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I. INTRODUCCION

Los desordenes de la nutricidn estan implicados frecuentemente con varios problemas de
salud. Uno de ellos recac en la mujer embarazada y el feto en desarrollo, de hecho, a la
mujer en gestacion se le considera "en riesgo”. nutricionalmente hablando, debido a las

demandas extras de nutrimentos.

La desnutricién materna esta relacionada con el problema de retardo en el crecimiento
fetal, lo cual llega a tener secuelas incluso después del nacimiento y hasta generaciones

futuras.

Un mayor conocimiento en el campo de los efectos perjudiciales de !a desnutricion sobre
el desarrollo fetal, contribuirn a prevenir las consecuencias de este problema, asi como al
desarrollo de detecciones tempranas y tratamientos dietéticos correctivos, en los casos
que se presenten. También se coniribuye indirectamente a incrementar la cultura de la
nutricién en los grupes considerados susceptibles, para evitar en lo posible los problemas

de desnutricion materna.

El plasma sanguineo refleja de manera importante los procesos nutricionales y el liquido
amniético posiblemente actia igual. Sin embargo, los mecanismos bioquimicos
implicados en la relacion existente entre el estado nutricional de la madre, el crecimiento
fetal v la cantidad de aminoacidos libres presentes en plasma sanguineo no se conocen,
alin menos se conoce con respecto al liquido amnidtico, en casos de retardo en el

crecimiento fetal.

Este trabajo, como parte de un proyecto mayor que involucra estudios con hormona del
crecimiento e insulina, esta encaminado a contribuir al conocimiento de los mecanismos
mencionados mediante la determinacion de aminodcidos libres en plasma sanguineo y

liquido amnidtico, en mujeres embarazadas con el problema mencionado.



IL. OBJETIVOS

Determinar y cuantificar los aminoacidos libres presentes en muestras de plasma

sanguineo y liquido amntético de mujeres embarazadas, tanto con crecimiento fetal

normal como con retardo, con el fin de obtener datos informativos de la relacién entre el

estado nutricional de ia mujer gestante y del feto.

AA

AEG

CIR

LA

PEG

PSM

III. ABREVIATURAS

aminoacidos

adecuados para la edad gestacional
crecimiento intrauterino retardado

liquido amniético

pequeiios para la edad gestacional

plasma sanguineo materno



IV, GENERALIDADES

1. AMINOACIDOS

Los aminoacidos son constituyentes esenciales de las plantas y los amimales. Constituyen
un grupo de biomoléculas de gran interés; en la naturaleza existen cerca de 300 AA, sin
embargo los seres vivos solo contienen 20 formando proteinas. Para lograr un
conocimiento adecuado de éstos, es preciso saber sus estructuras y propiedades

fisicoquimicas y bioquimicas.

1.1 CONCEPTO

Alrededor de 20 alfa aminoacidos forman las unmidades monoméricas de las cuales se
construyen las proteinas. Son acidos orgéanicos (carboxilicos) con un grupo aming (-NH;)
situado en posicidn a, es decir, en el carbono contiguo al grupo carboxilo (-COOH). Lo
que caracteriza a un AA es el radical o la cadena lateral R. (Macarulla, 1985). La formula

general de un AA es:
COCH

HN— C—H

R

Se dice que un atomo de carbono que tiene 4 sustituyentes diferentes es un carbono quiral.
Con excepcidn de la glicina, para la cual R= un atomo de hidrogeno, los 4 grupos unidos
al atomo del carbono o de los AA son diferentes. La orientacion de tos 4 grupos alrededor

del carbono o, da lugar a 2 isémeros enantiémeros: D y L. (Murray, 1994; Herrera, 1993},

coo’ coo’

)(-H H-7k
R + + R

NH; NH3

L-aminoacido D-aminoacido

[¥F]



Todos los AA presentes en las proteinas naturales tienen la configuracion L.

1.2 CLASIFICACION

Existen diversas maneras de clasificar a los AA, basandose en la naturaleza quimica y las
propiedades del grupo R. Atendiendo la composicion quimica del grupo R, la
clasificacién es: 1. Alifaticos (glicina, alanina. valina, leucina, isoleucina, los 3 ultimos
son ramificados; la prolina también podria incluirse aqui); 2. Hidroxilados (serina,
treonina, tirosina); 3. Sulfurados (cisteina, metionina); 4. Aromaticos (fenilalanina,
wriptofano, histidina; la tirosina también podria incluirse aqui);, 5. Acidos  (acido
aspartico, acido glutamico); 6. Basicos (arginina, histidina), 7. Imidicos (prolina, e
hidroxiprolina). {Bohiski, 1991).

De acuerdo a la polaridad de la cadena lateral es posible clasificar a los AA en los grupos
de R no polar hidréfobo y R polar hidrofilico. que a su vez se divide en 3 clases: R neutra,
R acida y R bésica (Cuadro 1}. (Herrera, 1993).

Desde el punto de vista nutricional. Los AA también se clasifican en esenciales y no
esenciales. Los AA que no son sintetizados por el ser humano en cantidades suficientes
para mantener el crecimiento infantil o conservar la salud en los adultos, se consideran
esenciales. Hay 8 AA esenciales para el ser humano (cuadro 1), ademds de histidina y

posiblemente arginina para los nifios pequefios.

CUADRO 1. Clasificacion de aminoacidos.

FORMULA NOMBRE PROPIEDADES
R NO POLAR
NHz' '
° .. ) Alifatico
‘00— ¢ —H Glicina (gli) ‘
| No esencial
H
i . Alifético
'occ—é ~—CHs Alanina {ala) _
[ No esencial
H




R NO POLAR

Y

s Alifatico ramificado
'00C— € — CHCH3 Valina (val) _
i Esencial
H CHa
Nt

1
‘00C— C ~— CH2CHCH,

H CHs

Leucma (leu)

Alifatico ramificado

Esencial

NHy

|
‘00C— € — CHCH;CH3

Isoleucina (ile}

Alifatico ramificado

Esencial
H CHs
N\H3 Sulfurado
i ‘
“QOC—— G~ CHoGH 7 —S—CHa Metionina (met) Esencial
H
H,C—CH .
} \ Z/COO' _ Iminico
H.C c Prolina (pro) .
N/ TH No esencial
Hz
NH3
. j ) Aromatico
0OC—C—CH, Triptofano (trp) ‘
| oy Esencial
H q
H
MNH," .
| ’ . ) Aromatico
00C— &— CH; Fenilalanina (fen) )
| Esencial
H
R POLAR NEUTRA
NH ' . .
: . Hidroxilado
‘00C— C—CH;0H Serina {ser} »
| No esencia
H
M . Hidroxilado
06— C—CHCH: Treonina (tre) _
. Esencial
H  GH
WKy
’ o . Sulfurado
"00C— C——CHaSH Cisteina (cis) .
| No esencial

H




R POLAR NEUTRA
NIH ’ ) . Aromético
00— C— CHr—-Q—DH Tirosina {tir} ]
| No esencial
H
OH~_ .
H7C C\Hz/coo- Hidroxiprolina Iminico
Hzc\ . /C\ H {Hypro) No esencial
My
R POLAR ACIDA
N’ Acido
: | - Acido aspartico (asp)
00C— C—CHCC0 partt P .
L No esencial
H
N:H3 . o Acido
BOC— & CHyCH,CO0 Acido glutamico (glu) _
No esencial
H
R POLAR BASICA
N|Ha y Arginina (arg) Basico
—C— e rginina (arg ‘
o0F E CHLCHCH N K NHz No esencial
Ny
NH3™ ‘
o ] Basico
00C— C—ChHy—— Histidina (his) )
ol \N+H No esencial
H \/
NH5" ..
(l, Lisina (lis) Basico
00C—C— . isina (lis ‘
CH7CH,CHZCHNH, Esencial
H

1.3 PROPIEDADES ACIDO-BASE

Todos los aminodcidos en solucién acuosa a un pH proximo a fa neutralidad estan bajo la
forma de “zwitteriones” (iones dipolares), ya que contienen tanto grupos cidos (COOH)

como basicos{NH3), por lo que tienen propiedades acidas y basicas.



En disolucién acuosa, los grupos ionizables de 1os AA permiten que la molécula ceda o
acepte hidrogeniones, segin el pH del medio. Cuando en el medio abundan los
hidrogeniones (pH 4cido), la molécula del aminoacido tiende a capturarlos y queda
cargada positivamente. Por el contrario, a pH bésico (cuando escasean los hidrogeniones),
¢l AA tiende a liberar H', y queda cargado negativamente. En otros términos, éstas

moléculas son anfoteras. (Badui, 1993; Cheftel, 1989}

+ + -
"NHg COOH “NHa coc” NH Coo’
/ -H N/ H AN
CIH S CH — CH
R R R

aminoacido ¢n forma de
saitterion

Esta situacion hace que para cada aminodcido exista un pH en el cual las cargas positiva y
negativa estan exactamente equilibradas, por lo que la carga neta de la molécula es cero.
Este pH se ltama punto isoelectrico (pl). Los AA pueden tener, por lo tanto, 3 estados que
dependen del pH; a pH<pl se encuentran en forma protonada o catiénica; en el pl su carga
es cero y a pH>pl adquieren una carga negativa o anionica.

Ademas de los grupos carboxilo y amino, algunos AA tienen en su cadena grupos R extra
que ejercen una influencia en el comportamiento acido base de los AA. (Macarulla,

1985).

1.4 PAPEL FUNCIONAL E IMPORTANCIA

El cuerpo requiere de los 20 AA para sintetizar proteinas y otros compuestos que
contienen nitrdgeno. Los AA no esenciales pueden ser formados a partir de AA esenciales
en tanto que se disponga de cantidades suficientes de éstos en la alimentacion. El
embarazo, la lactancia, crecimiento de lactantes y nifios, son condiciones que exigen
mayor sintesis de proteina, por lo que se requiere mayor ingesta de AA. (Macarulla, 1985;
Murray, 1994}



La ingestion inadecuada de cualquiera de los AA esenciales origina un equilibrio negativo

de nitrégeno, pérdida de peso y deterioro del crecimiento en lactantes y niflos, ya que se

ve afectada la sintesis de las proteinas, formadas por los AA, y que realizan una multitud

de funciones esenciales para la vida. (Linder, 1991; Mahan, 1995). Entre las funciones

biolégicas de las proteinas se destacan:

a}

h)

Funcién de mantenimiento y crecimiento. Las proteinas constituyen el principal
material de los musculos, rganos, sangre, huesos y piel, esto es, de todas las
célutas y fluidos del cuerpo. excepto la bilis y la orina. La mision primordial de las
proteinas es, entonces, proporcionar los materiales para la construccion y el
reemplazo continuo de las proteinas celulares.

Funcion catalitica. Las enzimas, que son catalizadores biologicos de la mayoria de
las reacciones bioquimicas del organismo, son proteinas.

Funciones de transporte y reserva. Existen proteinas (como la hemoglobina)
capaces de transportar biomoléculas (como el Fe™"). La caseina de la leche tiene
funcion de reserva, ya que suministra AA al recién nacido.

Funcion hormonal. También existen proteinas con funciéon hormonal, es decir, que
actilan como mensajeros quimicos de un tejido a otro, un ejemplo es la insulina,
Funciones especiales. Muchos de los AA tienen ciertas funciones unicas en el
cuerpo, por ejemplo: el triptofano es precursor de la niacina, y la tirosina es

precursora del pigmento de fa piel y el pelo.

1.5 REACCIONES QUIMICAS

Si bien la capacidad de los AA para actuar como electrolitos es una propiedad quimica

importante, también pueden experimentar reacciones quimicas a 3 niveles: grupo amino,

grupo carboxilo y los diversos grupos R.



1.5.t Reaccién del grupo carboxilo.
Desde el punto de vista biologico, la reaccién de maximo interés es la unién del grupo

carboxilo de un AA con el grupo amino de otro.

T[’ |H 0 H
'NHy  C—0 Hz—N\ /coo "M !I;_L coo
i /= TN
R R IL IlR
Aminodcidos Péptido

El enlace que une a los dos AA se conoce con ¢l nombre de enlace peptidico y el
compuesto resultante se denomina dipéptido. Las moléculas que tienen muchos AA
unidos de esta forma se denominan polipéptidos, y proteinas cuando este nimero es

mayor de 50. (Herrera, 1993; Holine, 1987, Murray, 1994).

1.5.2 Reacciones del grupo amino.

Se consideraran las reacciones importantes utiles para la determinacion de los AA.

o Reaccion con la ninhidrina. El grupo amino de los AA reacciona con la ninhidrina
(hidrato de tricetchidrindeno}) en caliente dando un compuesto azul. La reaccién global
de los AA con la ninhidrina consiste en:

@) Una descarboxilacién oxidativa del AA y la produccion de ninhidrina reducida,

amoniaco y didxido de carbeno.

[+]
NQ JJ—DH OH
CH * e
| OH
1
R (=]

b) La ninhidrina reducida reacciona con mas ninhidrina y con el amoniaco liberado.

0 o
OH H +NHy
OH H »
[+] o

+ R—CH +NHa+ COz
H

Q

@. OH



¢) Se obtiene un complejo de color azul lamado parpura de Ruhemann.

O =) - o

Esta reaccion es importante porque constituye la clave para la deteccién de AA en la
mayoria de los sistemas analiticos. (Fennema, 1993, Holme, 1987).

La deteccion del complejo requiere de un espectrofotometro y la medicion a 570 nm, que
es la longitud de onda aceptada como estandar para el analisis de AA, ya que la absorcion
es casi una funcidn lineal de los grupos amino presentes.

En la cuantificacién de AA individuales, ¢l color del complejo varia de naranja a azul
segin el AA. (Mummay, 1994).

La ninhidrina también reacciona con proteinas, urea y amoniaco. Con los iminoacidos
forma un color amarillo que tiene una absorcion maxima a 440 nm. El método tiene una

sensibilidad de 50-100 mg/ml, (Barret, 1985; Fennema, 1993).

e Reaccion con la fluorescamina. Este compuesto reacciona con las aminas primarias
formando derivados muy fluorescentes. Esto permite la determinacion cuantitativa,
rapida y sensible de los AA, péptidos y proteinas. La fluorescencia involucra la
emision secundaria de luz por el compuesto después de haber sido “excitado” por la
absorcion de luz de una apropiada longitud de onda (Ae=390 nm, Ai=475 nm).
(Barret, 1985; Cheftel, 1989; Fennema, 1993).

4 + R—CH = COOH

s NH2




o Reaccion con el o-flaldialdehido. Este compuesto reacciona con los AA para dar
derivados fluorescentes de isoindol (Ae=380 nm, Aemi=450 nm). (Chettel, 1989,
Fennema, 1993},

o}
/ S—CHy—CHROH
\H
ReCH—COOH —————* CH—COOH
A T O HisCHCH0H e
C\ NHz R
H

fsta reaccion también es importante desde el punto de vista analitico.

1.5.3 Reacciones del grupe R

De interés bioldgico es la reaccién que sufre el residuo R de la cisteina. El grupo
sulfhidrilo de la cisteina sufre una reaccion de oxidacién con otra molécula de cisteina
para dar lugar a la cistina; reaccioén reversible por reduccion. (Conn, 1996, Fennema,

1993).

[©
2 'OOC—Cl:H—CH —5H T 'ooc—(l:H—CHz— S5~S—CH,~ <I:H—COO'
H
NHa NH3 NH3
cisteina cistina

Esta reaccion es especialmente importante para mantener la estructura de muchas proteinas.

1.6 METABOLISMO DE AMINOACIDOS

La necesidad de un consumo dietético de proteina estd justificada por la necesidad de
reemplazar las pérdidas de AA como consecuencia de la renovacion de las proteinas
tisulares. El metabolisme de AA estda estrechamente relacionado con los procesos
biologicos fundamentales como son el crecimiento y la sintesis de proteinas, asi como la
reproduccién. El conocimiento del metabolismo de los AA es importante para la

interpretacién de los niveles de AA en los liquidos biologicos y en los tejidos.



1.6.1 Metabolismo de aminoécidos en el adulto.

Los alimentos, para ser utilizados por ¢l organismo, tienen que ser transformados a través
de los procesos digestivos en sustancias absorbibles. Los AA son utilizados para la
sintesis de proteinas y otros compuestos, pero también son catabolizados y excretados

(Icaza, 1983; Macarulla, 1985), como se esquematiza en la siguiente figura.

_» Proteinas propias

. L L Conversion a otros
alimentos —+ péptidos -—» aminoicidos —» sangre —+ metabolitos

= Oxidacién (energia)
¥ LXCrecion

1.6.1.1 Digestién. La digestion de las proteinas se inicia en el estomago por la accion del
HCl y el pepsinogeno al cual activa convirtiéndolo en pepsina, que actila
inespecificamente sobre los enlaces peptidicos de las proteinas convirtiéndolas en
oligopéptidos.

La hidrolisis de estos oligopéptidos tiene lugar en el intestino delgado, donde fas células
secretan las enzimas enteroquinasa. aminopeptidasas y dipeptidasas. El pancreas,
mediante el jugo pancreatico, excreta en el intestino deigado diversas enzimas en forma
de zimogenos: tripsindgeno, activado por la enteroquinasa del jugo intestinal y convertida
en tripsina; procarboxipeptidasa, quimotripsindgeno y proelastasa, activados por la
tripsina y convertidas en carboxipeptidasa, quimotripsina y elastasa respectivamente.

Por accién de las enzimas pancredticas, la aminopeptidasa y la dipeptidasa, las proteinas

se convierten en oligopéptidos, dipéptidos y AA libres.

carboxipeptidasa
proteina N

) + 4 X o
aminopeptidasa quimotripsina o

O dipepti O inoACH
peptidasas Aminoacidos
o —r O libres

pepsina  tripsina



También son digeridas las proteinas endogenas, es decir, las proteinas de tejidos

corporales. {Macarulla, 1985, Robinson, 1930).

1.6.1.2 Absorcion. Los productos finales de la digestion proteinica son entonces
rapidamente absorbidos desde el intestino a la sangre de la vena portal, y transportados
hacia el higado y otros tejidos para su utilizacion metabélica; entonces, los AA entran en

las células provenientes de la poza metabdlica del plasma sanguineo. (Macarulla, 1985).

1.6.1.3 Afciaholismo. Son los procesos de sintesis {anabolismo) y degradacion
(catabolismo) que tienen lugar en el ser vivo. Para que se sinteticen las proteinas deben
estar disponibles todos los AA necesarios y existir todos los AA esenciales.

El ADN contenido en el nicleo celular contiene la informacidn necesaria para la sintesis
de toda la diversidad de proteinas que se necesitan para el funcionamiento normal del
organismo. EI ARN, que difiere del ADN por un aziicar y una base nitrogenada, tiene la
funcion de copiar la informacion contenida en el ADN (transcripcin) en forma de ARN
mensajero (ARNm), el cual sale del nicleo hacia los ribosomas en el citoplasma, en
donde ocurre la sintesis de proteinas, mediante la activacion de AA por el ARN de
trasferencia (ARND). El complejo ARNt-aminodcido se dirige al ARNm donde se forma
el enlace peptidico de acuerdo al patrén que fija el ADN. Cuando la sintesis ha terminado,
la proteina se libera de los ribosomas para llevar a cabo sus funciones.

Las proteinas también sufren catabolismo (proteélisis) proceso que junto con la sintesis,
constituye ef recambio dindmico de proteinas.

Los aminoacidos consumidos en exceso no se almacenan, aquellos que no se incorporan a
fines anabélicos se degradan con rapidez (catabolismo), originando principalmente los
compuestos nitrogenados presentes en la orina. El grupo amino de los AA se elimina en
forma de amoniaco, el cual es transformado en urea. (Linder, 1991; Robinson, 1980).

Los procesos anteriores se resumen en la figura 1.
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Figura 1, Metabolismo de aminoécidos.

1.6.1.4 Lxcrecion. El nitrogeno fecal incluye el que procede de fuentes exogenas
(proteinas dietéticas) y endégenas no digeridas.

Mas del 90% del nitrogeno urinario proviene de la desaminacion de AA en el cuerpo y se
excreta principalmente como urea. También se pierde nitrogeno en la transpiracién y en
las células descamadas.

El rifién se encarga de filtrar el suministro sanguineo. En el adulto normal, sélo un 2-3%
del nitrogeno total urinario son aminoacidos, la mayoria desaparecen de la orina mediante
el proceso de absorcion tubular renal durante la filtracién. (Marieb,1992; Scriver,1979).
El equilibrio de nitrégeno es el estado de balance en el cual la ingestioén de nitrégeno es
igual a la excrecion. Un equilibrio positivo indica que la ingestion excede a la excrecion,
lo que ocurre cuando se estan sintetizando nuevos tejidos proteinicos, como en los nifios
en crecimiento o durante el embarazo. Un equilibrio negativo indica que la excrecion de
nitrogeno excede a su ingestion, lo que se da en casos de consumo insuficiente de calorias

o consumo de proteinas de calidad pobre. (Robinson, 1980).



1.6.2 Metabolismo de aminodcidos durante el embaraze.

La gestacion en el humano estd asociada con profundas adaptaciones metabdlicas y
fisiologicas en la madre, a fin de sostener las necesidades de glucosa y aminoacidos del
producto en crecimiento. Aunque la glucosa es la principal fuente de energia para el feto,

la proteina es el componente esencial para su desarrollo.

1.6.2.1 Consideraciones generales. Durante la gestacién, el volumen sangrineo materno
se incrementa, teniendo su maximo antes del rapido crecimiento fetal.

El crecimiento del utero y del feto principalmente determina la gran necesidad de proteina
corporal. La proteina extra depositada en un embarazo normal seria aproximadamente de
925 g, de los cuales el 60% se deposita en el feto. La ganancia de peso materno no
atribuible al feto o tejidos reproductivos, se debe principalmente a lipidos y fluidos
retenidos, pero se cree que también se incrementan las reservas de masa proteinica.

(Rosso. 1990; Winick, 1979).

1.6.2.2 Adaptacion metabdlica. Durante la primera mitad del embarazo existe una fase
anabélica, que se caracteriza por almacenar proteinas y energia en forma de grasa cuando
las necesidades fetales son adn relativamente pequefas, preparando al organismo para las
futuras demandas fetales; la glucosa es el principal nutrimento metabélico materno en este
periodo. La fase catabélica ocurre durante la segunda mitad de la gestacion. Durante este
periodo es la grasa el principal energético para la madre en lugar de la glucosa, que en
estado prandial procede de la dieta y en estado de ayuno de los depositos
adiposos.(Gonzales de Agliero, 1996, Winick, 1979).

Durante el embarazo hay un constante hiperinsulinismo, lo cual promueve la sintesis de
tejidos y restringe la protedlisis, aun en estado de ayuno. (Gonzéles de Agiiero, 1996).
Como se observa en la figura 2, un modelo simplificado del metabolismo de AA se
complica debido a Ia reserva y metabolismo fetal, que también afecta la poza materna de
AA.
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Figura 2. S: sintesis de proteinas, D: degradacién de proteinas.

1.6.2.3 Reserva de  aminodcidos plasmdticos. Se acepta generalmente que la
concentracion de AA libres disminuye en el plasma materno durante el embarazo, en
comparacion con las mujeres no embarazadas (aminoaciduria). Para la mayoria de los AA
la disminucion ocurre en el primer trimestre, y al final ‘del embarazo, inmediatamente
después de consumir alimentos, se produce un menor aumento (que desciende con
rapidez) en la concentracion plasmatica de AA, en comparacion con el observado en

mujeres no embarazadas. (Gonzales de Agiiero, 1996; Rosso, 1990; Moghissi, 1978).

1.6.2.4 Excrecién de nitrégeno. El embarazo estd asociado con la disminucion en la
sintesis de urea. Las pérdidas de AA en la orina se eleva, la mayor parte son AA no
esenciales. Existe durante el embarazo balance de nitrogeno positivo para satisfacer las

necesidades del feto y el crecimiento del aparato reproductor. (Moghissi, 1978).

1.6.3 Metabolismo fetal de aminodcides
El metabolismo fetal se refiere al periodo anterior al nacimiento. Entre los componentes

de los tejidos, las proteinas son especialmente importantes, debido a su gran contribucion
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a la masa tisular. La vida fetal se caracteriza por el rapido crecimiento comparado con la
vida postatal. Los estudios del metabolismo fetal se realizan principalmente en ratas y

ovejas.

1.6.3.1 Consideraciones generales. El crecimiento fetal depende de un adecuado
suministro de nutrimentos, ya que puede sintetizar sus propios carbohidratos, lipidos y
proteinas a partir de ellos. El feto humano acumuia los nutrimentos recueridos para el
crecimiento y diferenciacion. oxida los substratos energéticos transportados desde la
madre y elimina productos metabélicos. Los procesos metabélicos fetales estan adaptados
a un aporte constante de alimentos, que consiste principalmente en glucosa y AA,
(Carrera, 1997; Hay, 1991).

En los organismos no en crecimiento, la deposicion de proteina debe ocumir por la
sintesis de ésta a partir de AA, por lo fanto, el indice de recambio es igual al indice de

sintesis ¢ igual al indice de degradacion.

Recambio de proteina = sintesis de proteina = degradacién de proteina

En los organistnos en crecimiento, la sintesis de proteina se convierte en la suma de los
procesos por lo que las proteinas son degradadas y renovadas y por los que se adquieren

nuevas proteinas. (Battaglia, 1992; Milley, 1589).

Sintesis de proteina = deposicion de proteina + degradacion de proteina

1.6.3.2 Aporte de aminodgcidos. El feto recibe todos los nutrimentos requeridos para
sostener el crecimiento normal a través de la placenta (Fig. 3), un organo fetal
especializado para este fin. La transferencia de nutrimentos sigue un camino que va de la
sangre materna a la placenta, luego sigue por la vena umbilical, para finalmente llegar a la
circulacion fetal. La cantidad, calidad y composicion de la sangre materna determina la

disponibilidad de nutrimentos. {Beal, 1994; Rosso, 1990).
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Figura 3. Transporte de nutrimentos y metabolismo simplificado de aminoacidos.

La concentracion de aminoacidos libres es de 3 a 6 veces mas alta en la sangre fetal que
en la materna. La transferencia de aminoacidos desde la madre al feto se vuelve mas

eficiente a finales del embarazo. (Battaglia, 1992, Gonzales de Agiiero, 1996).

1.6.3.3 Uitilizacion de aminodcidos. La fuente de nitrogeno fetal la representan los
aminoacidos. Durante el embarazo éstos se utilizan tanto para la sintesis de las proteinas
como para los procesos catabélicos, aunque en menor grado.

El feto tiene que fabricar sus propias proteinas, ya que la mayoria de las proteinas en la
sangre materna no pueden pasar la barrera placentaria; por lo tanto, los AA de la sangre
materna son tomados avidamente por la circulacién fetal y todos los AA son esenciales
para el feto, al menos hasta que se completa el desarroilo enzimatico. Siempre que el feto
disponga de AA en apropiadas proporciones, la sintesis proteica fetal se debera
desarrollar normalmente. (Battaglia, 1992; Luke, 1983),

La sintesis de proteinas en el feto difiere de la de los nifios y adultos, su indice es muy
alto {debido a un indice de degradacion muy bajo) y la mayor parte se dirige hacia la
formacion de proteinas estructurales. Cuando cada organo va adquiriendo su forma y

funcidn, disminuye la importancia de la sintesis de proteinas estructurales y aumenta la de
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proteinas funcionales. La sintesis de proteinas fetales depende de la disponibilidad tanto
de energia como de AA. La deposicion de proteina en el feto ocurre principalmente en la
segunda mitad del embarazo, sintetizando cerca de 5 g de proteinas al dia. (Adam, 1978;
Battaglia, 1988).
La actividad de sintesis de proteina fetal sigue una secuencia general:

a) Primero, hay un incremento en el crecimiento hiperplasico (nimero de células).

b) Segundo, hay un incremento en el crecimiento hipertréfico (tamafio de las células).

¢) Finalmente, la actividad de sintesis de proteina aumenta, inotivada por la alta

concentracion de AA disponible.

El higado del feto en rapido crecimiento representa la mayor proporcion del indice total
de sintesis de proteina, le siguen los rifiones, cerebro y corazén. (Milley, 1989, Rosso,
1990; Battagha, 1992).
El ingreso fetal de AA es superior al necesario para la formacion de tejidos, y la
produccion fetal de urea es muy alta, lo que indica que el feto humano oxida AA. Se ha
calculado en la oveja que un 40% del total de AA transportados al feto sirven como
sustrato energético y que la energia producida constituye el 20% del total de la energia
requerida. Asi pues, durante la vida fetal, los substratos metabolicos oxidados son

principalmente glucosa, seguido de AA. (Battaglia, 1988, Rosso, 1990).

1.7 ANALISIS DE AMINOACIDOS
La posibilidad de analizar y cuantificar los AA por técnicas modernas de cromatografia e
instrumentales han contribuido al entendimiento de los procesos por los que los animales

digieren, absorben, transportan, usan y excretan estos constituyentes en varios alimentos.

1.7.1 Anadlisis de aminoAcidos totales
El analisis cuantitativo de «-aminoécidos totales involucra métodos que miden la emisién

o la absorcion de radiacidn a longitudes de onda determinadas.



Los grupos funcionales de los AA y la mayoria de sus sustituyentes exhiben poca
absorcion de la luz ultravioleta (excepto aromaticos). Sin embargo, como se menciond
anteriormente, el grupo amino sufre facilmente reacciones de derivatizacion, cuya
deteccion es colorimétrica o fluorimétrica, y que se han empleado en ensayos directos. En
la cuantificacion de AA totales de una mezcla, se debe escoger un AA de referencia y

determinar las condiciones particulares de anélisis. (Barret, 1985; Egan, 1993).

1.7.2 Anilisis cromatogrifico de aminodcidos
La separacion de aminoicidos mediante procedimientos cromatograficos ha sido la

practica comiin para su cuantificacion en hidrolizados proteinicos y liquidos fisiologicos.

1.7.2.1 Ei proceso cromatogrdfico

El proceso cromatografico basico es un fenomeno fisico dindmico que consiste en la
reparticion de las sustancias que componen una mezcla en una fase estacionaria y una fase
movil. En la cromatografia liquida en columnas la fase estacionania esté empacada en una
columna y la fase mévil liquida fluye a través de ella. Las sustancias de la muestra,
disueltas en la fase movil, tienen una serie de interacciones tanto con la fase estacionaria
como con la movil a medida que ésta se desplaza. Las interacciones se basan en
diferencias en las propiedades fisicas y quimicas de los componentes de la muestra. El
resultado es que las sustancias migran a diferentes velocidades. (Egan, 1993, Macrae,
1988; Quattrochi, 1992).

La técnica mas usada para analisis cuantitativo y cualitativo es la cromatografia de
liquidos se alta resolucién, o de alta presion, donde se requieren bombas a presion
ininterrumpida para vencer la resistencia de las columnas empacadas, y detectores
sensibles, su uso es particularmente valioso en bioguimica y productos alimenticios.
(Egan, 1993).
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1.7.2.2 Tipos de cromatografia
De acuerdo a la naturaleza de las fuerzas fase estacionaria-fase movil, se generan los

distintos tipos de cromatografia liquida (Cuadro 2). (Macrae, 1988; Quattrochi, 1992},

Cuadro 2. Tipos de cromatografia.

Cromatografia Bases de la retencién
De adsorcion Polaridad
De particion Solubilidad
De intercambio ionico Carga
De exclusion Tamafio molecular
De afinidad Actividad biologica

La cromatografia de intercambio i6nico es la que se utilizd en este trabajo experimental. Se
dice que es de intercambio porque al llegar la muestra al interior de la columna, ésta se libera
de los iones que neutralizan su carga y retiene los iones de la muestra por los que tiene mayor
afinidad, luego, una elucién constante con fase movil sera capaz de liberar a las moléculas del
soluto de esta retencion y arrastrarla a lo largo de la columna. En la figura 4 se esquematiza el
intercambio catidnico que es el que ocurre en caso de AA. (Garcia de Marina, 1988 ;

Quattrochi, 1992).

O_ Fase movil Fase movil
- O,

articulas +| = Particulas

del relleno (m ¢

del relleno

Figura 4. Intercambio catiénico. (5 ™ analito cati6nico).

1.7.2.3 Medicion de aminodcidos

Para el caso de los AA, sus grupos amino, carboxilo y el sustituyente R (segin su
naturaleza), les dan un cardcter i6nico y la moléculas pueden llegar a tener una carga neta,
cuyo signo e intensidad varfa en funcion del pH. El hecho de que la alteracién de la
composicién del eluyente pueda alterar la carga de los AA es el fundamento de su

separacion en la cromatografia de intercambio ionico. (Barret, 1985., Holme, 1987).
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La cromatografia de AA se lleva a cabo en soluciones amortiguadoras de pH bajo, esto
mantiene a los AA como cationes y dado que los grupos sulfonicos de la resina de
poliestireno son acidos fuertes, retienen su carga negativa por debajo de un pH de 3. Asi,
los AA se unen a la resina electrostaticamente. La elucion de AA tiene lugar utilizando
soluciones amortiguadoras de pH creciente como fase movil, a medida que aumenta el
pH, los AA se liberan sucesivamente en funcién de su acidez o basicidad. (Bender, 1987;
Hoelme, 1987; Murray, 1994).

Las tecnologias del HPLC se han aplicado en la determinacion de AA. Las resmas de
intercambio idnico han reducido el tamaiio de sus particulas de 30 pm a 3 um, reduciendo
asi la longitud y radio de las columnas e incrementandose la resolucion y eficiencia. El
tiempo de anélisis se ha reducido de 4-6 horas a menos de 2 horas. (Nollet, 1992).

Los procedimientos de derivatizacion de AA también se han aplicado y dividido en pre-
columna y post-columna. La derivatizacion post-columna con ninhidrina es el

procedimiento mas comun.

1.7.3 El antoanalizador de aminoacidos de alta resolucién

Es el instrumento utilizado para el andlisis de AA en solucion. Su mejorada eficacia
alcanza el rango analitico de! orden de nanomoles. Un diagrama esquematico de los
componentes basicos se muestra en la figura 5. (Manual of Beckman, 1987, Bohinski,

1991; Garcia de Marina, 1988).

lnyeccion de l'i'nmpén 1 l | Tampén 2[ ITampdn 3]
muestra
o Bomba - -+ I -
| Ninhidnina
Y )
[T 1w
Bomba -l AAAA Amplificador  Impresora
Reactor Celda de flujo ¥ registro
570 v 440 nm

Figura 5. Diagrama esquematico de un autoanalizador de aminoacidos.



e Columnas. Se usan columnas empacadas de acero inoxidable de 4.5 - 5 mm de
diametro y de 12 - 25 ¢m de longitud. La fase estacionaria puede ser de Na” o de Li".

o Soluciones amortiguadoras. Deben prepararse con precisiones de 0.001 moV/l y 0.001
unidades de pli, que van de 3 a 10, Existen amortiguadores comerciales,

o Temperatura. La columna se encuentra sometida a programas que implican un cambio
en la temperatura de trabajo en un momento dado del proceso.

e Flujo de la columna. Se consigue gracias a una bomba de desplazamiento constante.

+ Deteccién. Una segunda bomba se necesita para la ninhidrina que se mezcla con el
efluente de la columna. La mezcla pasa por un reactor a 100°C'y posteriormente pasa
a la celda de flujo que monitorea la absorbancia a 570 y 440 nm. En algunos equipos
se usa la estrategia de incrementar la temperatura del reactor a mas de 100°C y
disminuir asi el tiempo de reaccion.

e Sistema de inyeccién. Mediante vilvulas se incorpora la muestra en el sistema a

elevada presion.

1.7.4 Analisis cualitativo en cromatografia

El grado de retencion de un compuesto en una columna cromatografica es caracteristico
bajo condiciones establecidas. Una comparacién de los factores de retencidén de
estandares y componentes desconocidos de una mezcla puede tedricamente llevar a la

identificacion.

1.7.5 Andlisis cuantitativo en cromatografia

La relacion entre la concentracion de un soluto y el pico producido en el cromatograma es
vilida solamente si consideramos el area. El area bajo el pico es proporcional a la masa
del componente cuando el flujo se mantiene constante.

En el uso de estindares externos, se inyectan muestras del analito en concentraciones
conocidas y se mide el area de los picos resultantes. El pico de la muestra problema se

compara con la de los estandares para calcular la concentracion.
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Para el caso de estindares internos. se adiciona a la muestra un compuesto que no esta
presente y en cantidades conocidas. La cuantificacion se basa en la proporcidn del

estandar y el pico de interés. (Bender, 1987, Quattrochi, 1992).

1.7.6 Preparacién de las muestras

Es muy importante la preparacion de la muestra si se quieren obtener resultados
reproducibles y separaciones sin problemas. Esta preparacion depende de las propiedades
del analito, su concentracién, paturaleza de la matriz de la muestra, forma en la que se
presenta, etc. (Holme, 1987; Quattrochi, 1992).

La determinacion de aminoacidos no se ha hecho solo de hidrolizados proteinicos, sino
también de AA libres en muestras varias como son semilla de cacao o plasma sanguineo,
para lo que se requiere desproteinizar la muestra,

Los métodos de desproteinizacién son convencionales ¢ incluyen el uso de acido picrico y
acido sulfosalicilico. Se ha reportado una mejor precision en el analisis de AA en plasma
por desproteinizacién con acido picrico que con sulfosalicilico. (Holme, 1987; Macrae,
1988).

Las muestras a introducir en una columna cromatografica-deben estar libres de moléculas
grandes y particulas en suspension. La filtracion de las muestras se realiza en filtros con
membranas de tamaiio de poro de 0.45 a 0.22 pm de un material apropiado para la

muestra. (Quattrochi, 1992).

2. PLASMA SANGUINEO

La sangre es especial, el tnico tejido liquido corporal, constituido de elementos celulares
y el plasma, o fraccion liquida que contiene proteinas y otros productos organicos. Dado
que la sangre es el medio transportador de sustancias nutritivas y de desecho en todo el
cuerpo, y que éstas en su mayoria s¢ encuentran en el plasma, éste ultimo es un
importante colaborador del metabolismo. Asi, el estudio del plasma sanguineo en el

campo de la nutricion es de gran valor.
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2.1 CONCEPTO

Aungue la sangre parece un liquido homogéneo, consiste en células suspendidas en una
matriz liquida ilamada plasma.

Si una muestra de sangre se mezcla con un anticoagulante y se somete a centrifugacion,
los elementos sélidos mas pesados se empacan en la parte infecior por la fuerza centrifuga
y el plasma, menos denso, se encuentra en la parte superior. La mayor parte de la masa
rojiza consiste en eritrocitos, las células rojas sanguineas. El plasma sobrenadante, que
tiene un volumen de aproximadamente 55% de la sangre entera, es un liquido pegajoso de
color amarillo que contiene numerosas sustancias. El ser humano adulto contiene unos 3

litros de plasma. (Macarulla, 1985; Marieb, 1992).

2.2 COMPOSICION

El componente principal del plasma es el agua (aproximadamente 90%), en la que estan
disucltos mas de 100 solutos diferentes, incluyendo nutrimentos, gases, hormonas,
productos de desecho, iones y proteinas, cuyas concentraciones se mantienen en
intervalos muy estrechos, por lo que se puede considerar que la composicion del plasma
se mantiene relativamente constante (homeostasis). Eb cuadro 3 resume los principales

componentes del plasma. (Macarulla, 1985; Marieb, 1992).

Cuadro 3. Composicién del plasma. (Marieb, 1992).
COMPONENTE _ DESCRIPCION

Agua 90% del volumen plasmatico: medio de disolucién v suspension
Solutos

Proteinas

e albumina 60% de las proteinas plasmaticas

¢ globulinas 36% de las proteinas plasmaticas

o factores de coagulacion 3% de las proteinas plasmaticas

+ otras Enzimas, hormonas

Sustancias nitrogenadas Subproductos del metabolismo, tales como urea y sales de

no proteinicas amonio (200-300 mg/l)

Nutrimentos orgdnicos Materiales absorbidos del tracto digestivo y transportados para

su uso a todo el cuerpo, incluyen aminodcidos, glucosa y otros
carbohidratos simples (700-900 mg/i)

Electrolitos Cationes como Na, K, etc.,(152 mEg/l);
Anicnes como Cl, POy, etc.,(152 mEq/l)
Gases Oy CO,
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La concentracién de AA en plasma es un topico recurrente en la ciencia de la nutricion.
Las concentraciones plasmaticas de AA en sujetos humanos normales se listan en el

cuadro 4. (Brody, 1994; Cetin, 1996; Schoengold, 1978).

Cuadro 4. Concentracién de aminoacidos en plasma humano.

AMINOACIDO CONCENTRACION (pmal/l) AMINOACIDO CONCENTRACION (pmolil}
a b c a b ¢

Alanina 367+67 380434 344 Leucina 109£27 95+6 112
Arginina 47+34 8+12 6% Lisina 185140  158x11 164
Ac, aspartico 5+d - - Metionina 2218 2042 24
Fenilalanina 5349 542 49 Prolina 21068 - 175
Ac. glutamico 4416 - 44 Serina 128339  134+13 109
Glicina 19456 223+17 215 Treonina 219£75  151+24 134
Histidina 96117 78+5 73 Triptofano - - -
Isoleucina 50x14 504 59 Tirosina 52tl4 65+8 54
Valina 194214 9502 212 Cisteina - - -

a: Reid, 1971

b: Cetin, 1996
c: Brody, 1994
- no reportado

2.3 PAPEL FUNCIONAL E IMPORTANCIA

El agua del plasma, que como ya se menciond contiene disueltas muchas sustancias,
rodea las células de los tejidos del cuerpo intercambiando una variedad de mateniales.

Asi pues, el plasma funciona como el medio de transporte en el organismo, debe acarrear:
l)cualquier nutrimento requerido por la célula y que debe tener en apropiada
concentracion, y 2) cualquier producto de excrecion liberado por una céiula. Y dado que
las demandas de cada célula deben ser satisfechas continuamente, se deben mantener las
concentraciones de los solutos que constituyen el plasma.

Las proteinas plasmaticas son vehiculos de capacidad limitada para el transporte de AA
de un lugar a otro; por lo tanto, el flujo de AA tiene lugar cuando éstos se encucntran en

forma libre en el plasma, tal que se forma una poza metabdlica de AA. (Macarulla, 1985).
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El plasma facilita el flujo de AA que ya se mencioné anteriormente: los AA entran en el
metabolismo procedentes de la digestién de proteinas o de la protedlisis; después, pueden
ser transportados a otros tejidos, donde abandonan la circulacién {el plasma

concretamente) para entrar en la sintesis de proteinas o en las vias catabélicas. (Fig. 6).

Proteinas de la dicta

Ingestion
Digestion Tracto gastrointestinal
Absorcidn Circulacidn portal
* A * Todas las células
Higado ——» inoaci «
Transporte JH * Aminoacidos
del P!asma
Metabolismo ‘///' Iy
Organos l .
Rifion Células muertas
l ! )
Excrecion Orina Descamacion —» Heces

Figura 6. Flujo de los aminoacidos libres desde la fase nutritiva a través de la poza

metabdlica del plasma sanguineo.

3. LIQUIDO AMNIOTICO

El liquido amnidtico (LA) es el medio que bafia al feto y que en la actualidad es una
fuente potencial de informacion, capaz de proporcionar datos valiosos sobre el
metabolismo y bienestar fetal. Aunque los estudios realizados son numerosos, los

conocimiento obtenidos son aun pocos y no claros.

3.1 CONCEPTO
A medida que el feto se desarrolla esta rodeado por una poza protectora de LA (Fig. 7). El
liquido para analisis se obtiene mediante aspiracion con aguja, procedimiento llamado

amniocentesis.
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El volumen del LA aumenta relativamente con lentitud, el cua) llega a un promedio
alrededor de 3 ml a las 10 semanas, 125 ml a las 15 semanas, unos 350 ml a las 20
semanas, y un maximo a las 35 semanas de 700-900 ml (incluso hasta 1000 ml), que

penmanece constante hasta el final del embarazo. (Cockburn, 1973; Lind, 1982).

Liquido Figura 7. Formacion
amniotico ] ]
de liquido amnidtico.

3.2 ORIGEN

Se sabe poco acerca del origen de! LA al principio de la gestacion, sin embargo, al
madurar el feto, este liquido lega a ser producto de diversos eventos metabolicos de las
células fetales, transporte de agua y orina fetal. (Bissenden, 1979).

En el inicio de la 14* semana, el feto contribuye con el LA al expulsar su orina, ya que el
rifion fetal funciona por lo menos desde este periodo. Diarlamente se afiade de 500-700
ml de orina fetal. La formacién de la orina fetal constituye la mayor contribucién a la
composicién y volumen del LA

Para el momento en que se presenta la produccion de orina fetal, el feto empieza a tragar
el LA. Diariamente ¢l feto deglute unos 400-500 ml del LA que luego son reabsorbidos
por el conducto gastrointestinal. (Fig. 7). (Moghissi, 1978).

Los requisitos diarios de agua intrauterina durante la gestacion son satisfechos por una

transferencia a través de la placenta desde la circulacion materna a la fetal.



3.3 COMPOSICION

Alrededor del 98% del LA es agua. EI LA es una solucidn en la que se suspende material
no soluble (por ejemplo: células descamadas) y porciones de sales organicas e
inorganicas. La mitad de los constituyentes organicos son proteinas, la otra parte consiste
en carbohidratos, grasas, enzimas y hormonas. A medida que avanza la gestacion, cambia
la composicion del LA por [a adicion de las fuentes mencionadas anteriormente. (Beal,
1994).

En el cuadro 5 se resumen los principales componentes del LA.

Cuadro 5, Composicion del liquido amnidtico. (Mesavage, 1985; Petit, 1980).

Edad Na’ Cr K"  Proteinas Aminodcidos  Urea Lipidos
gestacional mEg/l mEg/t mEg/l totales totales mg/100ml totales
mg/100 mi umol/100 ml mg/100 ml
<20 semanas 137 110 4 460 250 19 -
26-30 semanas 133 |06 4.3 . - 25 12
37-40semanas 138 103 4.4 250 121 30 13

Como se puede observar, las proteinas presentan una disminucion progresiva en el curso
de la gestacion, al igual que el sodio y el cloro. Las concentraciones de los AA
disminuyen en general con la edad gestacional, especialmente en el curso del tercer
trimestre. La concentracion de urea es consecuencia de la excrecion urinaria fetal. los

datos sobre otros constituyentes del LA son escasos. (Lind, 1982., Votta, 1975).

34 PAPEL FUNCIONAL E IMPORTANCIA

Es evidente que el LA debe proveer un ambiente fisico y bioquimico dptimo, ya que es ¢l
medio acuoso en ¢l que el feto y su funcion metabdlica se desarrollan. Ademas, a través
de la constante deglucion por parte del feto, el LA es también una fuente de nutrimentos:
algunas moléculas presentes (proteinas y AA principalmente), pueden digerirse y/o

absorberse, incorporandose en el tejido proteinico fetal. (Battaglia, 1988).
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El LA realiza funciones importantes: permite el crecimiento simétrico, mantiene estéril el
habitat fetal, ayuda a controlar la temperatura corporal, proporciona comodidad al feto y
lo protege de los golpes y compresiones exteriores.

Asi pues, dado que el LA también representa una contribucion al metabolismo y nutricidn
del feto, y que su composicion se debe principalmente a la orina fetal, las variaciones en
los valores de sus componentes contribuird a la definicion del metabolismo tetal, la
presencia de desérdenes y el aseguramiento del crecimiento fetal normal. {Battaglia,

1988; Beal, 1994; Lind, 1982).

1. NUTRICION Y EMBARAZO.

Son multiples los factores que interactian para determinar el avance y resultado final del
embarazo, el estado nutricional es el mas importante. Durante esta etapa. los aportes
nutritivos de la gestante deben cubrir, ademés de sus propias necesidades, las
correspondientes al feto en desarrolio. El estudio de la influencia de la nutricién sobre el
crecimiento fetal requiere definir conceptos como el crecimiento fetal normal, el estado
de nutricion de la madre y los efectos resultantes sobre el feto en desarrollo y sobre la

vida postnatal, y los requerimientos de nutrimentos.

4.1 CRECIMIENTO FETAL NORMAL Y RETARDADO

El crecimiento es un proceso dinamico que depende del suministro y utilizacion
adecuados de nutrimentos. Su regulacién depende de: control genético, oferta de
substratos nutrimentales, y transferencia placentaria desde la madre al feto
principalmente. E] embarazo suele calcularse en semanas, siendo en promedio 40.

El desarrollo fetal tiene 3 fases definidas (Beal, 1994; Gonziles de Agilero, 1996;
Robinson, {980):

I. Periodo de implantacion, aproximadamente 2 semanas después de la concepcion. El

ovulo fecundado se implanta en la pared del utero.
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Periodo de diferenciacion, de la 2° a la 8 semana (hiperplasia celutar). Se forman
rapidamente todos los 6rganos principales, al final de esta fase el feto ya tiene forma
humana. Los requerimientos de nutrimentos son cuantitativamente pequefios pero
cualitativamente criticos. Durante este periodo el feto puede resultar afectado

permanentemente por una dieta muy deficiente o una enfermedad grave.

Tl

Periodo de rapido crecimiento del feto, de la 8" semana al término. Los tejidos
organicos y el peso fetal total aumentan notablemente.

Se han construide graficas que relacionan las mediciones fetales con la edad gestacional.
Las curvas de peso fetal pueden dividirse en 4 zonas, cada una de las cuales presenta una

tasa de crecimiento distinta (Fig. 8). (Beal, 1994, McLaren, 1993},

]
zonal !zona2 .zomad jzona4

4000 ' : '
5 ; i
z 3000 ! i ——mudin
= 1 : ' 8 media - 1 DE]
= 2000 . 4 - & pedia- L DE
2 1000 H ;
0 T—erer ¥ T Y ; T T T : —

0 4 8 121620 24 28 3236 40 44

semanas de gestacion

Figura 8. Curva de incremento del peso fetal dividida en 4 zonas.

Zona de crecimiento lento (1): dura aproximadamente hasta la semana 16 de gestacion.

Zona de crecimiento acelerado (2): discurre desde la semana 16 hasta la 26-27. La tasa de
crecimiento alcanza los 85 g/semana.

Zona de maximo crecimiento (3): comienza alrededor de la semana 28 y se interrumpe en
las inmediaciones de la semana 38. La tasa de crecimiento es muy elevada, del orden
de 200g/semana.

Zona de desaceleracion del crecimiento (4): a partir de la semana 38. La tasa de

crecimiento es de alrededor de 70g/semana.
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Todas los componentes del cuerpo contribuyen al aumento de peso fetal, como se muestra
en el cuadro 6. El depdsito de proteinas en e! feto es bdsico para el crecimiento y continta
durante todo el embarazo. En la primera mitad del embarazo, la composicién corporal
incluye principalmente liquidos y tejido magro y en la ultima mitad del embarazo, las
proporciones de agua y proteina disminuyen a medida que la proporcion de grasa
aumenta. Se ha calculado que la cantidad de proteinas en ¢l cuerpo es de 385 a435genel
infante a término al nacimiento, aunque en la India se han reportado valores més bajos en

infantes nacidos de madres desnutridas. (Beal, 1994; Feldman, 1990).

Cuadre 6. Cantidades totales de agua, grasa y nitrogeno en el cuerpo del
feto en desarrollo. (Beal, 1994).
Edad fetal

Peso " Agua Grasa Nitrogeno
corporal () “Pro¥imads (2) @ ®
200 17 177 1.0 28
500 23 440 3.0 7.0
1000 26 860 10 14
1500 31 1270 35 25
2000 33 1620 100 37
2500 35 1940 185 49
3000 38 2180 360 55
3500 40 2400 560 62

Gracias a las curvas de crecimiento fetal, los recién nacidos se clasifican en 3 categorias:
adecuados para la edad gestacional (AEG), grandes para la edad gestacional y pequefios
para la edad gestacional (PEG), éstos ultimos se definen como aquellos neonatos que se
sitian 1 o 2 desviaciones estandar abajo de la curva de normalidad. La nutricion matemna
es el principal factor {méas de 50% de probabilidad) que determina el bajo peso para la
edad gestacional y al nacer, aunque hay otros factores muy relacionados que afectan el
crecimiento normal. (Kaufer, 1998; Luke, 1983; Zubiran, 1990).

Se comentan algunos a continuacién (Beal, 1994; Casanueva, 1995)
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o Fetos maltiples; son casi invariablemente mas pequefios que los infantes (aicos

¢ Incremento ponderal de la madre; hay una relacion positiva; 2° factor de importancia

s Peso antes del embarazo; hay una refacion directa. el peso bajo preconcepcional se
relaciona también con reservas energéticas insuficientes

¢ Talla materna; un componente genético y en ocasiones usada como indicador del
consumo de nutrimentos durante la nifiez

¢ Edad materna; se presentan probiemas cuando la madre tiene > de 35 afios v < de 15

» Tabaco, alcohol; su consumo se asocia con deficiencias en el crecimiento fetal

e Ingesta dietética; ya mencionada, es esencial para aportar una cantidad suficiente de
nutrimentos para el crecimiento fetal y funcionamiento det cuerpo inaterno

¢ Estado socioecondmico; el cual refleja condiciones de aporte de nutrimentos,
educacion, higiene, etc,

Cuando se habla de crecimiento intrauterino retardado (CIR), se considera aquel proceso

capaz de limitar, en fase intrauterina, el potencial de crecimiento intrinseco del feto,

situacién que contribuye al fendémeno de PEG con pesos al nacer menores de 2500 g. Otro

sinénimo usado para CIR es desnutricién intrauterina o fetal. Los factores implicades en

el retraso son los mismos que se mencionaron arriba. En México, contamos con un alto

indice de peso subnormal al témmino de la gestacién, y con 8.5% de neonatos con

desnutricién intrauterina, En los paises africanos, se tiene casi un 18% de desnutricion in

atero, (Rosso, 1990; Zubiran, 1990).

La presencia de CIR se da como consecuencia de una alteracién en el intercambio de

nutrimentos madre-feto.

Solamente con procedimientos indirectos (ultrasonografia, altura uterina) se pueden hacer

apreciactones in titero del crecimiento fetal humano, Se establece el juicio de CIR cuando

la edad calculada por estos procedimientos, estd por debajo del percentil 10

correspondiente a la edad gestacional, basindose en tablas de estudios transversales de

grandes muestras. (Zubiran, 1990).
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4.2 NUTRICION MATERNA Y CRECIMIENTO FETAL

Los tejidos maternos y fetales durante el embarazo se forman a partir de los nutrimentos
provenientes de la dieta materna, por ello, la dependencia fetal hacia la madre desde el
punto de vista nutritivo es absoluta, y la dependencia materna hacia la alimentacién,
también es total. (Beal, 1994; Harding, 1995; Barrios, 1984).

Como ya se menciond, el factor mas importante en el CIR es la desnutricion o mal
nutrictén materna. El defecto fundamental implica la deficiencia en el suministro de
nutrimentos que atraviesan la placenta; hay interferencia con el desarrollo tanto
hiperplasico (multiplicacién celular) como hipertrofico (crecimiente celular). En los
paises en desarrollo, la mujer embarazada no tiene acceso a una nutricién adecuada, ni
antes, ni durante el embarazo, por lo tanto, €l feto no dispone de los elementos necesarios
para su crecimiento, (Gonzales de Agtiero, 1996; Mahan, 1995).

El cuadro 7 presenta algunas consecuencias esperadas de la nutricion inadecuada en
mujeres durante el ciclo reproductive. Hay que considerar que incluso un déficit
nutrimental matemo no excesivamente intenso, y que actia un tiempo prolongado, puede

ser perjudicial para ¢l desarrollo fetal. (Carrera, 1997).

Cuadro 7. Consecuencias de la nutricidén inadecuada durante un ciclo reproductivo.

Nutricion deficiente

Antes del embarazo Embarazo
Baja estatura Placenta pequefia
Bajo peso corporal Riesgo de CIR, PEG
Baja adiposidad Inadecuada ganancia de peso
Baja masa corporal magra Baja deposicion de grasa
Bajas reservas de nutrimentos (Ca, Fe, I, Deficiencias de nutrimentos (Fe, I, Zn,
Zn, vitamina A, etc.) vitamina A, folato, etc.)

Mediante las investigaciones realizadas en animales y humanos, se han obtenido

evidencias que demuestran lo anterior.
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4.2.1 Experimentos e¢n animales. Se han usado animales para estudiar los efectos de la
dieta materna sobre ¢l desarrcllo de la cria. Lo descubierto en animales sugiere lo que se
puede encontrar en el hombre y ayuda a comprender el papel que desempeiia la nutricién
durante la gestacién. Las observaciones realizadas deben tomarse con precaucién, ya que
existen diferencias entre la especie humana y los mamiferos estudiados en cuanto al ciclo
reproductivo. {Diaz del Castillo, 1981; Luke, 1983).

Cuando en los roedores se disminuye el aporte de energia y/o de proteinas de la dicta
materna durante el embarazo, se causa un CIR, con reduccién en el peso de todos los
organos del 20% (cuadro 8). Si la malnutricion se impone durante la fase de hiperplasia,
limita la division celular, los 6rganos son mas pequeiios y con menor dotacién celular. La
pérdida de células es permanente e irreversible, y proporcional a la duracidn del periodo
de mal nutricién. La desnutricion durante la fase de hipertrofia, causa una reduccion del
tamafio celular y drganos pequefios, pero el proceso es reversible, el animal puede
recuperarse v alcanzar el tamafo normal con una alimentacidn adecuada. (Gonziles de
Agiiero, 1996; Harding, 1995; Rosso, 1990).

Cuadro 8. Malnutricién materna en roedores.

Restriccion proteica

matemna
Peso fetal Reduccién del 20 %
Peso de los érganos Reduccién simétrica
Peso del cerebro Reduccién del 20 %

Niinero de células cerebrales Reduccién del 20 %
Nuimero de células hepaticas Reduccién del 20 %
Glucdgeno hepatico Reduccion del 20 %

Namero de células Reduccion del 20-30 %
placentarias

En el ser humano la hiperplasia cerebral termina hasta el 2° afio de vida y la hiperplasia

muscular hasta los 16 aiios de edad. (Gonzéles de Agiiero, 1996).
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4.2.2 Observaciones en humanos

La importancia de la nutricion materna sobre el crecimiento fetal y el peso al nacer en el
ser humano fue demostrada en situaciones de desnutricion aguda intensa que ocurrieron
¢n Rusia y Holanda en la 2* guerra mundial, Estas condiciones (afortunadamente) solo se
presentan rara vez, sin embargo, pueden aportar datos valiosos.

En Leningrado, el periodo de hambre se prolongd 18 meses, la nutricién fue mala antes y
durante el embarazo. La dieta media fue inferior a 750 kcal/dia durante al menos 6 meses,
observindose un aumento en la tasa de nacidos de bajo peso y un descenso de 500 g en el
peso medio al nacer. En el “invierno de hambre™ en Holanda, el periode de malnutricién
tuvo un comienzo brusco y una duracion de 6 meses y ocurrid en una poblacién con
buena alimentacion previa {cuadro 9). La desnutricién materna durante el tercer trimestre
del embarazo (< 1500 kcal/dia) causd una reduccion del peso del recién nacido (9%).
(Brown, 1990; Diaz del Castillo, 1981; Rosso, 1990).

Entonces, la nutricidn de la mujer previa a la concepeidn es importante para que tenga
éxito la reproduccién. La mujer que inicia el embarazo con un buen estado de nutricion,
con reservas corporales suficientes, puede tener un margen de seguridad en el aporte de

nutrimentos al feto, alin si su ingesta durante el embarazo se limita. (Worthington,1991),

Cuadroe 9. Malnutricién materna: experiencia en la mujer embarazada

y sus efectos sobre el feto.

Leningrado  Holanda
Periodo 1941-1943  1944-1945
Duracién 18 meses 6 meses
Dieta media (kcal/dia) 750 800
Peso medio al nacer | 500 g menos 300 g menos
Mortalidad fetal Aumento Aumento

Por otra parte, se han observado diferencias significativas en las condiciones
socioeconomicas de las madres con CIR y en las de un grupo control. En los paises en
vias de desarrollo, en los que la desnutricién prevalece, especialmente la proteinica, el

peso promedio al nacer varia entre 2 700 y 3 300 g. En los paises desarrollados, el

36



promedio es de 3 300 g. Mds det 90% del total de nifios con bajo peso al nacer provienen
de paises en vias de desarrollo. En los paises industrializados la prevalencia de bajo pesc
al nacer fluctiia entre 3 y 7 %, en los paises en vias de desarrollo va del 6 al 30%. En
Mexico, el intervalo de los nacimientos que resultan en bajo peso al nacer va del 4 al
12%. (Kaufer, 1998., NRC, 1975).

Probablemente la mejor demostracion de la importancia de la desnutricién materna se
obtiene al suplementar la dieta y para ello se han hecho estudios tanto en paises
desarrollados como en desarrollo. La premisa basica es que se puede aumentar el peso al
nacer mejorando el consumo matemno de energia y que este efecto se asocia a una mayor
ganancia de peso durante la gestacion y una caida en el indice de bajo peso al nacer. Los
estudios muestran que un mal estado nutricional previe al embarazo puede compensarse
en parte con una mejora de la dieta durante el embarazo (cuadro 10). Las observaciones
realizadas en los paises desarrollados producen cambios muy pequefios en el peso al nacer
y ganancia de peso. (Beal, 1994; Carrera, 1997; Rosso, 1990).

Cuadro 10. Estudios sobre la suplementacién dietética durante el embarazo en paises en
vias de desarrollo. (Carrera, 1997; Gonziles de Agiiero, 1996).

Localidad  Poblacion  Suplemen- Ingresode  Ganancia Pesoal  Asociaciones
tacion diaria energia matema nacer
(kcal'dia) de peso
Rural, a)Controles 1458 + 444 No informado 2707+ 122 Aumento de
1458 kcal 30%enel
Guatemala con 40 g b) Adicién de 1608 x 380 Noinformado  3105+380 peso al
proteinas 150 keal nacer
con 20 g de
proteinas
Urbanamat  a) Controles 15552641 Noinformado 28531248 Aumento de
nutrida; 8%enel
Bogotd 1600 keal b) Adicién de 1766 £570 Noinformado 30891308 peso al
con 35 g 155 keal nacer.
proteinas con 20 g de
proteinas
Poblacién a) Controles 1800 99137 2948 +392 Aumentode
urbana pobre: kg/total 11% en el peso
Santiago 1800 kcal  b) Adicién 2270 124£47 3283+ 360 °lneceryde
de Chile con 40 gde de 470 keal kg/total 25%en la
. ganancia
proteinas con14.5¢g materna de
de proteinas
peso.
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4.3. PESO CORPORAL MATERNO Y EVALUACION NUTRICIONAL

Debido a que una nutricién deficiente afecta el resultado de la gestacion, se ha puesto
atencion a los factores que puedan indicar el estado nutricional de la embarazada y por
ende del feto, de manera que la presencia de cualquiera de esos factores o una
combinacién de ellos indique algin riesgo. { Armoyo, 1985; Brown, 1990, Zubiran,
1990).

El peso materno durante el embarazo es el mejor parimetro sefial del estado de nutricion
porque puede verse como un indicador que refleja el conjunto de procesos que influyen en
el desarrollo y funcionamiento de la unidad madre-feto, detecta las condiciones de
nutricién del feto, v es valioso en la deteccion del consumo adecuado o inadecuado de
nutrimentos. que afectara el bienestar tanto de la madre como del producto. De hecho. hay
correlacion positiva entre la ganancia de peso materno durante la gestacion y el peso del
neonato. Con un aumento de peso materno de 7 kg., la incidencia de PEG es de 16%. éste
valor disminuye a 4% si el aumento de peso es de 11-14 kg, (Beal, 1994; Carrera, 1997;
Mora, 1997). )

La gestacién es una etapa anabdlica por excelencia, lo que se traduce en un aumento de
peso progresivo, que acompaiia el crecimiento fetal. El feto representa la mayor parte de
l]a ganancia de peso, ademas del LA y la placenta, entre otros (fig. 9). la ganancia de peso
en el primer trimestre debe ser pequeiia y debe observarse un rapido incremento durante
el segundo trimestre. (Arroyo, 1985; Casanueva, 1995; Cervera, 1994).

Hay una notable asociacién entre la talla materna (estatura) y el peso al nacer: las madres
grandes tienen nifios grandes y placentas grandes, por lo que es un factor que se debe

considerar en una evaluacién del peso. (Arroyo, 1985; Gonzales de Agiicro, 1996).
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Figura 9. Fraccion que corresponde a los componentes del incremento ponderal materno

promedio durante el embarazo

Dado que el peso matemo es una variable de facil obtencién y que al igual que la talla,
muestra una refacion con el estado del feto y el peso al nacer, la evaluacidn del estado de
nutricién de la madre y el feto se basa en la obtencién de éstos datos y el contraste con
patrones de referencia. Para el caso de la mujer gestante, se utilizan las tablas de Arroyo y
cols. (1985) que incluyen una correccién por edad gestacional y talla y que evaliia la
adecuacion del peso esperado al obtenido, mediante ¢l siguiente calculo:

peso real < 100
peso esperado

De esta manera se induce la ingestion dietética. (Casanueva, 1995., King, 1989).

Otras investigaciones realizadas constituyen las de cardcter bioguimico, con la premisa de
que la ingestién de nutrimentos produce cambios en la composicién bioquimica del
organismo; los analisis de orina y sangre son los mas frecuentes. Estas pruebas son
valiosas porque se adelantan a posibles sintomas clinicos (cambios en la pisl, ojos,
cabello, etc.), ademas de que representan un proceso dinamico y los indices pueden variar

segiin el estado fisiologico (y aun en el progreso del embarazo). Una evaluacién qtil es la
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concentracion plasmatica de nutrimentos, pero desgraciadamente, no hay patrones de
referencia para el caso de embarazo, especificamente, en cuanto al contenido da AA,
ademas de ser analisis costosos. (Luke, 1983),

Al evaluar nutricionalmente a la embarazada, se trata de reconocer fallas nutritivas, riesgo
de bajo peso al nacer y CIR, y la relacion con otros haltazgos, pues se ha encontrado esta

relacion de crecimiento intrauterino retardado con peso materno bajo. (King, 1989).

4.4. EFECTOS POSNATALES DE LA DESNUTRICION FETAL

El CIR y, por consiguiente, el bajo peso al nacer, esta relacionado con alto indices de
morbilidad y mortalidad, principalmente en aquellos neonatos que pesan menos de 2500
g. También se han presentado altos indices de enfermedades cardiovasculares y diabetes
en la edad adulta. {(Hytten, 1990; Kaufer, 1998; Barker. 1993).

La restriceion proteinico-caldrica en ratas conduce a la disminucion en el peso corporal y
estatura de la progenie durante toda su vida; algo similar se ha observado en la infancia de
nifios con CIR. (Carrera, 1997, Moghissi, 1978; Winick, 1979).

Los efectos sobre el desarrollo del intelecto pueden ser considerables, la frecuencia de
retardos mentales, desérdenes del comportamiento y dificultades de aprendizaje se
incrementa en casos de CIR o desnutricion fetal. Son interesantes los hallazgos en ratas:
la malnutricion fetal causa disfunciones en el comportamiento y cantidades reducidas de
proteinas y DNA cerebrales. (Kaufer, 1998; Winick, 1979).

La malnutricion también tiene efectos intergeneracionales. Los experimentos con
animales han mostrado que la restriccion dietética en una primera generacion, puede
llevar a una desnutricién fetal en la tercera generacion, y si luego se proporciona una dieta
adecuada, se necesita mas de una generacién para que los animales alcancen el tamaiio
normal. Se ha observado que muchas madres humanas de fetos con CIR también habian
sido PEG. (Carrera, 1997; Luke, 1992).
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4.5 NECESIDADES DE NUTRIMENTOS DURANTE EL EMBARAZO

Durante el embarazo continiian los requerimientos basicos de la mujer para mantener su

propio cuerpo, pero ademis debe aportar nutrimentos para el crecimiento de tejidos

nuevos. La dieta que consume la madre durante el embarazo debe cumplir los siguientes

objetivos (Beal, 1994; Cervera, 1994):

l. Cubrir las necesidades nutricionales propias de la mujer {modificaciones en el
organismo materno y metabolismo basal)

2. Cubrir las necesidades de crecimiento fetal

3. Preparar la futura lactancia

Asi pues, la mujer embarazada necesita mas calorias y nutrimentos esenciales que lo que

las mujeres no embarazadas necesitan. El consumo suficiente de cada nutrimento es

importante, pero las calorias y los nutrimentos como proteinas, acido félico, vitamina Bs,

B,,, calcio, hierro y agua son de importancia fundamental. (Cervera, 1993; lcaza, 1983;

Robinson, 1980: Viteri, 1989).

La mujer embarazada necesita en promedio, alrededor de 15% mds calorias, 65% mas

proteinas, vitaminas A y D, 30% mas de vitaminas Be y Ba, 100% mas de hierro y dcido

folico, y 50% mas de calcio y fésforo, que lo necesario para una mujer no embarazada.

(Fig. 10).

Calorias. Se deben incrementar progresivainente desde el 4° mes de 100 a 300 kcal/dia,

tal que la ingesta total de energia sea de 2300-2500 kcal/dia.

Proteinas. Son los nutrimentos de construccion por excelencia. Se recomienda un

aumento en la ingesta diaria de 30 g, de manera que el consumo diario sea de 74-76 g/dia

y se recomienda que al menos la mitad sea de alto valor biolégico.

Acido folico. Es un nutrimento del que se recomienda un aumento de 100% y

probablemente no se satisface con la dieta normal, por ello se recomienda la

suplementacidn.

Vitaminas Bg y By Su concentracién en la circulacion fetal es mucho mayor que en la

materna. La vitamina Bg tiene efectos sobre la nausea y vomito.
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Otras vitaminas. La necesidad aumentada varia entre 15 y 33% por arriba de las raciones
de ingravidez.

Linea base de las raciones recomendadas para
una mujer de 23 afios no embarazada

Y
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protcina 1
T | ]
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vitamma D ]

wRamina B6 ]

folico

vitamma B12
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1
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Zine
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Figura 10, Porcentaje de incrementos en los requerimientos dietéticos recomendados

para mujeres embarazadas de 20-23 afios.

Calcio. Es usado para sostener la mineralizacion de los huesos del feto, el cual puede
tomarlo de los huesos de la madre si es necesario.

Hierro. Los requerimientos aumentan por el incremento en la produccién de hemoglobina
y para el almacenamiento fetal. El requerimiento aumentado no se satisface con la dieta,
por ello se recomienda un suplemento diario de 30-60 mg.

Agua. Sus requerimientos se incrementan sustancialmente durante el embarazo, debido al
incremento en el volumen sanguineo, el mantenimiento de la temperatura corporal vy la
excrecion de los productos de desecho adicionales originados por el feto. Se consideran
suficientes de 2 a 2.5 litros de agua al dia. (Brown, 1990; King, 1989, Worthington,
1991; Serra, 1995).
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PARTE EXPERIMENTAL
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CENTRIFUGACION A 3000
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h 4
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AMINOACIDOS TOTALES

ELIMINACION DEL ACIDO
PICRICO DEL EXTRACTO DE
AMINOACIDOS
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ANALISIS DE AMINOACIDOS
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ALTA RESOLUCION

A

ANALISIS DE RESULTADOS
Y DE LA EVALUACION

NUTRICIONAL

A
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V. PARTE EXPERIMENTAL

1. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

La captacion de participantes y la obtencién de muestras se llevo a cabo en el Instituto

Nacional de Perinatologia, por el Doctor Edgar Hernandez, en el Departamento de

Medicina Fetal.

Las mujeres embarazadas que participaron en el estudio son pacientes que acudieron al

Instituto Nacional de Perinatologia y que por escrito consintieron colaborar en el estudio.

Todas las pacientes cumplen con las siguientes caracteristicas: embarazo Unico, edad

gestacional segura. talla de 1.55 - 1.70 m, edad de 18 - 28 ailos. originarias de la Ciudad

de México, signos fisicos aparentes de salud normal (temperatura, presion, cabello, ojos,

etc.). nivel socioeconomico clase media baja a clase media alta, y cuva edad gestacional

se encuentra en uno de 3 intervatos, que son 16-18 , 28-30 y 35-37 semanas.

Antes de la toma de muestras se verificé la toma de peso, talla y edad gestacional. Se

realizo la evaluacidn ultrasonografica mediante 1a cual las pacientes se clasificaron en 2

clases:

» Mujeres que no presentan signos de retraso del crecimiento fetal

e Mujeres que presentan fetos con crecuniento por debajo del percentil 10 en la curva
esperada de crecimiento para su edad gestacional.

Todas las muestras se tomaron entre las 7 y 8:00 horas de la maifana, con un periodo de

ayuno no menor de 8 horas y no mayor de 12. El LA se obtuvo por puncion de

amniocentesis. Posteriormente se extrajeron 5 ml de sangre materna de la vena cubital

derecha y se llevaron a un tubo con anticoagulante. Toda la manipulacion se llevo a cabo

con guantes y material estéril y rotulado. Las muestras de sangre se centrifugaron a 3000

r.p.m. por 30 min. obteniéndose de esta manera el plasma sanguineo.

Todas las muestras colocadas en tubos de ensayo con tapa de rosca se congelaron a —10°C

y en estas condiciones se enviaron al laboratorio donde se realizd esta investigacion.
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Las muestras de LA y plasma sanguineo materno (PSM) de pacientes diferentes se
clasificaron en 6 grupos atendiendo a la edad gestacional y condicién del feto, como se

describe a continuacidn:

Grupo 1, edad gestacional de 16-18 semanas. mujeres con crecimiento fetal normal.
Grupo I1. edad gestacional de 16-18 semanas. mujeres con crecimiento intrauterino
retardado (CIR).

Grupo 111, edad gestacional de 28-30 semanas, mujeres con crecimiento fetal normal.
Grupo 1V, edad gestacional de 28-30 semanas. mujeres con CIR.

Grupo V, edad géstacional de 35-37 semanas, mujeres con crecimiento fetal normal,

Grupo VI, edad gestacional de 35-37 semanas, mujeres con CIR.

2. DETERMINACION DE a-AMINOACIDOS LIBRES TOTALES
Las técnicas experimentales practicadas se detallan en el anexo A, a continuacién se

citaran las referencias y el fundamento.

2.1 EXTRACCION DE AMINOACIDOS LIBRES (Alejandre, 1981; Lucas, 1988).
Para realizar esta extraccion se precipitan las proteinas con acido picrice y ¢l extracto
resultante se Ileva a un volumen conocido.

Muestras.

El PSM y el LA se reciben congelados en tubos de ensayo tapados y se mantienen asi

hasta su extraccion.

2.2 CUANTIFICACION DE a-AMINOACIDOS LIBRES (Lee, 1966; Holme, 1987).
Este determinacion se realizd mediante un método colorimétrico con ninhidrina y una
curva patrén; ya que en la cuantificacién de aminoacidos totales de una mezcla se debe
escoger un aminodcido de referencia, que preferentemente se encuentre en mayor

proporcion en la muestra & analizar, se escogid L-alanina.
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Muestras.

Extractos de AA descongelados provenientes del PSM y LA,

3. ANALISIS DE AMINOACIDOS LIBRES POR AUTOANALIZADOR DE
ALTA RESOLUCION (Alejandre. 1981; Lynch, 1985; Manjarvez, 1988: Manual
of Beckman, 1987).

Este es un método cromatografico que consiste en el uso de una columna de intercambio
idnico, 3 amortiguadores de elucion, un amortiguador de regeneracion y la deteccion de
los eluatos por reaccidn con ninhidrina,

Los extractos de AA provenientes del PSM y LA se descongelan y liofilizan. Justo antes
de su inyeccion en el autoanalizador se reconstituyen con amortiguador de dilucién de
muestra a pH 2.0 (Beckman Instruments) vy se filtran,

Al igual que para el analisis de AA totales, las técnicas experimentales se detallan en el

anexo A.

4. EVALUACION NUTRICIONAL

Al igual que la obtencion de muestras, la evaluacion nutricional de las mujeres gestantes
participantes. se realizé en el Instituto Nacional de Perinatologia, por el Doctor Edgar
Hernandez.

La evaluacion nutricional se basa en las tablas de referencia de Arroyo (1983) con los
datos de talla, peso y edad gestacional, obteniéndose 3 juicios generales de estado:

« Peso nomal, sin riesgo

s Peso bajo, riesgo de alimentacion deficiente

s Sobrepeso, riesgo de patologias o malformaciones.

Estas tablas se pueden consultar en el anexo B.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. CUANTIFICACION DE a-AMINOACIDOS LIBRES TOTALES EN
PLASMA SANGUINEO MATERNO Y LiQUIDO AMNIOTICO

La reaccion de derivatizacion con ninhidrina a un compuesto colorido es sencilla, y el

color obtenido es muy estable dentro de un periodo de tiempo de una hora. Los resultados

obtenidos se muestran en el cuadro 11, en valores promedio con sus respectivas

desviaciones estandar.

Cuadro 11, Valores promedio y desviacidn estindar de AA libres totales de liquido
anmidtico (LA), y plasma sanguineo materna (PSM) en umoi/100 ml muestra.

'Grupo* I I 11 v v Vi
© LA 23920:  278.00=  221.56+ 251,23+  17578%  190.20% |
: 32.12 30.01 29.09 9.79 22.69 1951

I PSM 26072+ 19351+ 26646+ 22514 28631+ 22522+

L 20.79 21.06 15.66 24.25 36.50 13.89

*Grupo I: 16-18 semanas de gestacion, crecimiento feial normal; 1I: 16-18 semanas, CIR: Iil: 28-30
semanas. crecimiento fetal normal; IV: 28-30 semanas, CIR; V: 35-37 semanas, crecimiento fetal normal;
VI 35-37 semanas, CIR.

Para una mejor visualizacién de estos resultados, se muestran en la figura 1 las grificas
correspondientes.

Como puede observarse, la cantidad de AA libres totales en LA va disminuyendo
conforme avanza la gestacion, ademas. para el caso de CIR, esta cantidad supera a la del
embarazo normal, esto mismo se enconttd en un estudio con madres asiaticas que
tuvieron bebés pequedios (Bissenden 1979). Por el contrario, en PSM, la cantidad de AA
libres totales en caso de retardo es menor que la del embarazo normal, pero en ambos
casos, a lo largo de la gestacion, no se observa una tendencia a disminuir o incrementarse.
La progresiva disminucién de a-aminodcidos totales en LA y su relativa constancia en
PSM, se han reportado en la literatura. (Cetin, 1996; Mesavage, 1985; Kang, 1974). Cabe
observar que en el primer periodo (16-18 semanas), las cantidades de AA libres en plasma
y LA son aproximadamente iguales, mientras que al final, las cantidades en PSM superan

a las encontradas en LA.
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Figura 11. Grificas de a-aminoacidos totales en LA y PSM.
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Se realizé un analisis estadistico de varianza con una probabilidad de 5%, donde se

determiné la diferencia entre grupos por el método de Fisher (cuadro 12).

Cuadro 12. Diferencias entre grupos al 5 % (SI = si hay diferencia significativa al 5 %).

Diferencia entre I Twsll  [vsIV VsV Tvsll TvsV  UlvsV [ IIvsIV Ivs VE 1V s V]

, Normales a [o Jargo del ClRalolargodel !
gropos* | NomalesvsCIR ] ™ embarazo L embamo
LA NO NO NO NO S1 SI NO SI SI

'PSM SI NO SI | NO NO ©NO | NO NO _NO |

*Grupo 1 16-18 semanas de gestacion, crecimiento fetal normak; I1: 16-18 semanas, CIR; HI: 28-30
semanas, crecimiento fetal normal; 1V: 28-30 semanas, CIR; V: 35-317 semanas, crecimicnto fetal normal;
V1: 35-37 semanas, CIR.

Como se observa. la concentracion de a-aminodcidos totales en LA no funciona en este
caso para diferenciar fetos normales de aquellos con CIR, porque en ninguno de los 3
periodos se observd diferencia entre los grupos CIR y normales, pero es interesante notar
que en los 3 periodos, la concentracion de aminodcidos libres totales es mayor en caso de
CIR que en caso normal; sin embargo, la concentraciéon de AA en LA si podria ser
indicador del avance del embarazo, porque al menos entre los 2 wltimos periodos si se
encontro diferencia tanto en los casos normales como en los casos con CIR.

Para el caso del PSM, posiblemente su valor de aminodcidos totales si podria ser
indicador de fetos con desnutricion intrauterina en el principio y final del embarazo,
porque en estos 2 periodos si se encuentra diferencia significativa entre los grupos CIR y
normales.- El hecho de que los AA totales en caso de CIR sean menores con respecto a
los niveles normales da estas diferencias significativas. En un estudio con 43 mujeres que
tuvieron bebés con bajo peso al nacer, mostraron en la gestacion niveles de AA totales
plasmaticos menores a los obtenidos en mujeres con bebés normales (McClain, 1978).
Otros estudios han mostrado que las madres gestantes con bajos niveles de AA totales en
su sangre, tienen bebés significativamente pequerios. (Adam, 1978; Moghissi, 1975).

Los datos reportados en la literatura (McClain,1978; Mesavage, 1985) sobre AA totales
en LA son ligeramente menores a los obtenidos (aproximadamente de 4 a 20% menores},
esto puede deberse a que la ninhidrina también reacciona dando compuestos coloridos con

el amoniaco y la urea; lo reportado en la literatura son sumas de AA individuales.
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Lo mismo ocurre en caso del PSNL pero si se compara con valores obtenidos en mujeres
en estado no gravido. se hiene la dismunucion eerca del 27%) ¢n la poza total de AN
plasmancos en estado de embarazo que se ha reportado en la literatura (Cetin, 1996

Schoengold. 1978) repetdas veces.

2. CUANTIFICACION DE a-AMINOACIDOS LIBRES EN PLASMA
SANGUINEO MATERNO Y LIQUIDO AMNIOTICO

Los resultados numericos en promedio v desviacion estandar obtemdos para cada \A
mdividual en tas muestras. se resumen en el cuadro del aneso € Fn cuanto a tiptofano
cisteina solo se encontraron trazas en las muestras analizadas. Para el caso de plasma
sanguineo materno. esto puede deberse a que tanto triptofane como cisteina »¢ chcueniran
ligados a la albimina durante ¢l transporte. (Linder. 1991).

Se hizo una correlacion entre la cantidad de c-aminoacidos libres totales obtemdo s la
suma de los AA libres individuales analizades con el fin de comparartos. obreniéndose lo
que se muestran en la figura 12. Los coeficientes de correlacion obtenidos wndican que
hav buena correlacion entre el estudio de a-aminoacidos libres totales con reaccion de
minhidrina v el estudio de AA individuales por cromatografia de intercambio 10mco
Analizando los datos del anexo C. se encuentra que hay vanas tendencias importantes de
mencionar. estas tendencias se obsersan mucho mejor en praficas. lay cuales e
encuentran en su totalidad en el anexo D.

Todos los aminoacidos en LA, muestran una tendencia a disminuir en concentracion a lo
largo del crecimiento fetal. excepto serina en caso de CIR y glicina. cuyas
concentraciones sufren un aumento en el 2° periodo y vuelven a disminuir en el 37 Como

ejemplo se muestran las graficas de alamina y leucina en la figura 13.
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Figura 13. Alanina y leucina en liquido amnidtico,
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Para todos los aminoécidos, su concentracion en LA es mayor en caso de retardo que en
caso normal, excepto para treonina, cuya concentracién en retardo es igual a la normai;
isoleucina, con concentraciéon en retardo menor que en desarrollo normal; y acido
aspartico, serina, metionina y glicina, cuyas concentraciones en retardo son mayores a las
normales en 2 de los 3 periodos de crecimiento. Para ilustrar esto, se muestran como
ejemplos las graficas de fenilalanina, y prolina en LA en la figura 14 y en la figura 15 las

gréficas de tirosina y arginina en LA,
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Figura 14. Fenilalanina y prolina en liquido amniético.
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L-TIROSINA EN LiQUIDO AMNIOTICO
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Figura 15. Arginina y tirosina en liquido amniético.

54



Para alanina, arginina, acido aspartico, 4cido glutdmico, glicina, histidina, lisina, tirosina y
valina, no hay un cambio importante en su concentracién en PSM a lo largo de la gestacion.
Sin embargo, se observa una tendencia a aumentar en treoning, fenilalanina, isoleucina,
prolina, leucina, metionina y serina. Como ejemplos, se muestran para el primer caso las
grificas de alanina y valina en plasma en la figura 16, y en la figura 17 se muestran las

graficas de fenilalanina-y leucina en plasma para el segundo caso.
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Figura 16. Alanina y valina en plasma sanguineo matemo.
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Para todos los aminoacidos, su concentracién en PSM es menor en caso de retardo que en
caso normal. Como ejemplos se muestran las graficas de treonina y 4cido glutimico en

PSM en la figura 18, y en la figura 19, las graficas de isoleucina y serina en PSM.
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Figura 18. Treonina y dcido glutdmico en plasma sanguineo materno.
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Figura 19. Isoleucina y serina en plasma sanguineo materno.
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En todos los aminoacidos al principio de la gestacién, la concentracion en LA es mayor que
en PSM, v al final la concentracién en plasma es mayor que en LA, excepto arginina y 4cido
aspartico en caso de CIR, y serina tanto en caso de CIR como en caso normal, en los que al
principio de la gestacién la concentracién en LA es igual a la del PSM. Para ejemplificar lo
anterior, se muestran en la figura 20 las graficas de histidina.
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Figura 20. Histidina en liquido amniético y plasma sanguineo matemo.
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Sint embargo, a pesar de todas las tendencias observadas, muchas de las diferencias no son

significativas. Al igual que en AA totales. se aplico la prueba de diferencias entre grupos

y se obtuvo lo que se muestra en los cuadros siguientes. En el cuadro I3 aparecen las

diferencias entre los casos normales v los casos con CIR y en los cuadros 14 y 15 se

muestran las diferencias entre periodos a lo largo del embarazo para los casos normales y

con retardo respectivamente.

Cuadro 13. Diferencias significativas entre grupos normales y con CIR (* = al 5%, ** =

al 1%, - = no hay diferencia, LA = en liquido amniotico, PSM = en plasma sanguineo

matemo).

Diferencias
entre grupos *

1 vs 1l

[l vs IV

ala

*ok

LA i PSM

LA { PSM

arg

*

*

asp

fen

* %

gli

glu

his

ile

leu

lis

met

pro

ser

tre

tir

val

=Grupo ' 16-18 semanas de gestacion, crecimiento fetal normal; II: 16-18 semanas, CIR: HL:
28-30 semanas, crecimiento fetal normal; 1V: 28-30 semanas, CIR; V: 35-37 semanas,

crecimiento fetal normal;, VI 35-37 semanas, CIR.
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Cuadro 14. Diferencias significativas entre grupos normales a lo largo del embarazo.

(* = al 5%, ** = al 1%, - = no hay diferencia, LA = en liquido amnidtico, PSM = en

plasma sanguineo materno).

Diferencias 1 vs Il lvs V Ml vs V

entregrupos* | LA | PSM | LA | PSM | LA | PSM
ala ¥ % - ¥% . _ % _
are - _ *% - * -
asp - - - - - -
fen - R *% K *
glt - - - - - -
alu N - *% - * -
his - - ** - - -
ile *% N T * -
leu £33 _ L1 _ - _
lis * % - * % % * ey
met _ - ¥ ¥ * * -
pro - - - * - -
ser - - - * - -
tre * _ *% *# . Hk
tr - - * - - -
val ok - * * - - B -

* Grupo [: 16-18 scmanas de gestacion. crecimicnto fetal normak I[: 16-18 semanas, CiR. IH: 28-30 semanas,
crecimicnto fetal normal: 1V: 28-30 semanas. CIR. V. 35-37 scmanas, crecimiento fetal nonmal; VI: 35-37 semanas,

CIR

Cuadro 15. Diferencias significativas entre grupos con retardo a lo largo del embarazo.

(*:

+Grupe L £6-18 scmanas de gesiacién. crecunicnto fetal normal: 1: 16-18 semanas. CIR

Diferencias ITvs IV Hvs VI IV vs VI

entre grupos* | LA | PSM | LA | PSM | LA [ PSM
ala k¥ ko _ k%1
are _ - o N ¥ i
asp - - . . _ _
fon T . * % i *k .
ali - - - - - -
glu - - * - * -
his ok B i _ * .
ile T - ¥ B * .
lew ¥ _ ok - * -
lis ** - * ¥ . * % .
met * - *% - - -
pro * - * % * * ¥ -
ser - - - - . -
irg ol - -
tir T i ok _ * .
val ok - ** B * _

al 5%. ** = al 1%, - = no hay diferencia, LA = en liquido amnidtico, PSM = en
plasma sanguineo materno).

o UL 28-30 semanas.

crecitiiento fetal normal: IV: 28-30 semanas. CIR: V: 35-37 semanas. crecimiento [etal normal; VI: 35-37 semanas.

CIR.
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Solo prolina principalmente, arginina, fenilalanina y tirosina en LA resultaron ser
posiblemente tiles como indicadores de CIR en los periodos de 16-18 y 28-30 semanas;
y alanina e histidina sélo en el primer periodo. Esto se debe al aumento significativo en la
concentracién de AA en caso de retardo con respecto al caso normal. Solo uno de los AA
anteriores es esencial.

En caso de PSM, sélo acido glutamico y treonina en el primer y tercer periodos podrian
ser indicadores; inicamente en el tercer periodo: fenilalanina, isoleucina, lisina, metionina
y serina. Esto se debe a la disminucién significativa en su concentracién en caso de
retardo con respecto al caso normal. Cabe recordar aqui que lo que se busca
principalmente son indicadores tempranos.

Por otra parte, hay mas AA que sufren cambios significativos en su concentracion a lo
largo de la gestacion, indicando el avance de ésta, en LA: alanina principalimente,
fenilalanina, lisina, isoleucina, leucina valina y arginina; en PSM: treonina principalmente
tanto en caso normal como en retardo, v fenilalanina e isoleucina sélo en caso normal.
Esto se da por la progresiva disminucién observada en LA y el progresivo aumento
observado en PSM.

La poca variacion de los AA plasmaticos a los largo de la gestacion esta en concordancia
con lo reportado en la literatura (Kalham, 1991, Economides, 1989), al igual que la
disminucion en el LA. (Kang, 1974, Mesavage, 1985; Moghissi, 1978).

También se ha reportado pobre precision en los analisis de AA en plasma sanguineo y LA
(Algjandre, 1981; Macrae, 1988; Kalham, 1991); nuestros datos también presentan
desviaciones estandar grandes, posiblemente esto se deba a la gran cantidad de
compuestos presentes en las muestras, pero también hay que considerar la variabilidad
individual, va que se trata de muestras fisicldgicas.

Aunque se han reportado estudios de AA libres en plasma en caso de retardo, no se han
hecho conjuntamente mediciones en LA. Se ha encontrado que los AA plasmaticos de
madres con CIR se elevan en comparacién con el estado normal, pero es muy probable
que se trate de mujeres con patologias en la placenta, de manera que el flujo hacia el feto

no es optimo y los AA no pasan de la sangre materna al feto (Cetin, 1996; Economides,
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1989). En nuestro caso, es muy probable que no ocurra asi, ya que no hay datos sobre
patologias en placenta o feto. Aunado a esto. mujeres embarazadas diabéticas tienen
niveles elevados de AA y glucosa en sangre, y dan a luz nifios hipertroficos. ( Horska,
1980: Kalkhoff, 1988). McClain y cols., encontraron niveles reducidos de aminoacidos
en plasma de mujeres con fetos CIR. (McClain, 1978).

Esta disminucion de AA individuales observada en PSM en caso de CIR es muy
interesante y concuerda con lo encontrado para a-aminodcidos totales plasmaticos. Se
sabe que en los nifios con Kwashiorkor (Cheftel, 1989, Soothill, 1992), hay una notable
disminucién de proteinas y AA esenciales plasmaticos. Haciendo una relacion con

nuestros datos, se tiene lo que se muestra en ¢l cuadro 16.

Cuadro 16. Relacién promedio de aminodcidos esenciales a no esenciales en liquido

amnidtico y plasma sanguineo materno.

LIQUIDO AMNIOTICO PLASMA SANGUINEO MATERNOQ
Grupo * 1 nlml[wiv]wvi]l njmJfiv] v | v
esenciales/ no | 0,74+ [ 0641 056510532+ [ 05704920392 0.58% | 0.59+ ] 0582 [ 0.68+ 7 0.61%
esenciiles .05 pod | gud | 0dl 009 | 0,06} 0.06 | 040 L 0,08 | 0.05 0.0 0.07
Difererxia Lvs Il 1 vs IV Vs VI [vsll ITE vs TV Vvs VI
sonificativa{ 5%%) si NO NO NO NO NO

*Grupo I: 16-18 semanas de gestacion, crecimiento fetal normal; II: 16-18 semanas, CIR, [11: 28-
30 semanas, crecimiento fetal normal; 1V: 28-30 semanas. CIR; V: 33-37 semanas, crecimiento
fetal normal; VI: 35-37 semanas, CIR.

Se puede observar que en LA, la relaciéon promedio de aminoacidos esenciales a no
esenciales se reduce en caso de CIR, sin embargo. las diferencias no son significativas
(segin método de Fisher), a excepcion del primer periodo, lo cual sugiere a esta relacion
como posible indice precoz del bienestar fetal. En PSM, aunque no se tienen diferencias
significativas, se observa que en el tercer periodo, la diferencia entre la relacion promedio
de AA esenciales a no esenciales de los casos con CIR, es mayer que en los primeros
periodos. La mayor reduccién del indice AA esenciales/no esenciales para LA, aunque no

significativa en todos los periodos de gestacion, sugiere que en la poza total de AA en
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LA, los aminoacidos esenciales estan més limitados en relacion al caso normal. Como va
s¢ menciond, del total de AA reportados que se encuentran mas incrementados en LA (en
un 60-100%) en relacién al caso normal, son principalmente no esenciales,

Asimismo, hay que considerar que gran parte del total de AA estudiados son glucogénicos
{en el catabolismo dan lugar a glucosa), de manera que su reduccion en PSM implica
alrededor de un 25-30%, sugiriendo que su utilizacion esta incrementada. Esta misma
reduccién ha sido encontrada en ovejas prefiadas con restricciones dietéticas (Lynch,
1985: Rosso, 1990), restriccion que también provocd una reduccion en los indices de
crecimiento fetal .

Hay que tomar en cuenta que el origen de los AA en el LA radica principaimente en la
orina fetal, de manera que el aumento en la mayoria de los AA individuales en caso de
retardo también puede estar relacionado con la inmadurez del sistema de absorcidn
tubular renal. pero también con un posible catabolismo incrementado de proteinas. Cabe
recordar que también se observd un aumento de u-aminoacidos totales en LA de casos
con CIR con respecto al estado normal.

Todo lo anterior son signos que podrian indicar desnutricion materna y/o fetal. Con
respecto a la madre, si tiene deficiencias nutricionales durante el embarazo, y a sabiendas
de que es un periodo en el que el feto extrae avida y continuamente de la sangre materna
los elementos nutricios esenciales para el ripido crecimiento, una posible protedlisis de
las reservas musculares maternas se enmascararia por la rapida utilizacion de AA
glucogénicos (produccion de glucosa no sélo para la madre, sino también para el feto), y
el rapido transporte hacia la placenta. Si la dieta es inadecuada y las reservas maternas son
pocas, seria logico pensar que los nutrimentos en la sangre materna se encuentran mas
agotados que en una madre con reservas apropiadas.

Mas aun, si hay menos AA en la sangre materna, también el feto sufre limitaciones en
cuanto a substratos, asi que ésta puede ser una razon y también un indicador para el
retraso en el crecimiento fetal que se presenta.

Cabe mencionar que es un hecho normal y bien conocido el control homeostatico de los

componentes de la sangre, de manera que €stos se encuentran en niveles mas o menos
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estables en estado de salud normal. Se puede pensar que la poca variacién a lo largo del
embarazo de los AA plasmaticos se debe a estos mecanismos.

En lo que respecta al feto, si éste se encuentra limitado en cuanto a substratos en general,
es posible que un retraso en el crecimiento sea una adaptacion a ello, y que por tanto el
indice de catabolismo de proteinas se incremente para la provision de energia, sugerido
por el aumento en la cantidad de AA libres en LA de retardo, sacrificando la sintesis de
tejidos indicado por la presencia de CIR. Se ha observado en ratas prefiadas sometidas a
limitaciones dietéticas tanto a largo como a corto plazo, que el incremento de proteinas en
los drganos fetales disminuye en comparacion con lo observado en ratas bien alimentadas
(Milley, 1989).

Ademas, gran parte de los AA incrementados en el LA son AA no esenciales, hecho que
sugiere que otro factor posible en el menoscabo del crecimiento fetal es la mayor
limitacion en la cantidad de AA esenciales disponible para {a sintesis de tejidos.

La progresiva disminucion en la poza de AA libres a lo largo de la gestacion puede
deberse al aumento en su volumen. pero dado que también cumple una funcién nutritiva
para el feto que lo traga, y dado que el indice de crecimiento fetal en el segundo y tercer
periodos es maximo, también puede deberse a que el feto utiliza esta poza de AA para
integrarlos a su masa corporal. En caso de CIR, si no hay crecimiento, no hay
incorporacion de estos AA y por ello se elevan en comparacion al estado normal, el hecho
de que no los incorpore, también puede deberse, de nuevo a la disminucion de AA
esenciales.

Si el analisis de nutrimentos en el LA puede ser usado como una herramienta para la
deteccion del estado de nutricion materna y fetal, en conjuncioén con el PSM, su potencial
para la deteccion de anomalias causadas principalmente por mal nutricién, como es el
caso de CIR, se expandiria. Aunque los datos presentados no son concluyentes, si son
sugerentes. El traslape entre el estado normal y el retardo es considerable, pero esto
también se debe a que el nimero de muestras analizadas por grupo fue pequeiia {n=3), ya
que eran las que se tenian disponibles, ademas hay que considerar la variabilidad

individual, Entonces, valdria la pena hacer estudios longitudinales pero por cuestiones
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éticas esto no es posible. La extraccion de LA se dificulta por el riesgo que implica para el

feto, en cambio, la obtencion de PSM es accesible y practicamente no implica riesgos.

También, un estudio con muestras mayores quizd podria hacer las diferencias mas

significativas. Asi pues, es probable que el estudio conjunto del LA y PSM si tengan un

valor pronosticador en la evaluacién bioquimica del bienestar del feto y de la madre

embarazada, y ain mas si se tienen datos antropométricos.

3. EVALUACION NUTRICIONAL

Los resultados de la evaluacién nutricional practicada en el Instituto Nacional de

Perinatologia se muestran en el cuadro 17.

Cuadro 17. Resultados de la evaluacion nutricional.

Mujer Grupo CIR Edad Talla  Peso Peso Juicio  Adetuacién  Promedic
* gestacional (cm) esperado real ** de
exacta (kg.) {kg.) adecuacion |
1 I No 18.1 1.70 69 67  Normal 97.10
2 | No 15.6 1.59 60 63 Normal 103.9 100.87
3 l No 18.2 1.63 64 65  Normal 101.6
4 i1 Si 16.5 1.61 62 66  Sobrepeso 106.1
5 § S 16.5 1.55 58 54  Normal 93.0 58.77
6 11 51 18.4 1.64 65 63  Normal 972
7 11 No 291 1.61 65 64  Normal 98.0
8 [HI No 310 1 68 71 73 Normal 103.0 08.87
9 111 No 3t.0 1.55 62 59  Normal 95.6
10 v S 295 1.59 64 57  Bajo peso 89.0
11 v Si 28.5 1.62 66 63  Normal 95.5 9271
12 8% Si 29.0 1.65 68 64  Normal 93.8
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Cuadro 17. (continuacidn).

Mujer Grupo CIR Edad Talla  Peso Peso  Juicio Adecuacion Promedio

i » gestacional (cm) esperado  real s de

' exacta (kg.) (kg.) adecuaci(nL
13 V.  No 36.0 163 69 70  Normal 102.0 :

P14 V. No 37.0 159 66 65  Normal 98.5 101.27 |
15 V.  No 35.0 1690 73 75 Normal 103.3

F e viooS 372 170 14 78 Scbrepeso 1055 !
17 VI Si 350 160 66 63 Normal 952 9793 |
18 Vi Si 37.0 1.66 71 66  Normal 93.1

** Adecuacién = {puso real / peso esperado) x 100
*Grupo I 16-18 semanas de gestacion, erccimiento fetal normal; [I: 16-18 semanas, CIR: Tl 28-30

A~z A

semanas. crecimiento fetal normal: 1V 28-30 semanas. CIR; V: 35-37 semanas. crecimicnto fetal normal,
VI 35-37 semanas, CIR.

De acuerdo a Arroyo, la adecuacion al peso < del 90 % y > del 105 ® conlleva a una
evaluacién materna exhaustiva, vy consumo controlado de alimentos. e implica la
probabilidad de tener un producto hipotrofico o hipertrofico respectivamente. Cabe
mencionar que Zubiran (1990), considera el sobrepeso con una adecuacion del 110%.

Se esperaria, por los antecedentes al respecto, que la adecuacion del peso para la talla y
edad gestacional de las madres con fetos CIR fuera menor del 90 %, sin embargo no es
asi, a excepcion de un solo caso (mujer 10).

Sin embargo, cabe notar que en los grupos con retraso, la adecuacion promedio es ligera
pero no significativamente menor a los grupos normales, asi que, aunque estrictamente el
juicio serfa de un caso normal, hay una disminucién en el peso materno y en la
manifestacitn total del potencial intrinseco del crecimiento fetal.

Aunque se conoce poco relativamente sobre la privacion de nutrimentos en un grado
moderado en humanos, varios autores (Harding, 1995; Rosso, 1990; Senterre, 1989.) han
observado que se requieren cambios extremos en la nutricion materna para ver cambios
regularmente considerables en e! feto, y que sdlo una disminucién, no unicamente de
proteinas sino también de energéticos, podria resultar en retardo de crecimiento fetal.
Ellos han observado que en una rata previamente bien nutrida, con una restriccion
dietética del 24% durante toda la gestacion, resulta en una ganancia de peso ligeramente

inferior a lo esperado que no afecta el crecimiento fetal; pero también se dan otros casos
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en que la restriccion de alimentos en menos de la mitad del embarazo reduce el peso fetal,
aun cuando la ganancia de peso ¢s normal.

Las observaciones en humanos de los autores mencionados, han indicado que si una
madre de peso y altura promedio tiene un peso menor al deseable en un grado muy
pequeiio, resulta en una pequefia pero significativa disminucién en el peso al nacer {del
orden de 90 g).

Por lo tanto, todo lo anterior no quiere decir que la nutricién no regula el crecimiento
fetal, puesto que hay extensas pruebas sobre ello. Como se menciond, las madres con CIR
tienen una adecuacion menor a los casos normales. Una alternativa probable es que la
medida del peso en el embarazo, per se, no es una medida apropiada del bienestar fetal, si
se considera aisladamente.

No hay que olvidar que tas madres estudiadas no presentan signos de patologias que se
puedan relacionar al CIR registrado, y que dado el estado socioecondmico en general de
las mujeres, pueden existir factores que se relacionan con la nutricién: escolaridad,
ingresos y ocupacién no dptimos en su totalidad para la seleccion adecuada de alimentos.
Asi, esto parece sugerir que ta desnutricion fetal puede derivar de deficiencias, excesos o
desbalances nutricios regularmente intensos. Esto es consistente si se considera que la
alimentacidn es importante a lo largo de toda la vida, y si se trata del embarazo, esta
importancia se acentia.

Entonces, es muy recomendable evaluar el estado nutricional en conjunto: las medidas
corporales y los andlisis bioquimicos, y aunar a todo esto, si es posible, mas datos cjue
respalden las observaciones obtenidas, como pueden ser encuestas dietéticas. De nuevo,
1o ideal seria un estudic con tamaiios de muestra mas grandes, que pudieran arrojar datos
mas confiables,

No esta de mas decir que la evaluacién temprana y prevencion de las consecuencias de la
desnutricion es importante, pues constituye una inversion e indirectamente un estimulo
para el mejoramiento dietético. En el caso del embarazo, lo anterior se acentila, dade que
puede ofrecer bases para las normas no sélo en la practica de alimentos y nutricion, sino

en la practica médica y de salubridad.
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VII. CONCLUSIONES

» Se confirma que a lo largo del embarazo. la concentracion plasmatica de aminodcidos

libres se mantiene relativamente constante.

Se confirma que a lo largo del embarazo, la concentracion de aminoacidos libres en

tiquido amnidtico disminuye progresivamente, en conjuncién con el crecimiento fetal.

En los casos con retardo, ocurre una disminucién en fa concentracion de aminoacidos
libres totales en plasma sanguineo materno y un aumento €n la concentracién de
amincacidos libres totales en liquido amnidtico, comparado con los casos normales, en

los 3 periodos de crecimiento estudiados.

En los casos con retardo, ocurre un aumento en la concentracion de todos los
aminoacidos individuales estudiados en liquido amniético, excepto treonina,
isoleucina, acido aspartico, serina, metionina y glicina, y una disminucion en la
concentracion de todos los aminoacidos individuales estudiados en plasma sanguineo

materno, en los 3 periodos de crecimiento estudiados.

Los signos anteriores se sugieren como posibles indices de mala nutricién y como

causa del retraso en el crecimiento fetal.

La concentracion de a-aminoacidos libres totales en plasma, parece ser el mejor
indicador del estado de nutricién materno que su concentracidn en liquido amnidtico,
ya que mostro diferencias significativas con respecto a los casos normales, tanto al

principio como al final de la gestacion.
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'~ Las concentraciones de arginina, fenilalanina, tirosina, prolina, alanina, ¢ histidina en

liquido amni6tico, resultaron ser posibles indicadores del bienestar fetal, ya que
mostraron en los casos con retardo un aumento significativo con respecto a los casos

normales, incluyendo el principio de la gestacion.

Ningin aminoacido en liquido amniotico mostré diferencias significativas en

concentracion entre el estado normal y el retardado al final de la gestacion.

Solo las concentraciones de acido glutamico y treonina en plasma sanguineo matermo
resultaron ser posibles indicadores del bienestar materno-fetal, pues mostraron en los
casos con retardo una disminucién significativa con respecto a los casos normales.

incluyendo el principio de ta gestacion.

Hay mas aminoacidos en plasma sanguineo materno cuyas concentraciones mostraron
diferencias significativas entre el estado normal y el retardado al final de la gestacién,

como son; fenilalanina, isoleucina, lisina, metionina y serina.

Hay correlacion aceptable entre los datos de aminodcidos totales obtenidos por

reaccién con ninhidrina, y los datos de la suma de aminoacidos individuales

La relacion de aminoacidos esenciales a no esenciales en liquido amnidtico resultd ser
un posible indicador del bienestar fetal unicamente en el primer periodo de gestacion,
ya que se observd una disminucion significativa de este indice en los casos con retardo

comparado con los casos normales.

La relacién de aminoécidos esenciales a no esenciales en plasma sanguineo materno

no presenta diferencias significativas entre los casos normales y con retardo.
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» La medicion del peso materno como evaluacion del estado de nutricion se enriguece

con anilisis bioquimicos.

» Es evidente que la nutricién durante el embarazo es especialmente importante para un

buen resultado de éste y para el desarrollo normal del feto.
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VIII. ANEXOS

A. TECNICAS EXPERIMENTALES

EXTRACCION DE AMINOACIDOS LIBRES (Alejandre, 1981; Lucas, 1988)

Material.

Columna de vidrio 37.7 cm x | cm con fondo de vidrio poroso.

Centrifuga Dynac (Clay Adams).

Tubos para centrifuga de vidrio de 15 mi, Pyrex.

Reactivos.

Acido clorhidrico 0.02 N (J. T. Baker).

Acido picrico al 1% en agua {Baker).

Resina de intercambio iénico Dowex Ag 2-X8 malla 200-400 (Bio Rad Lab.).

Procedimiento.

1. Se descongela la muestra a 30°C y se homogeneiza perfectamente.

2. Selieva | ml de muestra a un tubo de centrifuga y se adicionan 2 ml de acido picrico
al 1%.

3. Centrifugar a 4000 r.p.m. por 30 minutos.

4. El sobrenadante se pasa por una columna de vidrio que contiene | cm de altura de
resina de intercambio iénico (0.5g) para eliminar ¢l acido picrico.

5. Lavar 4 veces el tubo de centrifuga y 10 veces la columna con 0.5 ml de HC1 0.02 N.

6. Se recibe el liquido translicido en un matraz aforado de 10 ml y se afora con HCl
0.02N.

7. Congelar en un vial seco, limpio y etiquetado

CUANTIFICACION DE o-AMINOACIDOS LIBRES TOTALES (Lee, 1966;
Holme, 1987)

Matenal.

Espectrofotémetro mono haz GBC UV-visible mod. 911 A, con celdas.
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Reactivos.

Estandar de L-alanina 0.05 umol/ml.

Acido clorhidrico 0.02 N (J.T.Baker).

Solucion de ninhidrina al 10% (Sigima Chem, Co.)

Procedimiento.

1. Se prepara una curva patron con concentraciones de alanina de 0.05 a 0.2 pmol/ml,
diluidas en HC1 0.02 N. El volumen final de reaccion sera de 2 ml.

Para el caso de las muestras, se ensayan 0.8 ml del extracto directo.

Se adiciona 0.5 ml de solucién de ninhidrina.

Se colocan los tubos en un bafio de agua a ebullicion (94-95°C) por 15 minutos.

o BN

Se enfrian los tubos con agua corriente y se procede a leer a 570 nm con un blanco de

HC10.02 N, dentro de un espacio de tiempo no mayor a una hora.

ANALISIS DE AMINQACIDOS LIBRES POR AUTOANALIZADOR DE ALTA
RESOLUCION (Alejandre, 1981; Lynch, 1985, Manjarrez, 1988; Manual of Beckman,
1987)

Material.

Autoanalizador de aminoacidos de alta resolucién (System 6300 High-Performance
Amino Acid Analyzer, Beckman Instruments, Inc.).

Adaptador para filtracién en jeringa Millipore {Millipore Corporation Bedfold).
Membranas millipore tipe HA 0.22 yum.

Reactivos.

Amortiguador comercial de dilucion de muestra pH 2.0 (Beckman [nstruments, Inc.).
Amortiguadores comerciales de elucién (Beckman Instruments, Inc.)

¢ pH3.00 agua 97.6%, citrato de sodio 1.7%, HCl 0.7%

o pH4.30 agua 98.0%, citrato de sodio 1.7%, HCl 0.3%

e pH 6.30 agua 93.0%, citrato de sodio 1.9%, NaCl 5.0%, fenol 0.1%

Estandar de aminoédcidos (Sigma Chem. Co.).



Procedimiento,

Una vez que ¢l equipo se estabiliza, el estandar y las muestras liofilizadas, reconstituidas
y filtradas pueden ser inyectados. El volumen de introduccién de muestra es de 100 ply
el de inyeccion es de 50 pl.

En la siguiente relacion se detallan los principales parametros experimentales para la

separacion de AA libres en el autoanalizador.

'Dimensiones de la 4 mm x
columna 12 cm
Temperatura de la 53 tiempo (min.) 11
columna (°C) 75 23
77 31
Temperatura del 135
reactor (°C)
Flujo de reactivos 21
{ml/hr)
Presién {psig) 1300
Amortiguadores pH 3.00 tiempo (min.) 23.8
pH 430 12.2
pH 6.30 29.0
Solucion lava- pH 13.00 tiempo (min.) 2.0
idora de NaQH
Amortiguador pH 3.00 tiempo (min.) 18.0
regeneracion
Deteccién (nm} 1570 y 440
Tiempo total de la corrida; 65 minutos + 20 minutos para
regeneracion

Los datos se procesaron mediante el software para cromatografia GOLD.
Como muestra, se exponen en las figuras 21, 22 y 23, los aminogramas donde se observa
la elucién de una mezcla de estandares, una muestra de liquido amnidtico y una de plasma

materno respectivamente.
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B. PESO ESPERADO PARA LA TALLA Y EDAD GESTACIONAL (P/T y

EG). { Arroyo, 1985).

Talla (cm) A ‘I Edad gestacional B
(kg) ! EG (semanas) (kg)
139 424 | 15 39
140 431 1 16 4.1
141 43 8 | 17 4.4
142 44 5 ‘ 18 4.6
143 452 ‘ 19 49
144 459 [ 20 5.2
£45 46.6 | 21 54
146 473 ! 22 57
147 48.0 ' 23 59
148 487 ? 24 62
149 49.4 | 25 6.4
150 50.1 ; 26 6.7
i51 50.9 27 7.0
i52 516 28 72
153 523 20 7.5
154 53.0 30 7.7
155 53.7 ' 31 80
156 54 4 32 82
157 55 33 85
158 55.8 34 8.8
159 565 35 9.0
160 572 36 9.3
161 579 37 95
162 28.6 38 9.8
163 59.3 39 10.1
164 60.0 40 10.3
165 60.7 4 10.6
166 61.4 42 10.8
167 62.2
168 62.9
169 63.9
170 643

Peso esperado (kg) = A + B, o bien con esta formula:

{0.706 x talla en cm) + {0.258 x EG en semanas — 55.742) = peso esperado en Kg.

Porcentaje pesoftalla y EG = (peso real/peso esperado) x 100.

Criterios:

% MTyEG 90-105 %
<90
> 105

peso normal
bajo peso
sobrepeso
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C. RESULTADOS DE LA CUAN
LIBRES EN PLASMA SANGU
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D. GRAFICAS DE AMINOACIDOS EN PLASMA SANGUINEO

MATERNO Y LiIQUIDO AMNIOTICO
GRAFICAS DE AMINOACIDOS EN LiQUIDO AMNIOTICO.
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D. GRAFICAS DE AMINO[\CIQOS EN PLASMA SANGUINEO
MATERNO Y LIQUIDO AMNIOTICO. (Continuacidn).

GRAFICAS DE AMINOACIDOS EN LIQUIDO AMNIOTICO.
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D. GRAFICAS DE AMINOACIDOS EN PLASMA SANGUINEO

MATERNO Y LIQUIDO AMNIOTICO. (Continuacién).

GRAFICAS DE AMINOACIDOS EN LIQUIDO AMNIOTICO.
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D. GRAFICAS DE AMINOACID_OS EN PLASMA SANGUINEO
MATERNO Y LIQUIDO AMNIOTICO. (Continuacion).
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D. GRAFICAS DE AMINOACIDOS EN PLASMA SANGUINEO

MATERNO Y LIQUIDO AMNIOTICO. (Continuaci6n).

GRAFICAS DE AMINOACIDOS EN PLASMA SANGUINEO MATERNO.
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D. GRAFICAS DE AMINOACIDOS EN PLASMA SANGUINEO
MATERNO Y LIQUIDO AMNIQTICO. (Continuacién).
GRAFICAS DE AMINOACIDOS EN PLASMA SANGUINEQ MATERNO.
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GRAFICAS DE AMINOACIDOS EN PLASMA SANGUINEO MATERNO.

D. GRAFICAS DE AMINOACIDOS EN PLASMA SANGUINEO

MATERNO Y LIQUIDO AMNIOTICO. (Centinuacion).
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D. GRAFICAS DE AMINOACIDOS EN PLASMA SAN
MATERNO Y LIQUIDO AMNIOTICO. (Continuacién).
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GRAFICAS DE AMINOACIDOS EN PLASMA SANGUINEO MATERNO.
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