetro
cefdlico y tordcico . La circunferencia de cabeza se mide para
detectsr ectados patoldgicos como tawmafic anormal <(hidrocefalia o
microcefalia) titiles en pediatrfa. La circunferencia de cabeza y de
tdrax son 1me mismas en el sexto mes de edad pero después de esto
el crépeo crece més lentamente que el tdérax.
Tejidos blandos

El cerebro, el higado, el corazén, los rifiones y otros organos
internos forman una parte apreciable del peso corporal pereo no varfa
mucho en la desnutricién. Bl miaculo y el tejido adiposo constituyen
el tejido blando que presenta mayor variacién debido a una
deficiencia en proteinas y energfa por lo que la antropometrfa de
estos tejidos es representativa de las  reservas del organiemo.

Se hanv reportado estudios acerca de la cantidad y distribuecidn
de 1la grasa subcutfnea y reservas calbricas vy de su medicifn. Se
utilizan distintos metodos como el ultrasonido, 1la densitometrfa_.
los andlisis fislco-quimicos ¥y 1a antropometrfa f{sica usando

plicémetros o antropdmetros (583},
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OBJETIVQS

DESARROLLAR UN SISTENA PARA MEDIR LA ACTIVIDAD DE LAS ERZIMAS
HEXOCINASA, FOSFOFRUCTOCINASA Y PIRUVATOCINASA EN LEUCOCITOS
POLINORFORUCLEARES HUMAROS (PMX)

OBTENER LOS VALORES DE ACTIVIDAD DE ESTAS ENZINAS ER LEUCOCITOS
PNN DE N1¥0S BIEXN NUTRIDOS PARA SER USADGS COMO TESTIGOS .

COMPARAR LAS ACTIVIDADES DE ESTAS ERZIMAS EN LEUCOCITOS PXN DE
NINOS DESNUTRIDOS ~EN DIFERERTES ETAPAS DE LA RECUPERACION
FUTRICIA Y RELACIORAR ESTAS ACTIVIDADES COR LOS VALORES DE PESO
PARA LA TALLA
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D

2
3>

4>

6)

Bl estudio se dividid en varias etapas pars un mejor desarrollo
1la metodologfa, consistentes en :

ADAPTACION Y ESTANDARIZACIOF DE LAS TECNICAS DE MEDICIOR DE
LAS ENZIMAS HEXOCINASA , FOSFOFRUCTOCINASA Y PIRUVATOCINASA

EF LEUCOCITOS PNN HUMANOS DE SUJETOS CLIRICAMENTE SAECS.
SELECCIOR DE LA POBLACIOR

OBTERCION DE URA HUESTRA DE SARGRE VEROSA EN EL GRUPO TESTIGO Y
MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ERZIMAS ARTES MXENCIONADAS,
BIOMETRIA Y CITOLOGIA HEMATICAS.

OBTERCIOR DE UNA MUESTRA DE SANGRE PERIFERICA ER NI1NOS
DESNUTRIDOS DESDE SU INGRESO HASTA SU EGRESU, COR TOKA DE
NUBSTRAS CADA 15 DIAS, PARA LA VALORACION DE LOS HISKOS
PARAXETROS QUE EN EL GRUPQ TESTIGO.

EVALUACION ANTROPOMETRICA DE LAS DOS POBLACIONES DURANRTE EL
ESTUDIO, CADA 15 DIAS, HASTA LA RECUPERACIOR TOTAL O HASTA QUE
SEAN DADOS DE ALTA.

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTER1DOS

SELECCIQN DE LA PORLAGION

POBLACIOR DE NINOS TESTIGO

Se conformd con quince niBos bien nutridos, no parasitados,

asistentes a 1la guarder{a del Instituto KNacional de Padiatr{a (con

la aéeptaci6n voluntaria de los padres), con edades de 10 meses a 5

afios.

Criterios de seleccidn

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

-Tener un peso en relacidn con la edad ‘entre las percentilas 90-110
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del patrdn. 8
~Con  una citologia y biometr{a hemfitica , dentro de los valores de

referencia estoblecidos por el Instituto Hacional de Pediatria

GRUPO ER RECUPERACION FUTRICIA

Se integrd con 12 nifios que preseantaban desnutricidn protefnico

de tipo marasmo, de 4 meses a 4 alos de edad, internados

energética
Instituto Racionsl de

en la sala de recuperacidn nutricia del
Pediatrfa (participacidn voluntaria).
Criterics de seleccidn

~Presentar algdn tipo de desnutricidn
~Tener un porcentaje de peso en relacidn a 1la talla menor al 90 %
~Fo presentar ningdn tipo de parasitosis

presentan los principales metodos que se
en el eigulente

A continuacién se

utilizardn para el cumplimiento de los objetivos |

orden:
Obtencién de los leucocitos PHR humanos

Obtencidén de la fraccidn citopldamica de los leucocitos PMN
proteinas con el reactivo de fenol (Lowry>

&l
bl

c) Determinacidn de

d)> Determinacidn de la actividad de Hexocinasa

e) Determinacién de la actividad de Fosfofructocinasa

£) Determinacidn de la actividad de Piruvatocinasa

la concentracidn de hemoglobina sa valord por el mdtodo de 1la

cianonetahemoglobina y el hematocrito se realizd con tubos capilares
en una microcentr{fuga, segiun se describe en la literatura (126).

Las mediciones antropoméiricas se realizaron segin las tdcnicas

descritas por Jellife (58).



OBTENCIOF DE LEUCOCITOS POLIMORFOHUCLEARES HUMANOS (PMN).

(24,49

Reactivos

a) Heparina,

5000 U / ml

b) Solucién salina balanceada (SSB).

c) Solucidén balanceada de fosfatos (PBS).

d) Ficoll Hypaque , densidad = 1.077 g/ml

e) Cloruro de amonio

Metodo

1

2)

3>

4)

5

6>

7>

8>

9

0.87 4
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Extraer 3 ml de sangre periférica , agregar heparina (10 U/ml)

y mezclar bien

Centrifugar a 1000 x g durante 10 minutos

Separar la capa superior de leucocitos ( Buffy coat

)

¥

resuspenderla en 3 ml de solucién balanceada de fosfatos (PBS).

Colocar la suspension anterior en un gradiente de Ficoll Hypaque

(densidad = 1.077 +/- 0.002 g/ml )

Eliminar 1a interfase rica en celulas mononucleares (capa

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

Lavar la capa inferior con BH Cl al G.87 % , para ia lisis de

los eritrocitos

contaminantes. Incubar esta solucidn a

durante 16 minutos.

Centrifugar a 1000 x g durante 10 minutos.

37° C

Con esta operacidn

se obtiene una fase rica en leucocitos ( sedimento blanco ) .y

una fase l1{quida que se desecha (lisado de eritrocitos).

Lavar el sedimento blanco dos vecas con solucién salina

balanceada (SSB),

eritrocitos.

o hasta obtener un sedimento blanco libre

Resuspender el sedimento blanco en 2 ml de SSB

de
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10) Contar en un hemocitémetro (CaAmara de Neubauerdel nimero de PMN,

y determinar pureza y viabilidad.
11) Ajustar la concentracién a 1 x lcrleucocitos PHN/m)l con SSB
11) Congelar a -20°C basta tu andlisis

XXXXXXXXIXXXXXEXXXXXXXX

Determinacidn de la pureza de los leucocitos PHE.
Se ' cuentan todos los leucocitos presentes en la cémara de Neubauver
tanto celulas mononucleares (linfocitos y monocitos) como las
celulas polimorfonucleares ( baséfilos, eosindfilas y neutrdfilos?
vy s8e expresa el porcentaje de celulas FPNN presentes en relacién al
nimero total de celulas.
Para esta operacién se utiliza el colorante azul de trip&n , que es
un colorante '"vital" , es decir , tife a las celulas de azul solo
cuando estan muertas, pero 61 estan viables, las celulas tienen un
ligero color amarillo . Se cuenta el total de celulas en un
hemocitémetro ( 1o que representa el 100% ) y se cuentan los PMN
viables {(color amarillo ).

IXYEXXXXIXXXIIXXXXXXXXXXXXXXIXX

OBTERCION DE LA FRACCIOR CITOPLASHNICA DE LEUCOCITOS PMN.

Reactives

a) Hielo seco

b) Acetona GR

C) Suspensidn de leucocitos PHHE.

NETODO

1) Preparar una mezcla frigor{fica consistente en hielo seco/
acetona para dieminuir la temperatura a -30°C .

2) Preparar un bafio de incubacién a 60°C
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3) Sumergir la suspensién de PMN en la mezcla frigorifica hasta
congelamiento e inmediatamente pasarla a el baiio de incubacidn a
60°C

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

5) Posteriormente , homogeneizar la muestra en un disruptor de
celulas Potter - Elvehjem ( marca Lourdes Co.) , durante 30
segundos a 500 rpm .

6) Centrifugar a 5200 x g , durante 30 minutos.

7) Desechar el sedimento y separar el sobrenadante que servird para
la medicidn de la actividad enzimdtica y la determinacidn de
proteinas segun el método de Lowry (67), usando albimina de suero
bovina como referencia (ASB) , mantenerlo en refrigeracidén a 4°C.

XXXIXIXIXXXXIXXXIXXXIXXXXXYXXXY

DETERMINACIOR DE PROTEINAS CON EL REACTIVO DE FENOL (LOWRY,
ROSEBRQUGH, FARR Y RANDALL) (67).

1) PRINCIPIO

Varios tipos de fenoles se comportan como agentes reductores
débiles y pueden oxidarse a compuestos de tipo quinona por muchos
agentes oxidantes. El reactivo de Folfn 6xida compuestos fendlicos
en condiciones alcalinas , de tal manera que se reduce pasando de un
color amarillo a un color azul intenso. A la solucidén de proteina se
le agrega 15n cuprico en tartrato debilmente alcalina que reacélona
con las uniones peptfdicas. El complejo de Biuret y las cadenas
aromaticas de la protefna reducen el reactivo y las dos reacciones
Juntas eon cilen veces mas sensibles que el método de Biuret por sf
solo. Se pueden determinar fdcilmente cantidades de protefna del
orden de 1-100 microgramos con un coeficiente de variacidn menor

al 5§ % (67).
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2) MATERIAL
2.1) Reactivos
a) Solucién A : Carbonato de sodio al 2% en bidrdxido de sodio
0.1 K§
b) Solucidédn B : CuSa .5H 0 al 0.5 % en tartrato de eodio y
potaé!o 251 1% .
¢) Sclucidén € : Solucidn de cobre alcalino , mezclar 50 ml del
solucidn A con 1 ml de la solucién B ( descartar
despues de 1 dfa )
d) Solucién D : Reactivo de Folin dilufdo a 1N con H20
e) Solucién Patrén : Se prepara con albdmina de guero bovina
(ASB) a una concentracién de 4 mg/ml en NaOH O.1N
2.2) PFPreparacién de la curva patrén . Hacer diluclones seriadas
1:2 de 1la esolucién patrén de BSA ( 4 mg/ml > y tomar
alicotas de 20 microlitros para obtener muestras de 20, 40,
y 80 microgramos/ml
a) 80 wugs/ml.- Colocar en un tubo de ensayo 20 ul de 1la
solucién estandar y agregar 180 ul de agua destilada
desionizada.
b)> 40 ug/ml.- Realizar una dilucién 1:2 de 1la solucidén
patrén . Colocar en un tubo de ensaye 20 ul de <€sta
dilucibn y adicionar 180 ul de agua.
©) 20 ug/ml .- Realizar una dilucidén 1:2 de la solucidn
anterior (b). Colocar en un tubo de ensaye 20 ul de €sta
solucién y agregar 180 ul de agua .
KETODO
1) Colocar 20 ul de muestra en un tubo de ensaye de 12 x 75 mm.

2) Agr

egar 180 ul de agua destilada desionizada.
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3) Adicionar 1 ml de la solucién C , agitar y dejar en reposo la
solucién 10 minutos (A partir de este punto se trabajan 1los
problemas y la curva patrdn de la misma manera).

4) Agregar 0.1 ml de la solucidn D .

5) Dejar reposar 1 hora a temperatura ambiente.

6) Medir la absorbencia de las muestras y la curva patrdn a 660 nm

7) Graficar absorbencia contra concentracicn de Proteinas (ASB).

IXIXXXXIXXXXXXXIXXXIXXIXXXIXXIXXX
IXIXXX

DETERMIRACION DE LA ACTIVIDAD DE LA HEXOCINASA (HC) DE LEUCOCITOS
POLIMORFORUCLEARES HUMANQS (PMHE), (29,33,60)

PRIKCIPIC

La hexocinasa cataliza la reaccidén :

Adenosin trifosfato + Glucosa ————> Glucosa-6-Fosfato
(ATP)

+
Adenosin difosfato
(ADP)>

La formaciSn de glucosa-6-fosfato se mide por la adicién de

NADP y la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 60‘6—P DH ), segin

la reaccidén

Glucosa-6-Fosfato + NADP'® ———u—o3 6~Fasfogluconato

NADP; + H+

El 6-fostfogluconato formado se &xida por acclén de la enzima

fosfogluconico deshidrogenasa , presente en el sistema para reducir

mAs NADP'a NADPH :

6-Fosfogluconato + NADP® ————————3 Ribulosa-5-Fosfato +C02
NADPH+ + Ht

La reduccisn de NADP se mide como un incremento de absorbencla (AHA)

a 340 nm.
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HATERIAL
Reactivos
Anmortigvador de fosfatos 0.05 X , pH= 7.4 .
Solucidn de KC}, O.1 H.
Solucién de NgCl a.1 M.
Solucién de ATPz, 0.02 X.
Solucién de glucosa , ¢ 0.06 N )
Solucién de HADP, ¢ 0,002 X )
Solucicdn de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, G6FDH,
(10 U/ml)d
Preparacién del lisado de leucocitos PMN

( ver seccidén ; Obtencidén de la fraccidn citoplésmica de

leucocitos PNN)

HETODO.
Los tubos se preparan como sigue
Reactivo Tubo 1 Tubo I1
(ml) [¢.39]
Amortiguador de fosfatos 1.0 —IT; ————————————————
XCl Q.1 Q.1
NgCl 0.1 0.1
Glncgsa 0.1 ——
ATP 0.1 0.1
G6FDH 0.1 0.1
a.1 0.1

Fraccién citopldsmica

Los tubos se incuban a 37°C durante 10 minutes, posteriormente se
. afade 8.1 ml de 1a solucidn de RADP a cada tubo . Los +tubos ge
agitan 'y elcontenido se vierte en las celdas de cuarzo .la reaccidn

se lee a 340 nm durante 10 minutos . BE1l tubo II se utiliza como
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blanco . Se registra todo el perfodo de los 10 minutos y se

deternina el AA desde el tiempo O hasta el minuto 10 ( 1la pendiente

es 1lineal en este perfodo ). Todos los problemas se realizan por
triplicado .

3) CALCULGS

Una unidad de actividad enzimltica se expresa como las micromolas de
NADP reducidas por minuto por miligramo de protefma , a 37°C y

pH= 7.4 .

4A = incremento en absorbencia en un minuto a 340 nm.

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

Actividad de la hexocinasa =__AA x 1.7 x 1000
6.23 x 10 x 0.1 x mg Prot.

XXXXXXZIXXXXXXXIXXXXXXXIXXTXXXXXIXIXX
DETERKINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFOFRUCTOCINASA EN LEUCOCITOS

POLIMORFONUCLEARES HUMANOS (PMN) (11,12,13)

PRINCIPIO
La enzima fosfofructocinasa (FFC) cataliza 1la fosforilacidn de

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

FFC
-> Fructosa-1,6-difosfato

Frustosa-6-fosfato + ATP
abp

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

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

por accidn de la enzima aldolasa:

aldolasa
Fructosa-1,6-di{fosfato ——————————————3 DHAP + Gl1-3~P

El gliceraldeh{do-3-fosfato formado se transforma a dihidroxiacetona

foafato por accidn de la enzima triosa fosfato isomerasa (TPI) :
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TPI
Gliceraldeh{do -3-fosfate -————————> Dihidroxiacetona fosfato
La reduccién de la dihidroxiacetona fosfato a glicerofosfato por

medio de la enzima glicerofosfato deshidrogenasa ( GPDH )promueve

la oxidacién de HADH que ge mide a 340 am.

GPDH .
DHAP + NADH + H® ————————————3 Glicerofosfato + NAD+

KMATERIAL
Reactivos
Amortiguador de fosfatos 0.05 M , pH = 7.4
Solucidén de KC1 , O,1X.
Solucién de NgCl , O.1NM.
Selucidn de ATP ? .02 H.
Solucidén de fructosa-6-fosfate , F6P , 0.02 M.
Solucién de NADH , 2.65 mX
Solucidn de enzimas asuxiliares, SEA, consistente de:
Aldeolasa, 50 U/ml
Triosa fosfato isomerasa (TPl), 36 U/ml.

Glicerofosfato deshidrogenasa , GPDH , 37 U/ml.

del lisado de 1leucocitos polimorfonucleares (ver.

Preparacidn
seccidn : Obtencicn de la fraccidn citopldsmica de leucocitos PHH)
XETODO
Loe tubos e preparan como sigue :
Reactivo » i Tubo I Tubo 11 i
(ml) (ml>
Amortiguador de fosfatos 1.0 1.1
Kc1 0.1 0.1
XeCl, ‘ ‘ 0.1 a.1 C

ATP a.1 ’ 0.1
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F6F 0.1 -
SEA 0.1 0.1
Fraccion citoplésmica 0.1 0.1

Los tubos se incuban a 37°C durante 10 min., posteriormente se anade
0.1 ml de la solucién de RADH a cada tubo. Los tubos se agitan y el
contenido se vierte en las celdas de cuarzo. La reaccidn se lee a
340 nm , durante 10 min. El tubo Il se utiliza como blanco., Se
registra todo el perfiodo de los 10 min y se determina el 8A desde
el tiempo O hasta el minuto 10. (La pendiente es lineal en este

tiempo). E1 tubo I se prepara por triplicado.

CALCULOS

Definicidn de actividad espec{fica: Una unidad de actividad
enzindtica ee expresa como las micromolas de NADH oxidadas por minuto
por miligramo de protefna a 37°C y pH 7.4

4A = incremento en absorbencia en un minuto a 340 nm

Coeficlente de extincidn molar del WADH = 6.22 x 10d cm2 moIl

Actividad de la fosfofructocinasa = _&A x 1.7 x 1000
6.22 ¥ 10 x 0.1 x mg Prot.

RXIXXXIIXXXXXXXXXXXYXXXXXXIXXIXXX

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA PIRUVATOCINASA DE LEUCOCITGS
POLIMORFONUCLEARES HUKANOS (PHN). (8,23,44,74)

PRINCIPIO

La piruvato cinasa (PC) , cataliza la fosforilacidn dé adenosin
difosfato (ADP) , a adenosin trifosfato (ATP) a partir de
fosfoenolpiruvato (PEP)

PC
Fosfoenol piruvato + ADP —————-——5 Piruvato + ATP
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La velocidad de formacidn de piruvato se mide por la oxidacion del
dinucleotido de adenina y nicotinamida reducido (KADH) en 1la
reaccidn acoplada con la enzima lactato deshidrogenasa (LDH> :

LDH
Piruvato + NADH + H+ -—————————> Lactato + NAD+

La dieminucidn de la densidad dptica que ocurre cuando el NADH es
oxidado a NAD+ sge detecta a 340 nm

NATERIAL

Reactivos

Amortiguador de fosfatos 0.05 X , pH 7.4 .

Solucién de KCl , O.1K. i
Solucidén de MgCl , 0.1M.

Solucién de ADP .2 6.1 mM.

Solucién de fosfoenolpiruvato , PEP , 7.3 nN,

Solucidn de lactato deshidrogenasa, LDH , 100 U/ml. )

Solucién de NADH , 2.65 nM, : ;
Preparacidn del lisado de leucocitos polimorfonucleares, PHN

¢ ver geccidn : Obtencidén de la fraccidn citopldemica de

leucocitos PME ) . i

METODO
Loe tubos se preparan como sigue : P
Reactivo Tubo I Tubo Il

(ml) <m})
Amortiguador de fosfatos 1.0 1.1 !
KC1 0.1 0.1 )
NgCl 0.1 0.1
0P © ' 0.1 0.1 5
PEP 0.1 pugilbal

0.1 0.1

Fraccién citopldsmica
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Los tubos se incuban a 37°C durante 10 min., posteriormente se alade
0.1 ml de la solucién de NADH a cada tubo. Los tubos e agitan y el
contenido se vierte en las celdas de cuarzo. La reaccion se lee a
340 nm por 10 minutos. El tubo I se prepara por triplicado y el tubo
Il se utiliza como blance.

CALCULOS

Una unidad de actividad enzimdtica se expresa como las micromolas de
HADH oxidadas por minuto por miligramo de protefna a 37 C y pH 7.4
AA = decremento de absorbencia en un minuto a 340 mn

3 2 ~1
Coeficiente de extincidén molar del NADH = 6.22 x 10 cm mol

AActividad de la piruvato cinasa = AA x 1.6 x 1000
6.22 x 10 x 0.1 x mg Prot.

DONDE

1.6 o 1.7 = se refieren al volumen total del ensayoc en ml.
10 = tiempo de lectura de absorbencia en minutos

0.1 = volumen en ml de la fracqiéh citoplAsmica ensayada.
1000 = cor}eccidn para la concentracién en micromolas

6.22 = coeficiente de extincidn molar del NADH .
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RESULTADOS Y DISCUSION

SEPARACION DE LEUCOCITOS POLIHORFORUCLEARES (FMN)

En 1la figura 1 se muestra la relacién que existe entre el
rendimiento de leucocitos PHR humanos de sujetos clinicamente sanos
de acuerdo con el volumen de sangre procesada. Cabe menclonar que al
trabajar con volumenes mayores de 50 ml de sangre, los leucocitos
PMR separhdoa, se aglutinan formando grumos diffciles de disgregar;
esto se resolvid empleando 100 U de heparina por cada 20 ml de la
suspensién final de leucocitos PHN. Volumenes mayores a 120 ml de
sangre producen cifras bajas de leucocitos PHN en la cémara de
Neubauer, quizéds debido a esta aglutinacién. Para evitar esto es
necesario procesar la sangre rdpidamente, ya que 2 o 3 bhoras después
de extrafda, la aglutinacidén es muy evidente.

Las celulas se resuspendieron en solucidn salina balanceada(SSB)
pH = 7.4 y se almacenaron a - 70°C hasta el momento de la medicidn
de la actividad enzimftica.

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

exclusidn del colorante azul Tripé&n, fué de 95.70 #

1,19%. La pureza
valorada por criterio morfolégico, resultd ser de 96.14 + 3.72%.

La variacidn del método para la obtencién de 1leucocitos PHN
empleando un volumen fijo de esangre (3 ml), fué de 12.66% (n=16
realizando cada muestra por duplicado) con un rendimiento de 3.66
+ 0.46 x 106PKH. La variacidn obtenida es buena teniendo en cuenta

l1os problemas metodolégicos del aislamiento.

2.~ OBTERCIOR DE LA FRACCION CITOPLASMICA
La figura 2 muestra dos metodos de lisis celular en la reaccidén

catalizada por piruvatocinasa (PC), Con sonicador a una frecuencia
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NUMERO DE LEUCOCITOS PMN OBTENI!DOS POR VOLUMEN DE SANGRE
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FIGURA # 1

REACCION DE PC UTILIZANDO DOS METODOS DE ROMPIMIENTO CELULAR
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de 20 KHz, amplitud 12 um y tiempo de exposicidén de 20 segundos, se

una disminucidn de 0.016 unidades de absorbencia durante 15
se obtuvo una

de

abtuvo

minutos, mientras que utilizando el choque térmico,

disminucidn de ©.065 unidades de absorbencia en el mismo lapso

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

6
anbos casos se utilizé una suspensidn de 5 x 10 PKN/ml de SSB,
obtenidas del mismo sujeto (cada nuestra se analizs por

cuatriplicado). Con éstos resultados se decidid utilizar el choque

térmico para la liberacidén de las enzimas en las muestras problena.

3.~ MEDICION DE LAS PROTEINAS CITOPLASMICAS DE LEUCOCITOS PX¥

En un ensayo preliminar se midié la concentracidn promedioc de

proteinas citopldsmicas en leucocitos PMN de 28 adultos clinicamente

sanos obteniendose 3.036 mg / 5 x 10 PMN, mientras que para 14

nifios clinicamente sanos fud de 1.061 mg/ 3.66 x 10 PMN.
Los coeficientes de variacidn obtenidos en estas valoraciones

fueron menores al S %, lo que permite la confiabilidad en el método

de medicidn.
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4.~ ENSAYO CINETICO PARA HEXOCIFASA

La figura 3a muestra la actividad de la enzima hexocinasa(HC) de
leucocitos PHN, cuando se varfa la concentracidn de sustrato. Al
graficar la absorbencia contra el tiempo, la actividad de la enzima
es lineal cuando se tiene una concentracién de 6.0 umolas de glucosa
en el sistema de reaccién. La figura 3b muestra la transformacidn de
Lineweaver-Burk para la reaccién catalizada por la hexocinasa.

Mediante el andlisis de regresidn lineal se obtiene que -1/Km =
-1.39 % 16 N, de donde Km = 7.2 ul y el inverso de }n velocidad
mAxima (1/Vmé&x) es de 3.0 x 10 ( molas NADP reducidas/minuto/mg
Protefna), por lo que Vmidx = 3.2 x 16 molas de NADP reducidas /
nminuto/mg de protefna.

Bl cuadro I muestra los datos para el chllculo de 1la Km con
respecto a glucosa. El valor obtenido de la Km (7.2 uM) es muy
similar a la concentracién de glucosa (6.0 u) en la que 1la
respuesta ‘es lineal. La Km para la hexocinasa de leucocitos PMN
humanos encontrada en este trabajo es muy similar a 1la de 1la
iscenzima tipe 111 de hfgado humano calculada por Colowick y
col.(29), que tamdbién se ha reportado en rifion y en intestino y que
es de 1.0 uX.

En un ensayo cinético con una concentracidén mayor de sustrato,
cuadro 11 , e obtiene un valor de Km = 14.5 uX & una Vmdx = 4.8 x
10— molas de KADP reducidas/minuto/mg de protefna, valores muy
cercanos a los calculados anteriormente. La Km es précticamente el
doble en la concentrac{dn mas alta de sustrato, mientras Aque la
velocidad mAxima tiene poca ‘variacidn, lo que significa que 1la
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
DE HEXOCINASA
GLUCOSA GLUCOSA GLUCOSA GLUCOSA GLUCOSA
1.0 uM 2.0 uM 3.0 uM 4.0 uM 6.0 um

ABSORBENC 1A

L PR ST ST S S
0 1 2 3 4 S 6 7 a e 10 11 12 13 14 15
TIEMPO (minutos)
FIGURA # 3o

TRANSFORMACION DE L INEWEAVER-BURK PARA HEXOCINASA
DE LEUCOCITOS PMN
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~ CUADRO |
ENSAYO CINETICO PARA HEXOCINASA

(baja concentracién de glucosa)

[glucosa] Velocidad Mdxima
uM uM . NADPx10/min .
1.0 4.173
2.0 5.993
3.0 8.239
4.0 12.199
6.0 24.080

CUADRO [

ENSAYO CINET!ICO PARA HEXOC!INASA

(alto concentrQC|6n de sustrato)

[glucosal Ve locidad Mdxima

uM N uM NADPx10/min
10 17.65
20 20.86
30 28.89
40 . 33.70
50 35.31

60 35.31




5> BNSAYO CINETICO PARA LA FOSFOFRUCTOCIFASA

La figura 4a muestra el comportamiento de la reaccién de la
fosfofructocinasa(FFC) con distintas concentraciones de la fructosa-—
6-foafato (F6F). Bl comportamiento de esta enzima es distinto del de
la hexocinasa, pues a diferenf.es concentraciones de sustrato, la
dieminucién en la absorbenclia es muy pequefia. El cuadro Ill muestra
los resultados de los ensayos cinéticos para FFC. Se obtiene una
Km de 0.8 uM y una Vméx de 6.6 x 10-’ umolas de NADH oxidadas/minuto/
mg de protefna.

Para observar el efecto de una concentracién mayor de sustrato
sobre la actividad de 1la FFC , se ensayaron hasta 36 umolas de
fructosa-6-fosfato por enmsayo , con los resultados que se muestran
en el cuadro IV. Se obtiene una Km de 2.07 uM y una Vmdx de 4.8 xl(-)
molas de NADH oxidadas /minutc / ng de protefna (fig. 4b) .

Como se observa la Vmax précticamente no cambia, mientras que la
Km s{ lo hace. Esto puede deberse a que se tiene una concentracidn
de fructosa -6~ fosfato mucho mayor que la Km y, cuando esto
ocurre, la velocidad de la reaccién es poco sensible a camblos
grandes en la concentracién del sustrato.

Frieden, Gilbert v Bock (12,13,45,46) observaron el
comportamiento cinético y regulatorio de la FRC obtenida de misculo
de conejo y encontraron dos formas de la enzima, las cuales difieren
en el grado de protonacién de la enzima en residuos espec{ficos y en
su habilidad para unirse al sustrato. El pH 6ptimo de la enzima aé
alcalino , por lo que se inactiva en vaiores bajos de pH.

Whitaker (115), ha mencionado que la actividad mixima de 1la FFC
de eritrocitos se alcanza en un pH de 7.'8, sin embargo, tembién ha

descrito ' que la FFC del eritrocito es distinta de . la de misculo y
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE FRUCTOSA 6 FOSFATO EN LA
REACCION DE FOSFOFRUCTOCINASA
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FIGURA # 4c

TRANSFORMACION DE LINEWEAVER-BURK PARA FOSFOFRUCTOCINASA
DE LEUCOC!ITOS PMN .
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-

CUADRO 111
ENSAYO CINETICO PARA FOSFOFRUCTOCINASA

(baja concentracion de sustrato)

[fructosa-6~ Velocidad mdxima

fosfato] uM ‘ uM NADHox/min
1.0 3.64
2.0 4.82
3.0 5.14
4.0 5.45
CUADRO IV

ENSAYO CINETICO PARA FOSFOFRUCTOCINASA
(alta concentracion de fructosa-6-fosfato)

[fructosa-6- Velocidad mdxima

fosfato] uM uM NADH ox/min
3.21
4.07
4,38

WLN -
OO
00000
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la de laucocitos, ya que en la dfstrofia muscular solo la FFC de

leucocitos retiene toda su actividad, la FFC de misculo disnminuye

cagl totalmente s8u actividad y la del eritroclito disminuye a 1la
mitad. Esta 1nactivacidn en valores bajos de pH indica una
protaonacién, principalmente de los grupos tiol en el sitioc activo de
la enzima , lo que provoca ademds, una disociacién reversible de la

FFC Q12).

Para la FFC, los sustratos se unen preferentemente a formas
isomdricas de la enzima (iscenzimas), definidas por el proceso de
protonacidn. De aquf que la fructosa-~6-fosfato se una principalmente
a las formas enzimaticas no protonadas, mientras que el ATP y el
conplejo Ng++ ATP se unen a las formas protonadas (13).

De ser asf, es posible que el ATP 1libre, que se une
preferentemente a la forma protonada, se una a un segundo sitic y
éste sea el responsable de la inhibicién por ATP,  1lo que provocar{a
que la actividad de la enzima no cambie, aunque la concentracién de

sustrato aumente (cuadro 1V),

6) ERSAYO CIRETICO PARA PIRUVATO CINASA

En la figura 5a se muestra la actividad de la enzima piruvato
cinasa (PC) frente a distintas concentraciones de <fosfoenolpiruvato
(PEP). La figura 5b muestra la transforwacién de Lineweaver-Burk,
para el cdlculo de Km y de Vm&x.

La curva que ofrece un comportamientc més lineal es la
correspondiente a 3.0 umolas en el sistema de reaccién segin el
cuadro V; despude de esta concentracidn disminuye la actividad de
la enzima. Bn el cuadro VI se tiene el mismo efecto, pero despu€s

de una concentracicn 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

2.25 umol

1.5 umoi 3.0 umol 3.75 umaol

Absorbencia

0.8 1 L L i ' L TR S 1 ] 1 )\ L 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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FIGURA # 5o

TRANSFORMACION DE LINEWEAVER-BURK PARA PIRUVATO CINASA
LEUCOCITOS PMN
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CUADRO 'V
ENSAYO CINETICO PARA PIRUVATO CINASA

(Baja concentracién de sustrato)

[Fosfoenol- VEL.OC!DAD MAXIMA
piruvato] (uM) umoles NADH oxidados/min

0.75 1.327

1.50 2.044

2.25 2.097

.00 2.310

3.75 2.215

6.75 1.640

CUADRO VI

ENSAYO CINETICO PARA PIRUVATO CINASA

(alta concentracidn de sustrato)

[fosfoeno!— 'VELOC IDAD MAXIMA

piruvato] (uM) _ umo'les de NADH
oxidados/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 &
la velocidad inicial de la enzima.

De 1los datos expuestos en el cuadro V se obtiene una Km de 1.01
uN y una Vméx de 5.7 x 10— molas de NADH oxidadas /minuvto/mg de
prote{na (figura 5h)

La enzima es activada por iones mono y divalentes (K+ y Mg++) que

deben encontrarse en el sistema in vitro (figura 5¢) 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
o l:(qccllz Mgscll; i u’g(gfz %1%
2.4
{ A = 0.001
2.3F
L
2.2}
Loaal
o
=
& 2.0}
S A = 0.000
R | T S S
<
L e i_A=0.030
R I L L P I S
c 1 2 3 4 5 6 7 8 & 10 11 12 13 14 15
TIEMPO (minutos)
FIGURA # 5c




Al medir la velocidad de reaccidn dz las tres enzimas a
diferentes concentraciones de sustrato, manteniendo la concentracidn
de 1la enzima constante, se obyienen las gréafica 6a-6f (que
corresponden a los datos presentados en los cuadros I al VI).

a) HEXOCIFASA

Con bajas concentraciones de sustrato (1 a 5 umolas de glucosa)
la hexocinasa (HC) muestra un comportamiento de tipo sigmoide
(figura 6a), al incrementar la concentracidn de glucosa, 10 a 60
umolas, . también aumenta rédpidamente la velocidad, basta 40 umolas
de glucosa, después de los cuales la curvn‘ae vuelve asintética lo
que indica la saturacidn de la enzima (figura &b).

BEste comportamiento sigmoidal, es caracter{stico de enzimas
alostéricas, especialmente homotrépicas, donde 1la unién de 1la
primera molébuia de sustrato con la enzima, aumenta la afinidad por
las otras moleculas de sustrato (cooperatividad positiva)d.

Hubsley y Suelter (56), demostraron que la enzima de mam{feros y
la de levadura, forman complejos binarios con glucosa mas répidamente
que  con ATP, por 1lo que la glucosa es el primer sustrato que
interactida con la hexocinasa, después de la adicién de ATP en el

sietema de reaccidn.

b) FOSFOFRUCTOCIRASA

Los estudios cinéticos sobre el mecanismo enzimdtico de la FFC
son complicados, por el hecho de que la actividad catalftica en la
reaccién normal es funcién de, por lo menos._‘cuntro sustratos:

ffuctosu-ﬁ—foafato. iones Mg+t y K+ y del complejo Mg++ATP,
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Las figuras 6c y 6d, muestran los resultados de las grdficas de
velocidad contra concentracién de sustrato. Se obeerva un aumento
de la velocidad, proporcional a la concentracién e fructosa-6-
fosfato, caracter{stico de las enzimas que muestran la clasica
relacién cinética de Nichaellis-Menten. La figura Bc muestra 1la
relacién para una concentracidén baja de sustrato y la|figura 6d para
una conceétrucidn mayor. Bn las dos grdficas se oYserva que la
curva no se vuelve asintftica, es decir, no ge alcanza la
saturacién de la enzima y por lo tanto 1la Vméx. 5 enzimas cuya
respuesta es de tipo sigmoidal, eson de profunda sigrificancia para
el control metabolico, ya que una enzima que muestra cinética
hiperbSlica requiere un gran cambio en la concant.raci n de sustrato
{80 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 pequefios cambios| (3 a 6 veces)
para alcanzar este efecto. La FFC sin embargo, puede nostrar curvas
de velocidad hiperbSlica cuando se trabaja en un {pH donde la
inhibicidn por ATP es minima, es decir, en su pH Sptimo (pH=8.0),
pero también con concentraciones ‘inhibitorias e ATP, la
concentracién de F6F aumenta obteniendose entonces un efecto
cooperativo sobre la actividad de la enzima. De esta manera, la
grafica de velocidad inicial contra la concentracién di F6F es de

tipo sigmoidal (11).

©) PIRUVATO CINASA
El sustrato de la enzima, el fosfoenolpiruvato {FEP) es un
activador alostérico homotrdpico de la enzima, que| actia como

modulador - positivo de 1la  .reaccidn. Hunsley vy elter (56,
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GRAFICA DE VELOCIDAD CONTRA [FRUCTOSA 6-FOSFATO]
~ EN LA REACCION CATALIZADA POR FOSFOFRUCTOCINASA (FFC)
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encontraron que la PC purificada de ‘mﬁaculo de conejo, exhibe una
cinética alostérica cld&sica del tipo K, es decir cambia el valor de
la Xm aparente pero no el valor de la Vmdx.

La grédficas 6e y 6f muestran la velocidad de reaccidn contra
concentraciones bajas y altas de FEP respectivamente, Se observa un
comportamiento de tipo hiperbslico, para concentraciones menores a
3.0 umolas de glucosa, el aumento de la actividad es gradual pero
despuée de este valor disminuye rdpidamente (fﬁgﬁru Ge).

Se ha observado la activacién heterotrépica debida a fructosa-
1,6-difosfato (F-1,6-diP), en la PC de higado de rata y, aunque es
dificil ‘genernlizar, muchas de las formas de PC de fuentes no
musculares mnmuestran cooperatividad en la union con FEP por lo que
PF-1,6-diP sirve como activador alostérico para muchas de ellas
€18,25,27).

Esta activacifn ocurre como una elevacidn aparente de la curva
de saturacitn de FEP. Cabe destacar que para concentraciones altas y
bajas del sustrato, la pendiente es muy pronunciada avin con cambios
pequefioe en 1la concentracidn de FEP, lo que puede interpretarse
como una cooperatividad positiva. Suponenos que en este caso, la
F1,6d1iP presente en el extracto citoplisﬁico. pudo baber actuado
como un activador de 1a enzima,

Este tipo de cooperntividud es clésico en 1la regulacién
enzimidtica de tipo catabdlica cuando se presenta el cambio de
glucolisis a gluconeogénesis.

El descenso brusco de la velocidad que se observa en ambas
figuras, euglere algun mecanismo de inhibicidn; esto es clerto, st

se considera que el grupo fosfato del FEP ocupa el mismo sitio que
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GRAFICA DE VELOCIDAD CONTRA [FOSFOENOLPIRUVATO]
EN LA REACCION CATALIZADA POR PIRUVATO CINASA (PC)
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el fosfato terminal del ATP (20).

Macfarlane y Ainsworth (59), reportaron un anédlisis cinético
conpleto de 1la PC de levadura, concluyendo que el mecanismo de
reaccidn es de tipo ordenado , es decir, FEP se une primero a la
enzima, después el conmplejo Mg++ADP y por Gltimo se elimina el
piruvato después de la produccidn de ATP, Posiblemente es en é€ste
paso donde se efectia la inhibicién de la enzima en las condicianes
de nuestro ensayo, debido a que el ATP ocupa todos los sitios

activoa de PC.



7) ANTROPOMETRIA EN LOS NINOS DEL GRUPO TESTIGQ

El cuadro VII muestra las medidas antropométricas realizadas en
19 nifios clfnicamente sanos, asistentes a una guarderfa del
Instituto Bacional de Pediatr{a, el cual sirvid como grupo testigo.

Se anotan 1los datos de edad y loe porcentajes de peso para la
talla (P/T), peso en relacidén a la edad (P/E) y talla en relacién a
la edad (T/B), as{ como los per{metros corporales y el espesor del
panf{culo adiposo representado por los difereates pliegues cutdneos.
Los porcentajes de P/T, P/E y T/E para todos 1los casos se
mantuvieron dentro de los limites normales, es decir, alrededor del
100 %. BEn el cuadro VIII se observan los datos hematoldgicos del
grupo testigo. Como puede observarse no existe ninguna diferencia en
los datos prasentados en dicho cuadro con respaecto a los valores de

referencia (anexo 3 ).

7.1 PROTEBINAS CITOPLASKICAS TOTALES

Las figuras 7a y 7b muestran la concentracién de proteinas
citopldsmicas de PN con respecto a dos mediciones antropométricas,
el peso segin la talla (P/T) y el pesc segiun. la edad (P/E),
En la figura 7a se observa que la concentracién de proteinas
intracelulares en los leucocitos PMN es de 61.28 mg/100 ml de sangre
cuando 1la relacidén P/T estd entre el 90 y el 100 %, mientras que
comparada contra la relacidn P/E (figura 7b) obtenemos 61.51 mg de
protefnasi100 ml de sangre, cuando esta relacién es de 100-110% del
peso para la talla. Bstos 'resultados indican que la concentracidn
de proteinas en relacién con el {ndice P/T y el {ndice P/E es

priacticemente la misma.
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CUADRO VI |

MED1DAS ANTROPOMETRI%AS §N LOS NIROS NORMALES
. =19

MEDICION PROMED!0 DESVIACION ESTANDAR
Edod (mesea) 39.84 12.03
Pesc para la talio (X 103.89 8.65
Poso para la sdad % 105.50 10.71
Talla para la edad (%) 100.20 8.65

PERIMETROS (cm)
Cefdlico . - 50.25 1.77
Torécico 53.0t 2.19
Broazo 16.33 1.17
Muslo~ 208.37 1.85
Plarna 18.53 2.70
PLIEGUES (mm)
Interescapulo vertebral = 6.87 1.70
Tricipltal 8.1 1.43
Abdominal 4.85 1.13

CUADRO Vi1

DATOS HEMATOLOG!CO% QE)LOS NIROS NORMALES
-

MEDICION PROMED10 DESVIACION ESTANDAR
Hemoglobina (g/d1) 13.67 1.73
Hematécrito (X% N 39.64 4.73
# Glébulos biancos/mm 7800 1750
# Glébulos rojos / am® 5400000 780000
Albumina (g/d1) 4,31 0.77
Transferrinc (mg/dl) 404.13 78.30

CUENTA DIFERENCIAL (%)
Linfocltos 54.47 8.87
Monocltos 0.47 0.51
Neutréfilos 41.48 9.84
Baadfilos 0.53 0.51
Eoninéf!los 1.89 1.29
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PROTEINA CITOPLASMICA DE LEUCOCITOS PMN CON RELACION
AL PESD PARA LA TALLA EN NIROS NORMALES
{wg/ 100 m! de mangre)e

Relaclén peso/talia n Promedlo D.E.

80-90 1 25.35 —
80-100 3 61.28 30.68
100-110 4 49.02 43.00
110-120 4 36.78 25.10

(tigura 7a) ]

PROTEINA CITOPLASMICA DE LEUCOCITOS PMN CON RELACION AL
PESO PARA LA EDAD EX NIROS NORMALES
(»a/100 m| de sangre)e

Relaclidn peso/edad n Promedio D.E.
90-100 4 50.93 33.81
100-110 4 62.51 65.78
110-120 4 57 .41 34.51
120-130 1 21.10 mre—

. (flgura 7b)
o = 100 m! de songre squivols a 10 Jeucooltes PMN aprox.

PRYTEINAS CITOPLASNICAS DE PN DX RELACION CON EL. PESO PARA
LA TALLA X MIROS MomAL IS
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8.- ANTROPOKETRIA EN KI¥OS DESHUTRIDCS
Al ingresar los nifos desnutridos al Intituto Eacional de
Pediatr{a se encontrd en el 90 % de ellos, cuadros infecclosos vy
parasitarios, que fueron eliminados por tratamiento con férmacos.
Al mismo tiempo fueron tratados con electrolitos por via oral o
intravenosa dependiendo de el grado de deshidratacidn ocasionada por
los cuadros diarreicos que presentaban. La recuperacién nutricia de
los nifos se inlcid con una dieta de 40 Kcal/Kg de peso, que se
aument§ a 80 Keal y a 200 kcal/Kg de pesc dependiendo de su
aceptacién. La dieta estuvo conformada por leche entera al 5% y al
102 ; ef no se présentuban cuadros diarreicos se les complementaba
con 100 Kcal mAs por Kg de peso.
Despuéa de ello el estudio se dividid en tres perfodos segun la
recuperacidén de el peso para la talla (cuadro IX). Eatos son, el

perfodo INICIAL para los nifios con una relacién P/T menor al 70 %,

el periodo MEDIO para los nifios con un peso para la talla entre el
70 yel 84 % y el pérfodo FINAL para aquellos con una relacidén P/T
mayor al 84 %. '

B} cuadro 1X muestra los resultados de peso y talla para los 19
nifios eatud{ados, aunque solo 10 de ellos se siguieron en forma
longitudinal; a 1los nueve restantes, solo se les tomd una o dos
nmuestras de sangre, ya que eran dados de»alta o transferidos a otra
unidad hospitalaria cerca del lugar. donde viven.

Bl mismo cuadro, muestra los resultados de 1los perimetros
corporales  y los. pliegues cuténeos en las diestintas etapas de 1la
recuperacién nutricia. Al  aplicar la prueba de "t para . muestras
independientes resultan significativos los per{metroe tordcico, de

brazo, de mislo y de pierna entre los tres perfodos (p<0.005) y para
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CUADRO IX

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

_— -
}VIEDICION PER0ODOS
i INICIAL MEDIO FINAL
(< 70% P/T)  (70-84% P/T) (> 84% P/T)
PESO (kg) 4.24 +0.31 5.45+0.75+* 6.65*1.264
TALLA (cm) 63.26 ¥0.84 65.17+3.03 66.85t4.60.
! PERIMETRO (cm)
k)EFALlCO 41.43 +0.78 41.80t%1.69 46.85+%6.59
{TORAC 1CO 38.33 +0.57 41.32%3.25 . 53.02+8.82q
RAZO , 8.21+0.48  10.03+1.05 12.77 *2.60aq
USLO 11.82 £1.27 14.91+1.38 20.10%6.72a
P 1ERNA 9.96+0.85. 11.78%1.03 14.22 *2.650
[

PLIEGUE (mm)

Interescdpulo__

‘vertebral (lEV) 2.34%0.76 3.74%1.15b .5.00%*2.01c
Tricipital 3.08 £0.97 4.65%1.33b 5.13 £1.75¢
Abdominal 1.50%0.35 2.60*0.87 3.001‘1.;52¢

P < 0.002 con respecto al inicial

*+ p < 0.001 con respecto al inicial y al finail
a p < 0.005

b p < 0.002

]f p < 0.05
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los pliegues interescdpulo vertebral (IBV>, +tricipital vy abdominal

entre el perfode inicial y medio (p<0.002> y entre el perfodo

inicial y el final (p < 0.05).

La figura 8 muestra los peri{metros corporales por per{odos de

relacicn P/T es wenor al 70 %, los valores
de 42y 38

recuperacido. Cuando la
promedio para los perimetros cefdlico y tordcico fueron

cm respectivamente; conforme se van recuperando loa nifios, aumenta

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

pricticamente iguales y aumenta con mayor velocidad el torécico

hasta tener 53 cm, mientras que el cefdlico permanece en 48 cn

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

cutdneos para los distintos perfodos de la recuperacidn, se observa

que aumenta mas ampliamente el pliegue IEV y el tricipital.

La variacidn de los perimetros corporalee (figura 10) en relacidn

con el tiempo de recuperacién muestra que después de 78 dias de

tratamiento se inicia un aumento de los perfmetros de tdrax y muslo

principalemente <(p< 0.05). Otra grdafica similar (figura 11) pero

ahora relacionando los pliegues cutfineas con respecto al tiempo de

recuperacién muestra la sensibilidad como indicadores

antropométricas de los pliegues IEV, abdominal y tricipital.
(tor/cef)

La relacidn entre los perimetros tordcico y cefalica
con. respecto al peso para la talla, mostrS que en los nifioe normales
con un P/T entre el 90-120 % se obtiene un Indice de 1.00-1.15,
mientras que en loé nifios desnutridos el intervalo es de 0.75-1.0
para los nifios que tienen un P/T entre 60-80 %. Para valores maycres
de peso para la talla el Indice sube hasta 1.2, Bstas observaciones
indican la franca recuperacidn de los nifios, lo que se confirma por

la medicidn de la antropometr{fa (figuras 12 y 13).
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PERIMETROS CORPORALES CON RESPECTO AL PESQ PARA LA TALLA
EN DIFERENTES ETAPAS DE LA RECUPERACION NUTRICIA

PERIVETRO PER I WETRO ER[METRO PERIMETRO PERIMETRO
CEFAL1CO TORAC1 CO Be GRAZS DE MUSLO DE PIERNA
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PERIMETROS CORPORALLES EN RELACION AL TIEMPO DE RECUPERACION

Niflas desnutridos
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RELACION ENTRE EL INDICE PERIMETRO TORACICO/PER. CEFALICO
CON RESPECTO AL PESO PARA LA TALLA (NIROS NORMALES)
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RELACION ENTRE EL INDICE PERIM. TORACICO/PERIM.CEFALICO
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8.1.— PROTRIFAS CITOPLASKICAS TOTALES
La concentracidn de protelnas 1intracelulares totales de
leucocitos PHH, fud€ de 69.08 mg proteinas/100 ml de sangre (6 x 10
PKHN), para los nifios con una relacidén P/T de 58 a 70%; de 57.21 ng
de protefna/ 100 ml de sangre cuando la relacién P/T es de 80 a 90 %
del P/T, Para una relacidn P/T > 90% se obtiene una concentracidn de
protefna de 61.81 mg /7 100 ml de sangre (figura 14).

El mismo patrdn se observa cuando se relaciona segiin el peso para
la edad ¢ figura 15); para un P/E menor al 50 %, la concentracidn de
proteinas es de 74 mg / 100 ml de sangre, entre el 50 y el 66% es
de 47.64 mg de protefna/ 100 ml de sangre y cuando P/E es mayor del
66 % ésta es de 64.82 mg de protefna’100 ml de sangre.

Al relacionar la concentracidn de protelnas citopldsmicas de PMN
contra el numero de leucocitos PMN, se obtiene un contenido protefco
de 1.2 mg/3000-4000 leucocitos PMN. Al mismo tiempo, la relacidn de
leucocitos PMN obtenidos contra leucocitos totales de la cuenta
diferencial muestra una correlacién = 0.80 (figura 16).
8.2,-INDICES HEMATOLOGICOS .

En la figura 17 se muestran los indices hematoldégicos de los
nifice en recuperacidn nutricia, en relacidn al peso para la talla

vcompurados con los datos obtenidos de los nifivs que conformaron el
grupo testigo (vea el cuadro VIII). Al ap]ica} la prueba de *t'" para
muesastras indépendientea entre ambos grupos, sé obtienen diferencias

significativas para la hemoglabina (p< 0.0002) y para la albimina

(p< 0.05), cuadros X y XI.

9.- ACTIVIDAD ERZINATICA BN LEUCOCITOS PMF

En el cuadro XII se muestran loe resultados obtenidos en el grupo
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AL PESO PARA LA TALLA DE LOS NINOS EN RECUPERACION NUTRICIA
(mg / 100 m} de sangroe)

Relacidn peso/talla n Promedio D.E.
x
158-70 8 69.08 48.72
v 0-B0 13 57.21 61.10
BO-S0 5 51.98 17.30
50-100 3 61.81 16.62
FIGURA 14

® 100 ni e songre equivale o 10 leucoc!tos PUM oprox.
D.E. = Deavicclon aetondor.

PROTEINAS CITOPLASMICAS TOTALES DE LEUCOCITOS PMN CON RELACION
AL PESO PARA LA EDAD DE LOS NINOS EN RECUPERACION NUTRICIA
(mg / 100 m! de songre)

Rel?c!o‘n pesa / edad ) Promedio D.E.

: %
40~-50 & 74.00 47 .40
0860 9 58.58 48.35
80~-70 7 35.72 30.06
0-80 2 64.82 7.80
0-90 2 3B8.45 11.48
0~100 3 101.868 92.80

FIGURA 15

PARA LA TALLA (niflce desrateldos) 1A EDAD ( nlfice derutridos )
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LEUCOCITOS PMN EN RELACION A LOS LEUCOCITOS TOTALES
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INDICES HEMATOLOGICOS EN RELACION AL PESO PARA LA TALLA
. EN DIFERENTES ETAPAS DE LA RECUPERACION NUTRICIA
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R o —
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<70 % 70-84 X
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wvalor) FIGURA 17
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CUADRO X
INDICES HEMATOLOGICOS EN NINOS EN DIFERENTES ETAPAS
DE LA RECUPERACION NUTRICIA

PER10ODOS
MEDICION INICIAL MEDIO FINAL
(<B4X P/T) (70-84X P/T) (>B4X F/T)
Hemoglobina (g/di) 9.97 + 1.46 11.86 +1.91 10.75
Hematdcrito (%) 30.85 + 5.27 33.83 £ 3.88 35.00
Albaming (g/dl) 3.50 * 0.58 3.09 +1.07 3.54
Transferrina 261.9 £ 61.62 333.0+136.3 462.50
(mg/m!)
* Solo un poclents se recupero hasta oblenar un P/T > 84 X
por 1o que no =e misatra su desvioclon estonder (D.E.)
CUARDRO X1 ]
INDICES HEMATOLOGICOS DE NIROS EN REbUPERACION NUTRICIA

MED!CION n  PROMED!O D.E. p <

HEMOGLOBINA (g/d1) 18 11.08 1.88 0.0002
. HEMATOCRITO (X) 16 33.56 5.59 0.002

ALBUMINA q/d1) 9 3.28 0.84 0.05

TRANSFERRINA(mg/d1) 10 317.50 115,62 0.05

# LEUCOCITOS/ mm 17 9560 5030 NS

CUENTA DIFERENCIAL. (%)

LINFOCITOS 16 56.88 11.16 NS

MONOCITOS | . 16 1.08 1.06 0.05

NEUTROF |LOS .16 37.63 11.08 NS

BASOF 1L.0S 16 0.38 0.50 NS

EOSINOFILOS 18 3.13 2.19 0.05

n = numera de -u].tu-

Rt it tastive
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CUADRO X11

ACTIVIDADES DE LA HEXOCINASA, FOSFOFRUCTOCINASA Y PIRUVATOCINASA
EN EL GRUPO DE NIROS BIEN NUTRIDOS
(QFUPO( ﬁg)stlQO)

{(uM-de NADP reducido o NADH oxidado/ minuto/ mg de Proteina)

ENZ IMA ACT1VIDAD PROMED}O
HEXOC [NASA 6.57 £ 4.87
FOSFOFRUCTOC I NASA 21.39 £ 14.46
P 1RUVATOC I NASA 16.42 + 13.25
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testigo de nifios bien nutridos, para la actividad de las tres
enzimas. Se observa una activided enzimdtica para hexocinasa de
6.57 + 4.67 micromolas de NADP reducidas/min/mg de protefna, para
fosfofructocinacsa es de 21.39 %+ 14.46 micromolas de HBADH oxldadas/
min/ng de protefna y para piruvato cinasa de 16.42 + 13.25 nicromolas
de NADH oxidadas/min/mg de proteina.

La variabilidad en la actividad de las tres enzimas fué
considerable, particularmente para la piruvato cinasa: de hecho se
encontraron algunos valores altos en loe tres casos que modificen la
normalidad de la curva.

El criterio utilizado para la divisidn de los tres grupos se debid a
la tgndencia de puntos bajos y altos en cada uno de los perfodos con
respecto a las actividades enzimAticas. Se encuentran valores bajos
en el perfodo inicial, valores altos en el perfodo medio vy
nuevamente valores bajos en el final.

En las figuras 18,19 y 20 se muestra la actividad de cada una de
las enzimas Yy lot cambios durante la recuperacidn de los ninos
desnutridos. Bs conveniente aclarar que no todos 1los - nifos
ingresaron ‘con el mismo déficit de peso, ni todos fueron dados de
alta en completa recuperacidn, ademds de que hay algunos puntos que
corresponden a muestras unicas, cuando no fué€ posible el seguimiento
longituainnl.b En 1la figura 18 se observa 1la actividad de 1la
hexocinasa en funcién del peso para la talla.

Como. puede observarse, la actividad de la bhexocinasa muestra un
agrupamiento claro de valores mltos en la parte central, entre el
70y el:BO % del P/T ,teniendo en los extremos valores inferiores.

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

por deﬁajo del 70 % que podgfﬂmos 1lamar perf{odo IHICiAL. otra entre
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ACTIVIDAD DE HEXOCINASA CON RELACION AL PESO PAZA LA TALLA | ACTIVIDAD DE FUSFOFRUCTOCINASA VS PESO PARA LA TALLA
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70-84 % que podrfiamoa calificar como perfodo NBEDIC y por arriba de
84 % como perfodo FINAL.

En la miema situacidén se encuentra la actividad de la

fosfofructocinasa (figura 18), y la actividad de la piruvato cinpasa

(figura 20) en donde podemos delimitar estos mismos perfodos.

51 en vez de utilizar peso para la talla wsaramos peso para la

edad, la imagen es esencialmente la misma., En la figura 21 1los

perfodos quedan delimitados, en el caso de la hexocinasa contra peso

51%, €} periodo
El

para la edad, el perfode inicial por debajo del

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

mismo criterio se utilizd para las otras dos enzimas (figuras 22 y

23>,
El cuadro X1l muestra resultados de las tres enzimas

caomparandolo con los valores del grupo testigo, analizandolos segdn

el P/T, en el per{fodo medio las actividades son mucho mas altas y

las desviaciones estandar demasiado amplias en la mayoria de los

casos.
A) comparar los diferentes grupos entre sf,
para los distintos perfodos de recuperacidn

las diferencias no

son eignificativas

debido & wuna gran variabilidad y al tipo de distribucidn de 1la

curva. Solo el valor de la actividad de fosfofructocinasa durante

el periodo medio fué estad{sticamente diferente al valor del grupo

de nifios normales.
Bn el cuadro XIV se presenta el anflisis de los grupos, segin la

relacidén P/B. En este caso se observan los wismos fenGmenos

" descritos anteriormente, con diferencias estad{sticamente

significativas entre el perfodo medio y el grupo testigo, tanto

para-la fosfofructocinasa camo para la hexocinasa (p< 0.05).
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ACTIVIDAD DE HEXOCINASA CON RELACION AL PESO PARA LA EDAD

NIBOS EN REDUPERACION MITRICIA

ACTIVIDAD {usolos XADPre¢/ain/ug Pret.)

ACTIVIOAD DE LA FOFOFRUCTOCINASA VS PESO PARA LA EDAD
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CUADRO X1t}

ACTIVIDADES DE HEXOCINASA FOSFOFRUCTOCINASA Y PIRUVATOCINASA
EN LOS NIROS DESNUTRIDOS EN DIFERENTES ETAPAS DE LA
RECUPERACION NUTRICIA SEGUN EL PESO PARA LA TALLA

{uM de NADP reducido o NADH oxidado/minuto/ mg de Prateina)

PERI1ODO DE RECUPERACION

ENZIMA INICIAL MED10 FINAL TESTIGO
{<70%) (70-84%) (>84%) )

n 7 21 6 19

HEXOC I NASA 7.9 £6.15 15.8%21.5 4.3%*5.4 6.6 T 4.7

FOSFOFRUCTOCINASA 18.1%17.9  57.1%£60.7+ 15.826.8 21.4%14.5

IRUVATOCINASA  14.6 +'B.4 40.8%54.6 7.946.4 16.4£13.3

* p< 0.0% compargda gon &) valor testlgo
n = ndmero de au)etos por parTodo

CUADRO X1tV

ACTIVIDADES DE HEXOCINASA, FOSFOFRUCTOCINASA Y PIRUVATOCINASA
EN L.0S NINOS DESNUTRIDOS EN DIFERENTES ETAPAS DE LA
RECUPERACION NUTRICIA SEGUN EL. PESO PARA LA EDAD

{uM de NADP reducido o NADH oxidado/ minuto/ mg de Proteina)

" PERIODO DE RECUPERACION

ENZ IMA INICIAL WEDIO FINAL TESTIGO
(<51%) (51~56%) (>86%)

h 7 18 ) IE)

HEXOCINASA 5.4+6.5 18.9%22.1+ 7.1%9.9 6.614.7

FOSFOFRUCTOCINASA 27.4£30.3 54.1463.4+  23.2424.6 21.4F14.5

PIRUVATOCINASA  13.4+4 8.5 40.2+55.6  20.2%35.1 16.4%13.3

* = p < 0.05 comparads oon el valoer testige
niwero de sujetos par perfode
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Los presentes resultados no permiten decir que estas enzimas de
leucocitos pueden servir como indicadores del estado de nutricidn,
ya que el experimento examina los cambios durante la recuperacidn de
los nifios, proceso que no equivale al de desnutricidén activa.

La fosfofructocinasa y en menor grado la hexocinasa, presentan
actividades diferentes en nifiose normales y en nifios que se |
encuentran en el perfodo medic de la recuperacién y alientan a
continuar la Dbiusqueda, examinando como siguiente paso, las
actividades enzimdAticas en nifioe con desnutricidén activa, antes de
que comiencen a recuperarse. Antes de ello conviene tal vez, aumentar
la muestra para conocer mejor el tipo de distribucidén de les valores
¥y de ser posible llegar a una menor variabilidad.

Posiblemente sea necesario recurrir a andlisis estad{sticos mds

espec{ficos para distribuciones no gaussianas.
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Uno de 1los problewas mas importantes en el desarrollo de la
presente metodologia fu€ el aislamiento de la fraccidn leucocitaria
a partir de volumenes pequefios de sangre, utilizando alicuotas de 2
a 3 ml de sangre (de sujetos adultos clinicamente sanos).

Sin embargo, al procesar la sangre de los nifios desnutridos se
encontraron cantidades muy bajas de leucocitos PXN, utilizando
iguales volumenes de eangre, problema que no se contemplo al
estandarizar la metodclog{a pero que se resolvid durante 1a
realizacién del proyecto. Ya estandarizado el aislamiento, se
procedid con la medicidén de la actividad de las enzimas hexocinasa,
fosfofructocinasa y piruvato cinasa.

Al revisar la metodologfa descrita por diversas fuentes, para la
medicidén de 1la actividad de cada una de estas enzimas, se
encontraron enormes diferencias en la cantidad de sustrato y en las
condiciones utilizadas para medir dicha actividad. Fue diffcil, por
lo tanto, establecer la metodologia para medir la actividad
en las tres enzimas, pero principalmente lo fue para piruvato cinasa
de la cual se consultaron hasta 18 fuentes distintas, donde se
valord la actividad de piruvato cinasa en condiciones muy variadas
(ver anexo 2).

Worthington, Edwards, Hubbard y Dyson, utilizaron por ejemplo

vamortiguadof de imidazol cuyo pH fluctuaba entre 7 y 7.6, mientras

que Lakomek, Beutler, Elder, Swmith, Carmelli, McQuate y Giles,
utilizaron un anmortiguador de Tris-HCl a pH = 7.4~ 8.0 ; Vaygood ¥y
Badwey utilizaron Hepes a pH = 7.4, y solo uno, Flory, ut11125
amortiguador de fosfatos a pH = 7.4

Se probd la actividad de la piruvato cinasa en smortiguador Tris~
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HC1l, imidazol y fosfatos. y no se encontrd diferencia en la actividad
a pH = 7.4 , por lo que se decldidg utilizar el amortiguador de
fosfatos, ademds de que es mas barato.

Con respecto a la concentracidn de sustratos, iones y coenzimas
se siguleron las recomendaciones de Beutler, que midid la actividad
de estas enzimas, pero en eritrocites y con algunas mnodificaciones
que ya fueron discutidas en el capitulo de resultados. Parte del
analisis bibliogrdfico efectuado al respecto aparece en el anexo 1.

Al realizar los ensayos cinéticos para cada una de=lac enzimas,

se observd gque la hexocinasa tiene una Km= 1.45 x 10 ¥, muy cercana
a la Km de la hexocinasa tipo ! y IlI, descritas por Colowick y col.
y cuyo valor es de 5 x JO-SH, sin embargo la actividad especf{fica,
para sujetos sanos, con respecto a esta enzima, fu€ mucho menor,
6.57 * 4,67 uM NADP reducidos/minuto/mg de Protefna, comparada con la
actividad medida  por los mismos autores que fueg de 200-300 uM NADP
red/minuto/mg Prot, en misculo de conejo. La actividad de las otras
dos enzimas tambidén fu€ baja al comparar los otros resultados (ver
cuadro XII vy anexo 2), sin embargo debemos recalcar aquf que son
diferentes tejidos e inclusive diferentes condiciones de ensayo.

El anexo 2, muestra en forma resumida, algunas propledades
encontradas para las tres enzimas en diversos tejidos. Después de la
estandarizacién en la medicién de la actividad enzimftica se
proced16 a su aplicacién en un grupo de niifos desnutridos. La
actividad enzimftica fu€ muy variable tanto en los nifhos desnutridos
como en. el grupo testigo, por lo que el andlisie estad{stico
efectuado no muestra resultados comparables entre ellos.

Bs necesario, ademAs tomar en cuenta que la cantidad de
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leucocitos (y por lo tanto de enzimas) PHE obtenidos de 1la sangre‘de
los nifhos desnutridos es tan baja que la concentracién de
sustratos en el sistema de reaccién puede rebasar en mucho la
concentracién de sustrato (Km), y no obtener una buena respuesta
para estas concentraciones., Sera necesario entonces ajustar el

sistema de ensayo para tal efecto,




CoNCLUSTIONE g
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CONCLUSIOEES

Se logré la medicidn de la actividad de las enzimas bexocinasa,
fosfofructocinasa y piruvato cinasa en leucocitos PNR, utilizando

muestras pequefias de sangre.

La Xm para hexocinasa, fosfofructocinasa y piruvato cinasa de

leucocitos PMN bumanos fud de 7.19, 0.80 y 1.015 uH respectivamente.

Se encontraron algunas diferenclas significativas entre la
actividad enzimdtica del grupo testigo y la actividad enzimdtica de
los pacientes en recuperacidn, correspondientes al perfodo medio,
para la fosfofructocinasa y hexocinaca. La piruvato cinasa, por su

elevada variacidn, no muestra ninguna diferencia significativa.

La valoracidn antropométrica de los nifos desnutridos durante su
recuperacién, muestra que los pliegues cutdneos interescapulo
vertebral y tricipital responden con mayor rapidez y aumentan de
tamaho, con respecto al tiempo de recuperacién, que el pliegue

cutineo abdominal.

Al evaluar los perfmetros corporales entre los distintos perfodos
de recuperacién se presentan diferenclias significativas en los
perimetros que resultaron ser mas sensibles a la recuperacién de los
nifos; brazo, plerna, muslo y térax, en ese orden. Esto significa
que el perimetro de brazo es un buen indicador y el bprimero en

responder a la recuperacidn.
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Recomendacidn:

Por \ltimo podemos concluir gque aunque las enzimas mencionadas no
parecen ger indicadores del estado de nutricidn, son sensibles dos
de ellas a8l tiempo de recuperacidn, proceso que de ninguna manera
equivale al de una desnutricidn activa, por lo que ee sugiere un
estudio complementario que mida la actividad enzimética en sujetos
que presenten tal padecimiento en forma activa y de ser posible
ensayar antes esta posible correlacidn en animales de
experimentacidén. Inclusive se sugiere medir no solo la actividad

de estas enzimas sino tambien su concentracidn.
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ANEXO 1
PRIRCIPALES CARACTERISTICAS DE LAS BERZIMAS GLUCOLITICAS: HEXOCIRASA
FOSFOFRUCTOCINASA Y PIRUVATO CINASA (29,11,59)

HEXOCIRASA  FOSFOFRUCTOCINASA  PIRUVATOCIRASA

Sustrato glucosa fructosa~6—-fosfato fosfoenolpiru-
vato
Especificidad de glucosa fructosa-1-fosfato. ~———-
sugtrato fructosa tagatosa-6-fosfato
glucosa—-1-fosfato
Localizacidn citoplasma citoplasma citoplasma
Peso molecular 100 000 380 000 195 000
Estructura dimérica tetramérica tetramérica
No. Sitioe activos 1-2 3-4 ) 3.8 +/~ 0.3
Actividad espec{fica 200-300 Us/mg 99.5 U/mg 150-300 U/mg
(misculo de conejo)
-5 -5 -2
Km §x 10 X 2.1 x 10 X . 1.7 x 10 X
-6 -2
Ki —— 5.0 x 10 K 1.8 x 10 M
pH Sptimo &.0-8.4 7.4-7.8 7.4-7.6
. Punto ismoeléctrico 6.0-6.3 = emmmo—-— 5.2-5.6
Cofactores Mg , Mn , Mg, Mn, Co Mg, K, NH4
Ca, K, Na K. Na, Xn, Rb.
Activadores cltrato AK¥Pc ADP, Pi iones mono y
fosfatos fructosa difos- divalentes
3-fosfogli- fato , lones fructosa di-
cerato fosfato,
{ATP) baja 5'-AKP
Inhibidores {fosfatosl] {iones diva- ATP, acidos
{glucosa-6- lentes! grasoes, acetil -
fosfatol pH acido Coa,
pH acido dilucién

{citratol, ATP

Sensibiltdad = —-—--- . almacenamiento frio

Se prea;ntan solo algunas  variables importantes para esta

investigacidn.
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ANEXQ 2
SISTEMAS DB REACCION EN LA MXEDICION DE LA ACTIVIDAD DE

PIRUVATOCIKASA
REFERERCIA NUESTRA AHORTIGUADOR pH ADP NADH PEP Lon
(mM ) (M) (mK) (U

YORTHIRGTON ¥C IHIDAZOL 7.6 45.0 6.6 45.0 14

CHING~CHERN E TEA 7.4 0.4 Q.17 1.8 2
- LAKONEK TRIS-HC1 8.0 6.6 U©.20 5.0 0.6

BEUTLER E TRIS-HC1 8.0 4.0 2.00 G.i15 6

ELDER Ep TRIS-HCL 8.0 1.5 0.20 5.0 0.6

EDVARDS P/7M/R IMIDAZOL 7.4 5.0 0.17 Q.25 100

SKITHS H TRIS-HCL 7.4 a.5 0.50 —— -

MAX AUDIT E TEA 7.5 3.0 Q.18 3.00 0.05

HUNSLEY L CACODILATO 6.2 10 0.15 5.00 3.3

CARKELI ¥C TRIS-HC1 7.5 0.27 0.43 G.80° 2.0

KcQUATE MC TRIS-HC1 7.4 3.1 ——— 0.3 0.1

BADVEY E HEPES - 7.4 4.1 g.38 8.0 5.0

DYSON HC IMIDAZQL 7.0 2.0 0.16 1.0 1.0

GILES ¥C TRIS-HC1 7.4 0,23 0.15 0.8 1.6

VAYGOOD B. colil HEPES 7.0 1.33 0.15 0.2 50

HUBBARD H/W/B IKIDAZOL 7.0 2.0 0.16 1.0 2

FLORY Ep FOSFATOS 7.4 1.5 0.14 0.6 1.0

B = eritrocitos m¥ = milimolar

Bp= enzima purificada U = unidades -

XC= misculo de conejo L = levaduras

H = higado P = plasna

X = misculo B, coli = Becherichia coli

B = bovino TEA = trietanolamina

ADP = adenosin difcsfato PEP = fosfoenol pilruvato

NADH= dinucleotido de nicotinamida y adenina reducido

LDH = lactato deshidrogenasa
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Valores de referencia utilizadcs por el laboratorio de andlisis

clinicos de el Instituto Nacional de Pediatrfa.

HEMOGLOBINA

HEMATOCRITO

LEUCOCITOS

NEUTROFILOS (en banda)

SEGKENTADGS

EOSINOFILOS

BASOFILOS

LINFOCITOS
HONOCITOS

11.0-15.0 grdl
11.5-12.5 grdl
35.0-40.0 %

35.

0-39.0 %

6-17 X 1000
6-14 X 1000

0 -1 %
30 %
2.6-2.8%
0.5 %
56-59 %
5-6 %

(6-12 meses)
(24-120 meses)
(6-12 meses)
(24-120 meses)
(6~12 meses)

(24-120 meses)

REFERENCIA

INSTITUTO NACIORAL DE PEDIATRIA (LABORATORJO)

Tietz N.W,, Finley P.R.
la.

Ed. Panamericana

Gufa ¢linica de pruebas de laboratorio

1985 , pag. 530-531.

edicion

, México
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