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INTRODUCCION

La desnutricion es un problema grave a nivel mundial pues por esta causa la calidad de vida de
millones de personas de todas las edades se encuentra deteriorada; sufren consecuencias
fisioldgicas y psicoldgicas irreversibles, y la problematica se acentda debido a la susceptibilidad

de adquirir infecciones.

Esta situacion afecta principalmente a los paises en vias de desarrollo; en América Latina se
considera como uno de los factores importantes que afectan a la infancia'. En México este
problema aqueja en gran medida a la poblacidn rural, teniendo como principal blanco a los nifios

menores de cinco afos.

Entre las causas de la desnutricidn se encuentran la pobreza, la marginacion social, la ignorancia,
etc. Por ello se realizan esfuerzos para favorecer la nutricion de la poblacién, con mayor énfasis
en los grupos vulnerables. En México se mejoran continuamente los programas y politicas
alimentarias® para combatir el problema a través de diferentes acciones, tratando de impulsar

una perspectiva integral.

Desde hace varias décadas el desarrollo de técnicas analiticas dentro de la investigacion
cientifica ha colaborado para generar los conocimientos acerca de la desnutricion tanto a nivel
fisiolégico como a nivel bioquimico. EIl andlisis de aminoéacidos se considera una de las
aplicaciones de importancia en las ciencias bioldgicas, principalmente en los campos bioquimico
y biomédico. La cuantificacién de estos compuestos en tejidos y fluidos bioldgicos es de gran
utilidad en estudios acerca de la desnutricidn, ya que son sensibles al estado de nutricion del
individuo por la relacion que existe entre la ingestion del alimento, su absorcion y utilizacion

por las células del organismo que los incorporan al tejido proteinico.

Cabe resaltar que las deficiencias nutrimentales de aminodcidos individuales o de la ingestion
total de proteina causan deficiencia en el crecimiento, desarrollo y otros efectos dafiinos

principalmente en nifos.
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En el presente estudio se establecié una metodologia rapida y sencilla ya conocida que permite la
cuantificacion rutinaria de los aminodacidos libres totales a partir de tejidos y fluidos fisiologicos,
y posteriormente se aplicé a muestras provenientes de tejido muscular y plasmatico de animales
nutridos y desnutridos para observar la diferencia cuantitativa de los aminoacidos libres totales

que existe entre ellos.
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ANTECEDENTES

La nutricion es el conjunto de procesos biolégicos, psicoemocionales y socioculturales
involucrados en la obtencidn por el organismo y en la asimilacion y utilizacién metabodlica por
cada una de sus células, de las sustancias energéticas, estructurales y cataliticas necesarias para
la vida. La nutricion comprende e integra hnumerosos procesos, que se pueden comprender en su
esencia subcelular (metabdlica) y celular, o ser integrada a nivel del organismo completo y hasta

de toda una poblacion (social).

El mantenimiento de la salud exige una nutricion correcta que se puede lograr a través de una
buena alimentacion. La relacion de alimentos para obtener la salud del cuerpo humano implica
que sean adecuados en cantidad y variedad, de manera que el organismo pueda obtener los
nutrimentos que requiere. Como la alimentacion es en esencia modificable, su mejora o su
correccion tienen una gran utilidad en el cuidado de la salud y en la prevencién de la
enfermedad, tomando en cuenta que la salud puede perderse por uno o mas defectos de la

nutricion.

Los nutrimentos son sustancias con funcién energética, estructural o catalitica que provienen
del medio. Para que se alcance el estado de nutricion, se requiere que todos los nutrimentos
-carbohidratos, grasas, proteinas, vitaminas, minerales y agua- sean suministrados y utilizados en

un balance adecuado. *

Consumo de energia.

El organismo utiliza el combustible metabolico principalmente para mantener las funciones
fisioldgicas béasicas como la respiracion y la circulacién sanguinea, el procesamiento de los
alimentos que se consumen Yy realizar actividad fisica. Otros costos energéticos incluyen el
crecimiento, el mantenimiento de temperatura en ambientes frios, traumas fisicos, fiebre, estrés

psicolégico. *

La cantidad minima de un nutrimento que un determinado individuo necesita ingerir diariamente

es el resultado de la combinacién de numerosas variables anatomicas, fisiologicas y metabdlicas,
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que a su vez son el producto de la informacion genética del individuo y su historia ambiental

particular. °

La grasa es una importante fuente de energia concentrada, que proporciona 9 kcal/g, mientras

que los carbohidratos y proteinas proporcionan alrededor de 4 kcal/g. °

La principal funcion de los carbohidratos es proveer una fuente de energia, y cerca del 50-60%
del requerimiento de energia proviene de esta fuente en la dieta. La grasa ademéas de ser una
importante fuente de energia, sirve como un acarreador para las vitaminas liposolubles y ciertos
acidos grasos que son nutrimentos esenciales. Los &cidos grasos se requieren para formar
estructuras celulares y son precursores de prostaglandinas. Estos requerimientos se pueden
alcanzar con una dieta que contenga 20-25 g de grasa, y no hay otro requisito especifico para la

grasa como nutrimento. ’

A continuacion se expondra con mayor detalle el papel de las proteinas, y la unidad formadora

de éstas, los aminodcidos, en la nutricion, por ser el tema principal del presente estudio.

Proteinas

Las proteinas son polimeros lineales que se sintetizan a partir de monémeros denominados
aminoacidos, por condensacion para formar el enlace peptidico; éste se forma al reaccionar el

grupo amino de un aminoécido con el grupo carboxilico de un segundo aminoécido. °®

Las proteinas son primordiales en el crecimiento y desarrollo de todos los tejidos del organismo.
También se requieren para la formacién de enzimas, hormonas y anticuerpos.® Ademés de su
papel estructural y funcional, pueden utilizarse como combustible, aunque se prescinde de esta

funcion energética cuando se tiene una suficiente cantidad de carbohidratos y grasas en la dieta.’

Las proteinas, como los demas componentes organicos, especialmente la grasa, experimentan
continuas degradaciones y renovaciones, incluso en los animales adultos. Los procesos de
sintesis proteinica en los tejidos a partir de aminoacidos, y la degradacion de las proteinas

tisulares hasta aminoacidos, tienen lugar simultdneamente. El continuo catabolismo de las

Concentracion de aminoacidos libres en plasma y misculo en animales nutridos y desnutridos. 5



proteinas del tejido crea la necesidad de la proteina en la dieta para remplazar las proteinas del
tejido que se perdieron, aun en un adulto que no esta en crecimiento. Adicionalmente,
relativamente grandes cantidades de proteina se pierden de la mucosa intestinal, enzimas y otras
proteinas que se secretan hacia el tracto gastrointestinal y no son completamente digeridas y

reabsorbidas. %!

La tasa de renovacion de la proteina es cuantitativamente grande, puede llegar a 5-10 veces la
ingestion diaria de proteina. Varia considerablemente entre los tejidos, incluso en la misma
especie. El higado, a pesar de su rapida tasa de renovacion, contiene relativamente poca proteina
y, por tanto, solo participa en un 10% en la sintesis proteinica total en el organismo del cerdo y la
rata. Por el contrario, los musculos del esqueleto representan el mayor 6rgano del cuerpo, pero
tienen un ritmo lento de sintesis. La tasa de renovacién proteinica esta controlada por el estado
nutritivo y hormonal del animal; la hormona de crecimiento y la insulina estimulan la sintesis

proteinica, en tanto que los glucocorticoides determinan la degradacién proteinica. **

El proceso de degradacion proteinica es una hidrdlisis enzimatica para liberar los amino&cidos,
como ocurre en el tracto gastrointestinal en la digestién. La degradacién de proteina de los
tejidos ocurre a una velocidad mas 0 menos constante durante el dia y un adulto cataboliza o

reemplaza 3-6 g de proteina por kg peso corporal por dia. *°

Cuando la ingesta es adecuada para cubrir los requerimientos, las proteinas que se degradaron
pueden ser remplazadas y cualquier ingesta excedente de proteina puede ser utilizada como
combustible metabélico para el anabolismo.*? El exceso del grupo amino de los aminoacidos
suele excretarse en el corto plazo (horas 0 a lo mucho dias) de manera que la ingestion de una

cantidad ligeramente mayor que el requerimiento carece de consecuencias indeseables. °

Relaciones Proteina-Energia.

Es importante proveer de los niveles éptimos de energia en la dieta; sélo cuando la demanda de
energia del organismo se ha cubierto, con nutrimentos como los lipidos y los carbohidratos, la
proteina de la dieta puede ser utilizada para la sintesis de tejidos, protegiendo asi a los

aminoacidos de su utilizacién para el metabolismo energético. ** 3

Concentracion de aminoacidos libres en plasma y misculo en animales nutridos y desnutridos. 6



El equilibrio de nitrégeno permite valorar si el individuo esta en un estado anabdlico (retencién
de nitrégeno) o catabolico (pérdida de nitr6geno). La ingestion proteinica diaria debe ser igual,
cuando menos, a la cantidad de nitrdgeno que se pierde, con el objeto de conservar el equilibrio
de nitrégeno, o que éste sea positivo. Cuando la ingestion de proteina es inferior a la cantidad de

nitrégeno que se elimina, es decir, existe pérdida de nitrogeno, el equilibrio es negativo.

El equilibrio de nitrogeno esta relacionado tanto con la ingestion de energia como con el
contenido proteinico de la dieta. Cuando ésta es deficiente en proteinas, no se logra el equilibrio
de nitrégeno, independientemente de la ingestion de energia. Con ingestion baja de energia (17 a
50% de los requerimientos), a pesar del incremento de la ingestion proteinica del equivalente de
4 a 9 g de nitrogeno por dia, la persona permanece en equilibrio negativo de nitrégeno. En
individuos sanos que comen normalmente, la relacién caloria a nitrégeno 6ptima se aproxima a
300:1. *2

Aminoacidos.

La unidad formadora de las proteinas son los aminoacidos. Existen alrededor de veinte
aminoacidos que se presentan comunmente en las proteinas y son denominados aminoacidos
“estandar”. Se conocen como a-aminoacidos ya que, con excepcion de la prolina, poseen un
grupo amino primario y un grupo acido carboxilico como sustituyentes en el mismo atomo de
carbono. La prolina, la Unica excepcion de esta estructura general, posee un grupo amino
secundario y es, por tanto, un a-iminoacido aunque corrientemente se menciona como un
aminoacido. Ademas de su papel en las proteinas, los aminoécidos y sus derivados desempefian

muchas funciones biolégicas importantes. ®°

Aminoacidos esenciales y no esenciales.

De los veinte aminoacidos que se encuentran normalmente en el organismo animal, algunos

pueden sintetizarse, especialmente en las células hepaticas, mientras que otros se deben obtener

de la dieta; asi los aminoacidos se pueden dividir en dos grupos: esenciales y no esenciales. ** !

Concentracion de aminoacidos libres en plasma y misculo en animales nutridos y desnutridos. 7



a) Aminoacidos esenciales. Muchos aminoacidos son sintetizados mediante rutas que estan
solo presentes en las plantas y en los microorganismos. Dado que los mamiferos deben
obtener estos aminoacidos de sus dietas, estas sustancias son conocidas como

aminoéacidos esenciales. °

b) Aminoacidos no esenciales. Los otros aminoacidos, que pueden ser sintetizados por los
mamiferos a partir de intermediarios comunes, y no requieren ser administrados en la
dieta son denominados amino&cidos no esenciales. Todos los aminoacidos no esenciales
excepto la tirosina y la cisteina son sintetizados mediante rutas simples a partir de uno de
estos cuatro intermediarios metabolicos comunes: piruvato, oxalacetato, a-cetoglutarato y

3-fosfoglicerato. °

Los aminoacidos esenciales y no esenciales para el hombre se indican en la tabla 1.

Tabla 1. Aminoécidos esenciales y no esenciales en el hombre. °

Esenciales No esenciales
Arginina Alanina
Fenilalanina Asparagina
Histidina Aspartato
Isoleucina Cisteina
Leucina Glicina

Lisina Glutamato
Metionina Glutamina
Treonina Prolina
Triptofano Serina
Valina Tirosina

Cabe aclarar que la arginina esté clasificada como esencial, a pesar de que es sintetizada en el
ciclo de la urea, porque se necesita en mayor cantidad de la que puede producirse por esta ruta

durante el crecimiento normal y el desarrollo del nifio (pero no para los adultos).

Concentracion de aminoacidos libres en plasma y misculo en animales nutridos y desnutridos. 8



La tirosina y la cisteina ocupan una posicion intermedia, ya que pueden ser sintetizados en el
organismo, pero solo a partir de un aminoacido esencial.’® La tirosina es sintetizada mediante la
hidroxilacion de una etapa del aminoacido esencial fenilalanina. En efecto, los requerimientos de
fenilalanina en la dieta reflejan también la necesidad de tirosina. La presencia de tirosina en la
dieta hace disminuir, al mismo tiempo, la necesidad de fenilalanina. EI mismo caso se presenta

con la cisteina, pues su grupo sulfhidrilo deriva del aminoécido esencial metionina. °

La relaciéon de aminoécidos esenciales y no esenciales varia algo con las distintas especies, edad
y funcion de los animales. Los aminoacidos esenciales para el hombre adulto, son también

esenciales para el crecimiento de la rata. **

Las necesidades en aminodcidos de los animales en crecimiento estan estrechamente
relacionadas con la composicion en aminoacidos de los tejidos. La proporcion de aminoacidos
esenciales requerida en las proteinas que provienen de la dieta, como una fuente de nitrégeno
para las funciones celulares varia, de cuando menos el 20%, para conservar la salud en los
adultos, a 36-43%, para la salud y el crecimiento en lactantes y nifios. Es importante la cantidad
de nitrégeno no esencial de la dieta, y debe ser la adecuada para evitar la degradacion de

aminoacidos esenciales con destino al metabolismo del nitrégeno. *# 3

Calidad proteinica

La composicién de una proteina o las cantidades relativas de cada uno de los aminoacidos que la
componen se conoce como <<perfil de aminoacidos>>. En términos de nutricion, la importancia
de una proteina se basa en su capacidad de administrar los aminoacidos particulares que
necesitan las células corporales, esto es, la equivalencia de la proteina dietética con el perfil de
aminoéacidos del contenido de proteinas. La calidad de las proteinas individuales depende de si

contienen o no los amino&cidos esenciales en las cantidades requeridas. °

Aunque la calidad proteinica es importante cuando se consideran las proteinas individuales de la

dieta, no es particularmente relevante cuando se considera el total de estas, porque diferentes

Concentracion de aminoacidos libres en plasma y misculo en animales nutridos y desnutridos. 9



proteinas son limitadas por ciertos aminoacidos y tienen un relativo exceso de otros aminoacidos

esenciales. 1°

La capacidad de una proteina dietética de proporcionar el equilibrio de aminoacidos esta

controlada por varios factores:

e La cantidad de proteina ingerida.

e La cantidad de cada aminoacido proporcionado por esa proteina.

e Lafacilidad de digestion de las proteinas conforme pasan por el tracto digestivo.

e Cambios quimicos entre proteinas y otros componentes de los alimentos, que se

llevan a cabo al calentar los alimentos como ocurre en la reaccion de Maillard.

Metabolismo de los aminoacidos

Los aminoacidos funcionan en el organismo como un pozo o pool unico, independiente de su

origen a partir de las tres fuentes principales:

(1) Los aminodcidos liberados de las proteinas de la racion durante la digestion, son
absorbidos a traves de la pared intestinal y por la sangre circulante son transportados

hasta los 6rganos.

(2) Los aminoéacidos liberados por degradacion de las proteinas tisulares también pasan al
sistema circulatorio, donde se mezclan con los aminoacidos procedentes de la racion y

con ellos son transferidos a los érganos;

(3) Los aminoacidos no esenciales sintetizados en los tejidos también pertenecen al pool

comun de aminoacidos.

El pool de aminoécidos libres en el organismo representa solo el 0.2-2.0% de la cantidad total de
aminoacidos que se encuentran ligados principalmente a las proteinas (una pequefia cantidad de

aminoéacidos ligados, se encuentra en los péptidos). El pool de aminoacidos libres no representa

Concentracion de aminoacidos libres en plasma y misculo en animales nutridos y desnutridos. 10



una reserva de precursores para la sintesis proteinica y disminuye rapidamente si la entrada de

aminoacidos al pool cesa bruscamente, por ejemplo, por escasez de proteina en la racién. **

El pool de aminoacidos intracelular no estd determinado por movimiento pasivo de los
aminoacidos sino esta regulado por transporte activo transmembrana. La consecuencia de esto es
que el pool libre de los tejidos es hasta cierto grado defendido contra cambios bruscos de

concentracion. *

Los aminoacidos presentes en el pool experimentan las siguientes reacciones bioquimicas:

la sintesis de proteinas para los tejidos;

sintesis de hormonas, enzimas y otros compuestos nitrogenados biolégicamente

importantes;

degradacion de los aminoacidos que han cumplido sus funciones en el organismo

o de los ingeridos que superan las necesidades. **

Casi inmediatamente después de su entrada en las células, los aminoacidos se combinan
mediante enlaces peptidicos, bajo la direccion del ARN mensajero y del sistema de los
ribosomas, para formar proteinas celulares. Por tanto, las concentraciones de aminoacidos libres
dentro de las células suelen permanecer bajas. El crecimiento rapido se relaciona con un

transporte acelerado de aminoécidos. *1°

La cantidad de aminoacidos presente como proteinas en los tejidos, es de 30 a 60 veces mayor

que la correspondiente cantidad de aminoécidos libres.

Ciertos aminoacidos, ademas de su funcién principal como componentes de las proteinas, son
precursores esenciales para una gran variedad de productos metabdlicos importantes que

incluyen:

e Purinas y pirimidinas para la sintesis de acidos nucleicos.

e El grupo hemo, sintetizado de la glicina.

Concentracion de aminoacidos libres en plasma y misculo en animales nutridos y desnutridos. 11



e Los neurotransmisores dopamina, norepinefrina y epinefrina, sintetizados de tirosina.

e Las hormonas tiroxinay triyodotironina, sintetizadas de la tirosina.

e Melanina, un pigmento de la piel y el cabello, sintetizados de la tirosina.

e El anillo nicotinamidico de las coenzimas NAD" y NADP, sintetizados de triptofano.

e El neurotransmisor serotonina, sintetizado del triptofano.

e El neurotransmisor histamina, sintetizado de la histidina.

e El neurotransmisor GABA ( acido y-aminobutirico), sintetizado del glutamato.

e Carnitina, sintetizada de la lisina y la metionina.

e Colina, para la sintesis de los fosfolipidos, y del neurotransmisor acetilcolina, sintetizada
de la serina y la metionina.

e Taurina, sintetizada de la cisteina.

En general, la cantidad de nitr6geno requerida para formar estas biomoléculas es pequefia en
comparacion con la cantidad necesaria para mantener el balance de nitrogeno y la sintesis de

proteina.

Cada tipo particular de célula tiene un limite superior para la cantidad de proteinas que puede
almacenar. > Después de que las células han alcanzado este limite, el exceso de aminoécidos en
la circulacion que no son requeridos inmediatamente para sintesis de proteinas es oxidado,
aunque algunos pueden ser reutilizados. La degradacion de los aminoacidos los convierte en
intermediarios del ciclo del &cido citrico o sus precursores, de modo que pueden ser
metabolizados a CO, y H,0 o utilizados en la gluconeogénesis. La degradacion oxidativa de los

aminoacidos representa entre el 10 y el 15% de la energia metabdlica generada por los animales.
9,10

La primera reaccion en la degradacion de los aminoacidos es casi siempre la eliminacion de su
grupo a-amino con el objeto de excretar el exceso de nitrogeno y degradar el esqueleto de
carbono restante. Para eliminar el grupo a-amino se lleva a cabo la reaccion de transaminacion,
catalizada por enzimas denominadas transaminasas o aminotransferasas, existentes en la mayoria
de los tejidos de los animales, y en especial en el higado, que permiten la transformacion de unos
aminoacidos en otros. Se trata de una reaccion reversible en la que se transfiere un grupo amino

a un o-oxodcido para producir el a-oxoacido del aminoécido original y un nuevo aminoacido.

Concentracion de aminoacidos libres en plasma y misculo en animales nutridos y desnutridos. 12



Los grupos amino de la mayoria de los aminoacidos son dirigidos a la formacion de glutamato o
aspartato. La desaminacién ocurre principalmente a través de la desaminacion oxidativa del
glutamato mediante la glutamato deshidrogenasa produciéndose amoniaco. EI amoniaco

liberado en la desaminacion se excreta en forma de urea.

Los esqueletos de carbono de los aminoacidos son degradados a uno de estos siete intermediarios
metabolicos: piruvato, o-cetoglutarato, succinil-CoA, fumarato, oxalacetato, acetil-CoA o

acetoacetato.

Los aminoacidos que producen acetil CoA 0 acetoacetato se denominan cetogenicos. El acetil
CoA vy acetoacetato que procede de aminoacidos puede ser utilizado para la sintesis de acidos
grasos o puede ser oxidado como combustible metabdlico, pero no puede ser usado para la
sintesis de glucosa. Los aminoacidos que producen intermediarios que pueden ser usados para la
gluconeogénesis se denominan glucogénicos. Solo dos aminoacidos son puramente cetogénicos:
leucina y lisina. Los aminoacidos isoleucina, fenilalanina, treonina, triptofano y tirosina son
tanto cetogénicos como glucogénicos. Los 13 aminoacidos restantes son puramente

glucogénicos. **°

La degradacién desaminativa de los aminoacidos de cadena ramificada como la leucina,
isoleucina y valina representa aproximadamente el 40% de las necesidades minimas diarias de
los aminoacidos esenciales en los mamiferos monogastricos. Aparte de su papel en la sintesis de
proteina, en especial en los musculos, son importantes como combustible metabolico durante las
condiciones de estrés por privacion de energia (ayuno) o necesidades energeéticas incrementadas.
A diferencia con las rutas metabolicas de los otros aminoacidos esenciales que tienen lugar en el
higado, los amino4cidos de cadena ramificada, como algunos aminoacidos no esenciales, se

degradan principalmente en los masculos. *
Digestion y absorcion de las proteinas.
Las proteinas, compuestos de alto peso molecular, solo pueden absorberse por las células de la

mucosa intestinal después de haber sido degradadas hasta compuestos de bajo peso molecular,
principalmente amino&cidos. La digestion de las proteinas tiene lugar en el estdmago y porcién
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superior del intestino, por enzimas de tres origenes: la mucosa del estomago, la mucosa del
intestino y el pancreas. Las enzimas son segregadas inicialmente como precursores inactivos
Ilamados zimdgenos. La transformacion de los zimdgenos en enzimas activas supone la
eliminacién (también por un proceso enzimatico) de un pequefio péptido que protege y bloguea
el centro activo de la enzima. La hidrolisis completa de las proteinas de la racion se logra por

enzimas que son especificas para ciertos enlaces, actuando en una secuencia definida. **

Tabla 2. Enzimas proteoliticas, lugares de produccién y especificidad de accion. **

Enzima Lugar de | Rompe enlaces peptidicos | pH para la
produccion adyacentes a: actividad
Optima
Pepsina Mucosa del | Triptofano,  fenilalanina, 1.8-2.0
estbmago | tirosina, metionina, leucina
Tripsina Péncreas | Arginina, lisina 8-9
Quimotripsina Pancreas | Aminoacidos aromaticos y 8-9
metionina
Elastasa Pancreas | Aminoacidos alifaticos 8-9
Carboxipeptidasa Pancreas | Grupos carboxilo o libres 7.2-8.0
de los aminoacidos
Aminopeptidasa Mucosa del | Aminoacidos con grupos 7.4
intestino | NHj5 libres

La digestion de las proteinas se inicia en el estdbmago con la desnaturalizacion por el &cido
clorhidrico, seguida de la digestion por la pepsina. De esta forma las proteinas de la racion son
divididas en grandes polipéptidos, liberandose una pequefia cantidad de aminoacidos libres. La

pepsina es responsable por cerca del 10 al 20% de la digestién protefnica.

Las moléculas proteinicas resistentes a la accion del estomago con los grandes fragmentos
peptidicos resultantes de la digestion péptica, llegan al duodeno, en donde se lleva a cabo la
mayor parte de la digestion proteinica, para continuar la hidrolisis por las enzimas pancreéticas.
En el intestino, el tripsindgeno es convertido en tripsina por la eliminacion de un fragmento
hexapeptidico desde el N-terminal, proceso catalizado por la enteroquinasa, otra enzima que se
secreta en pequefias cantidades por la mucosa intestinal. La tripsina es responsable de la

activacion del quimotripsindgeno, procarboxipeptidasa y proelastasa. Las enzimas pancreéticas
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liberan pequefios péptidos (cadenas de 2 a 6 aminoacidos) y cantidades abundantes de

aminoacidos libres. **

Los pequefios péptidos son hidrolizados, teniendo lugar su degradacion en pequefia cantidad en
la luz del intestino, por accidn de las peptidasas segregadas por el pancreas. Las dipeptidasas de
la mucosa intestinal actian sobre enlaces de fragmentos de dipéptidos. La mayoria de los
pequefios péptidos formados en el intestino son hidrolizados por peptidasas asociadas a la
superficie externa del borde en brocha de las células epiteliales. Sin embargo, el borde en brocha
de la membrana realiza una doble funcion: la absorcion de amino&cidos y péptidos y la hidrolisis
enzimatica de pequefios peptidos hasta aminoacidos libres. Los aminacidos libres son absorbidos
en los capilares de las vellosidades y transportados al higado por la vena porta y de ahi son
liberados a la circulacion general. Mas del 99% de las proteinas entran a la corriente sanguinea

como aminoacidos individuales.

El ritmo de absorcion de los aminoacidos a la sangre portal depende de la composicién en
aminoacidos de la digesta presente en el intestino. La absorcién de aminoacidos y péptidos
sencillos por el epitelio intestinal es un proceso relativamente répido y existe un aumento

postprandial en el contenido en aminoacidos en la sangre portal. **

Algunos aminoéacidos pueden ser absorbidos via difusion facilitada; sin embargo, las moléculas
de casi todos los aminoacidos son demasiado grandes para difundir a través de los poros de las
membranas celulares. Por tanto, cantidades significativas de los aminoacidos absorbidos en el
intestino delgado se pueden transportar a través de la membrana sélo mediante transporte activo
utilizando mecanismos transportadores que, en la mayoria de los casos, son sodio dependiente. *3
Aunque hay varios mecanismos de transporte activo, los aminoécidos similares comparten el
mismo sistema. Pueden clasificarse en tres grupos principales, para aminoacidos neutros, basicos
y acidos. Los miembros de cada grupo compiten entre si, pero no con los de otros grupos para la
absorcién. El sistema de transporte de los aminoacidos grandes, neutros a través de las
membranas celulares, incluye tanto a los aminoacidos de cadena ramificada como a los

aminoécidos aromaticos, que compiten por sitios de fijacion.*> % °
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Distribucién de los aminoéacidos en los liquidos corporales.

Los cambios en la concentracion de los aminoacidos libres en el plasma y en el tejido ademas de
ser apreciados por su significado nutrimental, son de utilidad potencial como una herramienta
sensible para la evaluacion de la calidad proteinica, del estado nutricional y de los
requerimientos de aminoacidos esenciales. EXxiste una gran correlacion entre los patrones de
aminoacidos esenciales de la dieta y del plasma, Yy se sabe que los aminoacidos libres del tejido
son afectados por la calidad proteinica de la dieta. El perfil 6ptimo de aminoacidos de la dieta
dependera del requerimiento de aminoacidos para la sintesis proteinica y el uso de aminoacidos

individuales como sustrato para energia o para otros propésitos.*’

En estudios realizados en ratas se ha encontrado que los niveles de aminoacidos en sangre y
tejidos son ampliamente determinados por la absorcién de aminoacidos desde el intestino y del
metabolismo enddgeno de estos compuestos. Después de alimentarse y durante el periodo de
absorcion hay flujos de aminoacidos desde el intestino al higado y otros tejidos incrementando

significativamente los niveles de varios aminoécidos en plasma y tejido. *8

Los aminoécidos en la sangre

La contribucion de los diferentes aminoacidos en la sangre depende hasta cierto punto de los
tipos de proteinas ingeridas, pero las concentraciones de al menos algunos aminoécidos

individuales estan reguladas por una sintesis selectiva en las diferentes células. *°

Los aminoécidos en el plasma

El plasma, solucion acuosa que constituye el 55% de una muestra de sangre transporta los
materiales nutritivos como las sustancias provenientes del aparato digestivo, ademas de
sustancias de desecho producidas en los tejidos, y hormonas. El plasma también contiene gases

disueltos. *°
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La concentracién total de aminoacidos libres en plasma en los mamiferos es aproximadamente
2 mM, mientras la cantidad de aminoacidos formando proteinas plasmaticas es unas 300 veces
mayor. La concentracion de aminodacidos libres en el espacio intracelular es aproximadamente 10
veces mayor que en el agua plasmética. * La concentracién de aminoécidos libres en el plasma

sanguineo se modifica a medida que aumenta la edad cronolégica. *°

Los factores dietéticos desempefian un papel complejo en la determinacién de aminoacidos del
plasma. Una muestra de plasma obtenida al azar presentara una distribucion de aminoacidos
libres que serd meramente un reflejo de su transito durante la diaria economia del metabolismo
celular. 2 El contenido proteinico y energético de los alimentos influye sobre la constitucion
del patron de aminoécidos, por lo tanto los aminoécidos plasmaticos son buenos indicadores del
estado de nutricién proteinica del organismo. La concentracion de los aminoécidos libres en el
plasma sanguineo es reflejo de un estado de equilibrio entre su adicién y su remocién. ?° Estudios
en animales de experimento indican que ingesta excesiva o inadecuada de aminoacidos
esenciales individuales son reflejados en un cambio correspondiente en la cantidad de

aminoacidos en el plasma. *

Debido a que las proteinas celulares en el higado (y, en mucho menor grado, en otros tejidos) se
pueden sintetizar rapidamente a partir de aminoacidos plasmaticos y muchas de ellas a su vez
pueden ser degradadas y los aminoacidos liberados devueltos al plasma casi con la misma
rapidez, existe un equilibrio constante entre los aminoacidos plasmaticos y las proteinas labiles

de las células del cuerpo. *°

Entre otros factores que afectan el perfil plasméatico de aminoéacidos se encuentran algunas
hormonas secretadas por las glandulas enddcrinas que son capaces de alterar el equilibrio entre
las proteinas tisulares y los aminoacidos circulantes. La hormona del crecimiento y la insulina
aumentan la formacion de proteinas tisulares, mientras que los glucocorticoides suprarrenales

aumentan la concentracion de aminoacidos circulantes.

El conocimiento de los niveles normales de aminoacidos, es esencial para poder reconocer las

variaciones fisioldgicas normales, asi como las patoldgicas. A pesar de algunas limitaciones en la
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extrapolacion de los valores de los aminoacidos del plasma al metabolismo intracelular, el perfil
de éstos proporciona informacion importante sobre los trastornos y deficiencias del metabolismo

de los aminoécidos y la nutricién. **

Los aminoacidos en el Musculo

La masa proteinica del musculo esta determinada por el balance entre la velocidad de sintesis y
degradacion proteinica. El ritmo de sintesis proteinica en el musculo esta considerablemente

afectado por el estado de nutricion que presente el animal. ** %

El tejido muscular sirve como almacén de energia porque durante el estado de ayuno sus
proteinas son degradadas a aminoacidos, muchos de los cuales son convertidos a piruvato que, a
su vez, es transaminado a alanina. La alanina es entonces exportada a través de la corriente

sanguinea al higado, que transamina de nuevo a piruvato, un precursor de la glucosa. °

La glucosa dietética estimula la liberacion de insulina, a su vez esta ultima actua sobre el
musculo para promover el ingreso de los aminoacidos de cadena ramificada; aumenta la sintesis
de proteina en el musculo y disminuye su desdoblamiento. Sin embargo con la disminucion de la
actividad insulinica se reduce la utilizacion de aminoécidos de cadena ramificada por el musculo,

convirtiéndose en el principal sitio donde se efecttia el catabolismo de estos aminoacidos. *?

Estado de ayuno y la inanicion

El estado de ayuno y la inanicion privan al organismo de la energia necesaria para mantener sus
funciones. La prioridad del organismo es preservar el tejido dependiente de glucosa: células rojas
de la sangre, células cerebrales y el resto del sistema nervioso central. En segundo lugar esta el

mantener la masa muscular.

Durante la inanicién, la velocidad metabodlica disminuye ya que el organismo retarda funciones

basicas para asf conservar la energia y prolongar la supervivencia. *
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Las etapas se describen a continuacion:

1. Elayuno nocturno
El organismo almacena una provision de glucosa para menos de un dia. Al disminuir la
concentracion sanguinea de glucosa por debajo del nivel normal de 5 mM, el higado libera
glucosa al torrente sanguineo a partir de la degradacion de glucdgeno, proceso mediado por la
hormona glucagdn. Las rutas gluconeogénicas en el higado se intensifican mientras comienzan a
producir glucosa de los aminoécidos circulantes. Por otro lado, para satisfacer sus propias
necesidades energéticas, el higado utiliza acidos grasos generando ATP a partir de acetil-CoA a
través del ciclo del acido citrico y la fosforilacion oxidativa. Debido a la reduccién de las
concentraciones de insulina, se inhibe la incorporacion de glucosa por el tejido muscular. Al
disminuir el suministro de glucosa, las células musculares comienzan a utilizar triglicéridos para

la produccién de energia.*°

2. Los primeros dias
Durante los primeros dias, la grasa y la proteina son los combustibles primarios.* El
desdoblamiento de triglicéridos del tejido adiposo proporciona cinco sextas partes de las calorias.
La degradacion de proteinas, sobre todo del masculo produce el resto. La gluconeogénesis es un
destino importante para esqueletos carbonados de aminodacidos, la tasa de sintesis de reemplazo
es menor a la de degradacion, asi se observa una pérdida neta de tejido proteinico.

Hay un modelo de utilizacién de aminoacidos por el musculo que da como resultado que con la
produccion de alanina y de glutamina, éstos excedan a los deméas aminoacidos glucogénicos. La
captacion de alanina y glutamina es especifica, pues el intestino utiliza glutamina, y la alanina es
captada sélo por el higado para la gluconeogenesis. Los aminoacidos de cadena ramificada
(leucina, isoleucina y valina) son utilizados de preferencia por el musculo, proporcionando la
principal fuente de nitrégeno para la sintesis de alanina. ** Un grupo de aminotransferasas
musculares aceptan al piruvato derivado del metabolismo de la glucosa como su a-oxoéacido
sustrato produciendo alanina, este aminoacido es liberado del musculo al torrente sanguineo y es

transportado al higado donde sufre transaminacidn para producir piruvato que es utilizado en la
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gluconeogénesis. La glucosa resultante vuelve al musculo donde sera degradada glucoliticamente

a piruvato. El grupo amino termina en amoniaco o aspartato para la biosintesis de la urea. °

Durante los primeros dias de la inanicion, la produccion de alanina del masculo aumenta, como
también la extraccion fraccional por el higado. La produccion de glucosa por este mecanismo

proporciona este az(car principalmente para el encéfalo.*?

Durante los primeros 7 a 10 dias de inanicidn, la pérdida de nitrogeno del organismo esta en el
rango de 10 a 12 g/dia, excretado principalmente como urea en la orina. %

Cabe destacar que un dia de ayuno no afecta notablemente la homeostasis general de
aminoéacidos de la mayoria de los tejidos y solo pocos aminoacidos son afectados; los érganos
individuales tienen mecanismos reguladores muy fuertes que la mantienen. Se ha sugerido que
existe una participacion importante de los compuestos en los que hay cambios en la

concentracion durante este estado.

3. Las primeras semanas
Al continuar la inanicién el organismo realiza algunas estrategias para la conservacion de la
energia como la disminucion de la temperatura corporal, pulso, presion sanguinea y
metabolismo basal, es decir, el organismo se torna letargico reduciendo la cantidad de energia
para la actividad. *

Debido a que las proteinas tienen funciones celulares y estructurales vitales, la degradacién de
proteina disminuye drésticamente con el proposito de reducir al minimo su consumo. La
velocidad de degradacion del masculo disminuye hasta un 25% de su velocidad. Se duplica la
velocidad del catabolismo de la grasa para proveer acidos grasos como combustible y glicerol
para glucosa. EI 90% de las calorias es proporcionado por las grasas, y las proteinas se

conservan, * 12

La gluconeogenesis ha consumido tanto oxalacetato del higado que la capacidad de este érgano
para metabolizar acetil-CoA mediante el ciclo del acido citrico se encuentra muy disminuida, por

tanto la gluconeogeénesis cae a dos tercios 0 mas. En su lugar, el higado convierte el acetil-CoA a
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cuerpos cetonicos que son liberados al torrente sanguineo; los cuerpos cetonicos son una fuente
de energia ahorradora de glucosa para el cerebro y las células rojas de la sangre. Después de
cerca de 10 dias de ayuno, los cuerpos cetonicos cumplen con la mayoria de las necesidades
energéticas del sistema nervioso. ? La hipercetonemia inhibe la oxidacion preferencial de los
aminoacidos ramificados en el musculo, por esto la concentracion de alanina circulante y la
produccion de alanina del madsculo estan reducidas de manera desproporcionada y en grado muy

evidente.

El corazén, la corteza renal y el musculo esquelético utilizan los acidos grasos liberados del
tejido adiposo o los cuerpos cetonicos producidos por el higado. EI cerebro se adapta
gradualmente a la utilizacion de cuerpos cetonicos como combustible, mediante la sintesis de las
enzimas apropiadas; por esto, los cuerpos cetonicos proporcionan 50 a 60% de los
requerimientos encefalicos de combustible. Sin embargo, algunas células cerebrales solo pueden
utilizar glucosa. Para mantener un pequefio, pero esencial, suministro de glucosa en la sangre, se
degrada proteina, abasteciendo de aminoacidos para la gluconeogénesis. Por esto, aunque los
tejidos tratan de conservar proteinas y limitan la degradacion de proteina tanto como es posible,

el peso y el contenido de proteina de los 6rganos disminuyen durante la inanicién.

En esta etapa también se tienen signos detectables de deficiencias vitaminicas.

4. Varias semanas de ayuno:
En esta etapa hay una gran susceptibilidad a las enfermedades e infecciones. La deficiencia
severa de nutrimentos se agrega al deficiente estado de salud. Las personas promedio tienen
cerca de tres semanas de almacén de grasa y la velocidad de disminucién de la grasa es
constante. Al agotar los Ultimos almacenes de grasa, el cuerpo utiliza las proteinas, la Gltima
fuente de combustible. Algunos efectos de la acelerada degradacion proteinica se pueden

observar en nifios que sufren de kwashiorkor.*

Desnutricion.

La desnutricién se dice que es el producto de desequilibrios entre rasgos genéticos, entre

influencias ambientales o entre ambos.
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Tipos de desnutricion: Marasmo y Kwashiorkor.

Las formas graves de desnutricion proteico-calérica como el marasmo y desnutricion proteinica
como el kwashiorkor tienen antecedentes y caracteristicas clinicas que las distinguen y se
presentan a continuacion. Es importante destacar que aun en la desnutricidn severa, la velocidad
de degradacion proteinica se mantiene mas o0 menos constante, mientras la velocidad de sintesis

de reemplazo disminuye, como resultado de la baja disponibilidad de combustible metabdlico.
10,24

a) Marasmo

El marasmo es el problema nutricional mas frecuente en paises en desarrollo, generalmente se
presenta en lactantes menores de un afio de edad. Las situaciones que predisponen marasmo son
una ingestion dietética muy deficiente prolongada ademas de infeccion, que suele ser de vias
respiratorias inferiores, lo que produce carencia de proteinas y energia, que conservan su

relacion.

Los lactantes con este tipo de desnutricion tienen déficit de peso para la edad mayor a 40% o
déficit del peso para la talla mayor a 30%, los tejidos muscular y adiposo estan francamente
consumidos o ausentes. El desarrollo es deficiente que conduce a falta de crecimiento. Hay una
reduccién general en la sintesis de proteina, que tiene como resultado deterioro considerable en
la respuesta inmune. Mientras la condicion avanza, hay pérdida de proteina del corazon, higado
y rifiones, aunque se protegen las proteinas de tejidos esenciales, tanto como es posible. *°

Un efecto mas importante de la desnutricidn proteico-calorica es el deterioro de la regeneracién
de la mucosa intestinal. Las vellosidades del intestino son mas cortas que lo normal y en casos
severos la mucosa intestinal es casi plana. De esta forma se reduce el area superficial de la
mucosa intestinal, disminuyendo la absorcion de los nutrimentos disponibles en la dieta. Como

resultado, la diarrea es una caracteristica comun.
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A menudo hay alteraciones de liquidos y electrolitos, con deshidratacion. La albumina del suero
se acerca a 2.5 g/dL. Hay hipotermia, retardo motor y debilidad. La atrofia muscular causa
profusion abdominal. Hay predisposicion a la hipoglucemia, con semblante caracteristico de

“viejito”, que se debe a la atrofia muscular y al consumo de la grasa de la bola adiposa de Bichat.
12,24

Aunque la deficiencia de vitamina E y de biotina es rara en mamiferos incluyendo seres
humanos, puede ocurrir en la desnutricion proteino-energética grave. La deficiencia de biotina
ocasiona la acumulacion de compuestos acil-coenzima A muy toxicos en el momento en que se

ingieren proteinas al inicio de la recuperacion. °

La prevencién del marasmo se logra con la ingestion adecuada de leche materna, suplementada,

a los tres meses, con alimentos apropiados. *2

b) Kwahsiorkor

El Kwashiorkor se presenta después del destete, es causado especificamente por falta de
proteinas en la dieta, en relacién al contenido de energia. La ingestion de alimentos amilaceos,
como platano, yuca o mandioca, y otras raices y tubérculos es excesiva; esta dieta es producto de
la pobreza, falta de conocimiento y desorganizacién familiar principalmente. ** Se presenta
generalmente en nifios mayores de un afio de edad a los que se les sustituye la leche por atoles

principalmente de cereales, sin alimentacion complementaria adecuada.

Ademéas de la pérdida de tejido muscular, pérdida de mucosa intestinal y deterioro en la
respuesta inmune, los nifios con Kwashiorkor presentan caracteristicas que distinguen esta
enfermedad. La temperatura corporal puede ser subnormal, y presentan diarrea y vomitos
intermitentes después de las comidas. El desarrollo motor esta retardado y es comuin que haya

infecciones.

Presentan retencion de liquido o sea edema severo, asociado con una disminucion en la

concentracion de proteinas del plasma; el edema subcutaneo oculta el desgaste muscular. Los
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nifios suelen tener cara de luna, con 0jos, manos y pies hinchados. La albumina del suero varia
de 0.7a 2 g/dL.

También muestra crecimiento del higado por acumulacién de cantidades anormales de grasa en
el higado. Puede haber o no deficiencia de peso y si falta de crecimiento. La piel esta afectada
con diversas dermatosis, principalmente por deficiencia de niacina, vitamina A, infecciones
bacterianas y/o micoticas. El pelo es escaso, reseco, aspero, decolorado, quebradizo y facilmente
desprendible. El nifio casi siempre esta muy irritable y/o indiferente al medio, con una expresion

caracteristica de miseria y lo que es muy importante hay falta de apetito. **2

Hay una forma mixta de desnutricion, el marasmo-kwashiorkor; esta forma recoge
caracteristicas clinicas de las dos anteriores; las principales son el edema presente en el
kwashiorkor, con o sin sus lesiones en la piel, y la pérdida de masculo y disminucién de grasa
subcutanea del marasmo. Cuando el edema desaparece durante tratamiento temprano, la
apariencia del paciente se asemeja a la de marasmo. Se observan caracteristicas bioquimicas de
ambos, marasmo y kwashirkor, pero predominan las alteraciones de la deficiencia proteinica
severa. La mayoria de los nifios con la forma mixta tiene alrededor de un afio de edad y su
prondstico es malo ya que se trata generalmente de una forma cronica agudizada mas grave y

descompensada. 2

Desnutricion en adultos.

La desnutricion es mas frecuente en nifios menores de cinco afios, pues sus requerimientos
nutrimentales se incrementan por el crecimiento, y este grupo no puede obtener alimento por sus
propios medios, ademas de que si vive en condiciones poco higiénicas puede sufrir infecciones.
Sin embargo, la poblacion adolescente y adulta puede presentar desnutricion como desorden
primario bajo ciertas condiciones de extrema privacion de alimento, aunque es mas frecuente que
se presente como desorden secundario a otra enfermedad. Entre las situaciones en las que estos

grupos se ven afectados destacan:.

e Las hambrunas, que involucran a toda la poblacién de un lugar en especifico.

e Elalcoholismo y la drogadiccion.
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e Las enfermedades que afectan el consumo de alimentos, o bien la absorcion,
utilizacion y excrecion de nutrimentos como el cancer, SIDA, enfermedades del
higado y enddcrinas.

e Los padecimientos que condicionan el ingreso a una unidad hospitalaria. En este
caso, la desnutricion puede ser producto de la anorexia inducida por la enfermedad o
por el estrés catabdlico debido a los procedimientos quirtrgicos o a situaciones
postraumaticas (que tienen como resultado un aumento en el gasto metabdlico y en la
utilizacion de proteinas, un balance negativo de nitrdgeno y alteraciones en el
metabolismo de los hidratos de carbono).

e Lamoda que se inclina por un culto a la delgadez.

En la desnutricion del adulto tipo kwashiorkor se presenta edema, hay una reduccion visceral, en
donde se afecta la albimina sérica a pesar del mantenimiento de las medidas antropométricas. En
el adulto con desnutricion tipo marasmo hay agotamiento de la proteina esquelética y la grasa

pero con la conservacion de la alblimina sérica y es producto de hambrunas.? %
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OBJETIVOS

Objetivo general:

e Establecer la concentracion de aminoacidos libres en plasma y en tejido muscular de
dos grupos de ratas; el primero alimentado con una dieta de buena calidad proteinica
denominado grupo Nutrido y el segundo con una dieta de mala calidad proteinica, o
grupo Desnutrido.

Objetivos particulares:

Establecer una metodologia sencilla para la extraccion de aminoéacidos libres de

muestras bioldgicas.

Realizar un procedimiento sencillo y rapido para la cuantificacion de a-aminoacidos

libres totales.

Aplicar la metodologia para la extraccion y cuantificacion de a-aminoacidos libres
totales a muestras de tejido plasmatico y muscular proveniente de ratas nutridas y

desnutridas.

Comparar los valores de a-aminoacidos libres totales obtenidos de las muestras de

animales nutridos y desnutridos.
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HIPOTESIS

Si existe deficiencia en la calidad proteinica de las dietas con que se alimentan las ratas se
provocara la aparicién de los signos de desnutricion y también se encontraran alteraciones en la
cantidad de aminoéacidos libres en el masculo y principalmente en el plasma del grupo desnutrido

con respecto al grupo control.

Concentracion de aminoacidos libres en plasma y misculo en animales nutridos y desnutridos. 26



PARTE EXPERIMENTAL

Ratas alimentadas con una dieta
de caseina y una dieta de grenetina.

h 4

Sacrificio por degollado

) 4

Obtencidn de las muestras
de plasma y de tejido muscular

Determinacion de
proteina

Método de Lowry

Extraccion de aminoacidos libres
Método de precipitacion por acido picrico

Cuantificacion de o aminoacidos
libres totales

Analisis estadistico

Discusion de resultados

Conclusiones

Concentracion de aminoacidos libres en plasma y misculo en animales nutridos y desnutridos.

27



METODOLOGIA

Determinacion de la concentracion de aminoacidos libres en plasma y muasculo de rata

1. Las muestras

Para evaluar el efecto de la desnutricion en la concentracion de amino&cidos libres se utilizaron
dos grupos de ratas alimentadas con 2 diferentes tipos de dietas, cuya diferencia radico en la
calidad proteinica de cada una de ellas. EI primer grupo denominado “Control” o “Nutrido”,
compuesto por 9 ratas, fue alimentado con una dieta a base de caseina, considerada como una
dieta de alta calidad proteinica. ElI segundo grupo nombrado “Desnutrido”, integrado por 12

ratas, fue alimentado con una dieta de grenetina, de baja calidad proteinica. (Ver Anexos)

Esta evaluacion biologica se llevo a cabo por alumnos de la asignatura de Nutricion | de la
Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México, siguiendo el método
denominado REP (relacion de eficiencia proteinica), el cual bajo condiciones estandarizadas da

una medida confiable del valor nutricional de una dieta proteinica. %°

Las ratas se alimentaron durante 21 dias, después de este tiempo se procedio a la obtencién de

las muestras de plasmay musculo de los dos grupos.

Es importante aclarar que la cantidad de animales en el grupo desnutrido fue mayor debido a que
de antemano se sabia que las ratas de este grupo creceria de menor tamafio con respecto al
control, y por tanto la cantidad de muestra que se podia obtener de ellas también era menor,
ademas de que existia gran probabilidad de que hubiera algin deceso en este grupo.

1.1 Obtencidén de la muestra de plasma

Las 9 ratas del grupo control y las 10 ratas del grupo desnutrido (dos ratas del ultimo grupo
murieron antes de finalizar el periodo de alimentacion) fueron sacrificadas por degollado. La
sangre se recolectd en tubos que contenian heparina, para evitar la coagulacion de la misma. Para

el caso del grupo desnutrido, se obtuvo un pool de la sangre de 2 ratas para tener suficiente
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cantidad de muestra, mientras que para el grupo control se obtuvo una muestra de sangre de cada
rata. Posteriormente se centrifugd 15 minutos y se separo la fraccion del plasma. El plasma se

congel6 a -70°C hasta el momento del analisis.

1.2 Obtencion de la muestra de musculo

Inmediatamente después del sacrificio se removié el tejido muscular de las piernas tanto de las
ratas del grupo control como las del grupo desnutrido. Para este Gltimo grupo, se junté el tejido

de 2 ratas sélo en 6 casos. El tejido muscular se congel6 a -70°C hasta el momento del anélisis.

2. Determinacion de proteina por el método de Lowry %

2.1 Fundamento

El método de Lowry es un método colorimétrico para cuantificar proteinas que consta de dos
etapas. En la primera los iones Cu*, en medio alcalino, se unen a las proteinas formando
complejos con los atomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos. EI complejo cobre-proteina es
de color azul claro. Con el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina se
exponen los residuos de tirosina y triptofano que participan en el siguiente paso de la reaccion.

La segunda etapa consiste en la reduccion en medio alcalino del reactivo Folin-Ciocalteu (&cido
fosfomolibdico-fosfotingstico), de color amarillo, por los residuos de tirosina y triptofano
actuando el cobre como catalizador, dando lugar a una coloracién azul intenso. EI complejo

puede ser detectado espectrofotométricamente a una longitud de onda de 750 nm. %

2.2 Material

e Balanza analitica Sartorius Mod. 022605
e Espectrofotometro Sequoia Turner Mod. 340, con celdas de 1 cm

e \ortex.
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e Matraces volumétricos de 10, 25, 50 y 100 mL
e Probeta graduada de 100 mL

e Pipetas graduadas de 2,5y 10 mL

e Pipeta automatica Finnpipette (100 pL)

e Tubos de ensaye de 16 x 150 mm

e Tubos de microfuga Eppendorff

2.3 Reactivos

Albumina sérica bovina (Sigma A 3425)
e Solucion de hidroxido de sodio 0.8 M

e Reactivo A

e Reactivo B

e Reactivo mezcla

e Reactivo C

e Solucidn estandar de albumina sérica bovina (1 mg/mL)
Disolver 10.43 mg de albdmina sérica bovina en agua destilada, llevando al aforo lentamente
para evitar la formacidn de burbujas a un volumen final de 10 mL con agua destilada. Almacenar

en pequefios volimenes la solucién estandar que no vaya a ser usada de inmediato a -70°C.

e Solucidn de hidréxido de sodio (0.8 mol NaOH/L)
Disolver 32 g de NaOH en agua destilada y llevar al aforo a 1000 mL con el mismo disolvente.

e Reactivo A
Disolver 0.2 g de tartrato disédico dihidratado y 10 g de carbonato de sodio en 69 mL de NaOH

0.8 M, llevar al aforo a 100 mL con agua destilada.

e ReactivoB
Disolver 2 g de tartrato disddico dihidratado y 1 g de sulfato de cobre pentahidratado en 12.5 mL
de NaOH 0.8 M, llevar al aforo a 100 mL con agua destilada.
Almacenar protegido de la luz.
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e Reactivo mezcla
Incorporar 25 volumenes de solucién de NaOH 0.8 M, con 18 volumenes del reactivo A y 2

volumenes de reactivo B. Preparar al momento.

e Reactivo C
Diluir 1 volumen del reactivo comercial de Folin-Ciocalteu con 2 volumenes de agua destilada.

Preparar al momento.

2.4 Preparacion de la curva patrén de albumina

Para determinar el contenido de proteina se prepara una curva de calibracion usando albdmina
sérica bovina, cada vez que se realice el ensayo, ya que puede presentar comportamientos no

lineales debido al mecanismo de reaccion.

A partir de la solucion estandar de albumina (1 mg/mL) se prepara una solucion de 100 ug/mL
colocando 2.5 mL en un matraz de 25 mL y llevando al aforo con agua destilada. Se realizan
diluciones con esa solucion para obtener concentraciones de 5, 20, 40, 60 y 80 ug/mL de la
siguiente manera: se colocan 0.5 mL en un matraz aforado de 10 mL y se lleva al aforo con agua
destilada para obtener la concentracion de 5 pg/mL, para el caso de la concentracion 20 pg/mL
se colocan 2 mL en el matraz aforado de 10 mL. Se realiza lo mismo con 4, 6 y 8 mL para las

concentraciones de 40, 60, 80 pg/mL respectivamente.

En tubos de ensaye se colocan 2.5 mL de cada solucion; para el blanco de reactivos se colocan
2.5 mL de agua; se afiade a cada tubo 1.8 mL de reactivo mezcla y se agita en vortex.
Inmediatamente se adiciona 1.2 mL de reactivo C y se agita nuevamente en el vortex. Por ultimo
se adiciona 1.2 mL de reactivo C y se agita vigorosamente. Los tubos se protegen de la luz y se
incuban a temperatura ambiente durante 45 minutos. Se determina la absorbancia en un

espectrofotdmetro a 750 nm, ajustando el espectrofotdmetro contra el blanco de reactivos.
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Para obtener la curva patron de albumina sérica bovina se traza la grafica de absorbancia contra

concentracion, expresando el valor como pg de proteina/mL. (Ver anexos)

2.5 Procedimiento

Para la determinacion de proteina en plasma, se diluyé 0.1 mL de muestra en 50 mL de agua
destilada. Posteriormente se diluyeron 5 mL de esta solucion en 10 mL de agua destilada para
tener al final una dilucién de 1:1000

En el caso del tejido muscular, se realizaron homogeneizados con 0.1 g de muestra en 50 mL de
agua destilada. Se centrifug6 la muestra y se tomaron 3 mL de la solucién para llevarlos a un
aforo de 10 mL, teniendo al final una concentracion de 6x10™ g/mL.

En tubos de ensaye se colocan 2.5 mL de homogeneizado de la muestra de plasma o musculo y
se agrega 1.8 mL del reactivo mezcla. Posteriormente se agita en el vortex. Inmediatamente se
adiciona 1.2 mL del reactivo C, y agitar nuevamente en el vortex. Por Gltimo se agrega 1.2 mL

del reactivo C y mezclar vigorosamente.

Los tubos preparados se dejan a temperatura ambiente durante 45 minutos, protegidos de la luz.
Una vez transcurrido el tiempo se leen la absorbancias en el espectrofotometro a una longitud de

onda de 750 nm, ajustando a cero con el blanco de reactivos.

2.6 Calculos

La concentracion de proteina de la muestra se lee a partir de la curva patron, expresando los
resultados en ug de proteina / mililitro (ug Pr- / mL), este resultado se multiplica por el factor de
dilucion de la alicuota de las soluciones de plasma o musculo, quedando expresado en
miligramos de proteina / mililitro plasma (mg Pr- / mL) y en miligramos de proteina / g musculo

(mg Pr-/g).
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3. Extraccion de aminoacidos libres %°

Para extraer los aminoacidos libres de muestras de plasma y musculo de ratas nutridas y
desnutridas se utiliz6 el acido picrico. Con anterioridad se compar6 en el laboratorio donde se
realizd esta investigacion la metodologia con otros acidos (acido tricloroacético, &cido
perclérico) y se observd que con el acido picrico se obtiene una mayor concentracion al extraer
los a-aminoacidos libres totales. Ademés esta metodologia se ha aplicado en otras

20, 29

investigaciones en muestras fisioldgicas.

3.1 Fundamento

Las pequefas estabilidades de la conformacion de las proteinas nativas las convierten en muy
susceptibles a la desnaturalizacion, es decir la precipitacion irreversible, al alterarse el equilibrio
de las débiles fuerzas no enlazantes que mantienen la conformacién nativa. La estructura de la
proteina nativa se despliega de manera cooperativa: Cualquier desplegamiento parcial de la
estructura desestabiliza la estructura restante que debe colapsarse simultaneamente hasta adoptar
el arrollamiento al azar. Las variaciones de pH alteran los estados de ionizacion de las cadenas
laterales de los aminoacidos, lo que cambia la distribucion de carga de la proteina y los

requerimientos para el enlace de hidrégeno. °

3.2 Material

e Columna. Se hizo una adaptacion utilizando una jeringa de plastico de 3 mL a la que se le
colocé en el fondo una capa de lana de vidrio de 1 mm. Se colocan 0.5 g de resina que
previamente fue suspendida en agua acidulada dejando un espacio de liquido sobre la
resina.

e Centrifuga Dynac

e Tubos para centrifuga

e Pipetas graduadas de 1y 10 mL

e Matraces volumétricos de 10 mL
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3.3 Reactivos

Acido clorhidrico 0.02 N
Acido picrico al 1% (2,4,6-trinitrofenol)

Resina de intercambio i6nico Dowex Ag 2-x8 malla 200-400

3.4 Extraccién de aminoécidos libres del musculo.

Se descongela la muestra de tejido muscular y se homogeiniza con 10 mL de HCI

0.02 N

Se lleva 1 mL de muestra a un tubo de centrifuga y se adicionan 2 mL de &cido picrico al
1% y se agita.

Se centrifuga por 30 minutos

El sobrenadante se pasa por la columna de resina de intercambio idnico ya preparada
como se indico antes.

Se lava 4 veces el tubo de centrifuga con pequefios volumenes y 10 veces la columna con
0.5 mL de HCI 0.02 N

Se recibe el liquido incoloro en un matraz aforado de 10 mL y se afora con HCI 0.02 N

El extracto se congela en un vial seco, limpio y etiquetado.

3.5 Extraccion de aminoécidos libres del plasma.

7.

Se descongela la muestra de plasma.

Se lleva la muestra de volumen conocido a un tubo de centrifuga y se adicionan 2 mL de
acido picrico al 1%

Se centrifuga por 30 minutos

El sobrenadante se pasa por la columna de resina de intercambio ionico ya preparada
como se indico antes.

Se lava 1 vez el tubo de centrifuga y 1 vez la columna con 0.5 mL de HCI 0.02 N

Se recibe el liquido incoloro y traslucido en un matraz aforado de 5 mL y se afora con
HCI1 0.02 N

El extracto se congela en un vial seco, limpio y etiquetado.
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4. Cuantificacion de a-aminoacidos libres totales 2 *°

La cuantificacion de a-aminodcidos libres totales se llevd a cabo mediante la prueba

colorimétrica de la ninhidrina.

4.1 Fundamento.

Esta prueba se fundamenta en la reaccion de la ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno) con los a-
aminoéacidos a un pH entre 4 y 8 para dar un compuesto de color morado. En la reaccion inicial el
a-aminoacido forma una base de Schiff (una cetimina) con la ninhidrina, la cual, a continuacion,
se descarboxila oxidativamente y forma una aldimina. Esta ultima se hidroliza y forma una amina
intermedia que, a su vez, puede reaccionar directa o indirectamente con una segunda molécula de
ninhidrina y forma la pdrpura de Ruheman, intensamente coloreada. El atomo de nitrégeno de este
pigmento procede del a-aminoacido. Las aminas secundarias, como la prolina e hidroxiprolina,
reaccionan también con ninhidrina pero forman un compuesto amarillo. Las aminas primarias y
los péptidos reaccionan también con la ninhidrina para formar la pdrpura de Ruheman, pero en

estos casos se pierde un protén en lugar de CO,, para formar la aldimina. °
4.2 Material

e Espectrofotdmetro Sequoia Turner Mod. 340, con celdas de 1 cm
e Tubos de ensaye de 16 x 150
e Pipeta automatica Finnpipette ( 200-1000 pL)

e Bafio de agua hirviendo

4.3 Reactivos

e DL-alanina (DL-acido aminopropionico) P.M. 89.1 (Sigma Chem, Co.)
¢ Ninhidrina (2,2 dihidroxi-1,3 indanediona) P.M. 178.1 (Sigma Chem, Co.)
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Reactivo de ninhidrina.
Disolver 2.0 g de ninhidrina en 100 mL de solucién amortiguadora de citrato 0.5 M pH 5.5

Solucién amortiguadora de citrato 0.5 M pH 5.5

Colocar en un matraz aforado de 100 mL aproximadamente 16 mL de acido citrico 1 My
agregar 34 mL de citrato de sodio 1 M. Aforar a 100 mL con agua desionizada. Se ajusta el pH a
55

Estandar concentrado de alanina 1 mg/mL

Pesar 50 mg de alanina y aforar a 50 mL con agua desionizada

Solucidn estandar de alanina 100 pg/mL

Se diluye 1 mL de la solucion concentrada de alanina a 10 mL en un matraz aforado

4.4 Preparacion de la curva estandar de alanina

A partir de la solucion estandar de alanina 100 pg/mL se realizan diluciones para tener
soluciones de alanina de 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50 pg/mL de la siguiente manera: se toman 2
mL de la solucion estandar (100 pg/mL) , se colocan en un matraz aforado de 10 mL y se afora
con agua destilada para obtener una concentracion de 20 pug/mL; en otro matraz aforado de 10
mL se toman 2.5 mL de la solucion estandar y se lleva al aforo con agua destilada para obtener la
concentracion de 25 ug/mL. Se realiza lo mismo con 3, 3.5, 4, 4.5y 5 mL para obtener las

concentraciones de 30, 35, 40, 45 y 50 pug/mL respectivamente.

Se colocan 2 mL de cada una de las soluciones en tubos de ensaye y 2 mL de agua para el
blanco de reactivos; se agrega 1 mL del reactivo de ninhidrinay 1 mL de HCI 0.02 N, mezclar
vigorosamente. Tapar los tubos con canicas y colocarlos en un bafio de agua a ebullicién por 15
minutos. Enfriar y leer las absorbancias en el espectrofotometro a 570 nm dentro de un espacio

de tiempo no mayor a una hora.

En las concentraciones antes mencionadas se encontré un comportamiento lineal. (Ver anexos)
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4.5 Procedimiento

En tubos de ensaye colocar 2 mL del extracto de aminoacidos de las muestras de madsculo y de
plasma. Agregar a cada tubo 1 mL de ninhidrinay 1 mL de HCI 0.02 N y agitar en vortex. Los
tubos se tapan con canicas y se colocan en un bafio de agua a ebullicion (94-95°C) por 15

minutos. A continuacion se enfrian en agua corriente.

Leer las absorbancias en el espectrofotometro a 570 nm ajustando con el blanco de reactivos,

dentro de un espacio de tiempo no mayor a una hora.

4.6 Célculos

A partir de la curva patrén se determina la concentracion de aminoacidos libres de la solucion de
la muestra, resultado que se expresa en ug de amino&cidos libres / mL (ug aa/mL); esta cantidad
se multiplica por el factor de dilucion, tomando en cuenta el tratamiento al que fue sometida,
expresando en miligramos de aminodcidos libres / mililitro (mg aa / mL). Finalmente este
resultado se relaciona con la cantidad de proteina de la muestra, quedando expresado en

miligramos de aminoéacidos libres / gramos de proteina (mg aa/ g Pr-).

A continuacion se ejemplifica la formula para los célculos.

(x ug aa/mL ) (Factor de dilucion) (1 ma/1000 ug) = X mg aa /g Pr-

g de proteina en la muestra

5. Analisis estadistico

Todos los datos se presentan como promedio + la desviacion estdndar de la media. Los
resultados de ambos grupos se compararon con un analisis de varianza (ANOVA) de una via, las

diferencias presentes a un nivel de significancia del 5% se consideraron como significativas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Cuantificacion de proteina en plasmay musculo.

En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos a partir de la cuantificacion de proteina de la

muestra de masculo por el método de Lowry.

Tabla 2. Cuantificacion de proteina de las muestras de muasculo.

Grupo mg proteinal/g
Grupo control - 79.419%15.508
Grupo desnutrido ™ 73.881%12.264

" Promedio de nueve ratas, cada una por triplicado * DE; CV < 20%

“ Promedio de siete muestras proveniente de 10 ratas, cada una por triplicado * DE; CV < 20%

En el presente estudio se observa que la cantidad de proteina en el mdsculo de animales
desnutridos es ligeramente menor al de animales nutridos, aunque esta diferencia no es
significativa de acuerdo al andlisis estadistico de varianza con una probabilidad del 5%. Los
resultados reportados en la tabla 2 estan de acuerdo con los obtenidos en el estudio efectuado por
Almeida et al.* en el cual se compard el perfil de proteinas miofibrilares en ratas bien
alimentadas con respecto a desnutridas; los perfiles de proteinas miofibrilares fueron similares
en ambos grupos experimentales y no se registrd diferencia en la cantidad de cada una de las
proteinas miofibrilares estudiadas: miosina de cadena pesada, proteina C, a-actinina,
tropomiosina, troponina T . En el estudio efectuado por Ameredes et al.** en el que se
determinaron concentraciones de proteinas totales de musculo gastrocnemio superficial y
profundo en ratas nutridas y con desnutricion cronica (24.5 meses) se observd que dichas
concentraciones disminuyeron aunque no de manera significativa en tanto que en los musculos
soleo y extensor no se observaron alteraciones demostrables. En dicho estudio se encontrd que
la desnutricion crénica parece conducir a algunos musculos a expresar ciertas isoformas
predominantes de la miosina de cadena pesada que utilizan un proceso mas eficiente de

oxidacion para proveer energia lo cual permite una utilizacion eficiente de los substratos de
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energia limitados. En el estudio de Poso et al.” se encontré que en renos con desnutricion

moderada las areas de las fibras musculares se mantuvieron con respecto al grupo control.

1.3 en cabras desnutridas indican que

Por el contrario, los resultados obtenidos por Almeida et a
hubo degradacion proteinica de miofibrillas, tanto de la proteina C como de a-actinina,

sugiriendo rompimiento muscular a nivel de la estructura donde se localizan estas proteinas.

Figura 1. Contenido de proteina de las muestras de musculo.

Cuantificacion de proteina en musculo
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Parece ser que la diferencia en resultados depende del nivel de desnutricion, ademas de los

cambios fisioldgicos entre especies.

Se ha reportado que en la desnutricién la degradacion proteinica permanece constante aunque
existe una reduccion general en la sintesis proteinica debido a las deficiencias de proteina y/o
energia que sirven como combustible metabdlico. Cabe recordar que las proteinas tienen
funciones celulares y estructurales vitales, por tanto la adaptacién a través del tiempo al estado
de desnutricion permite limitar tanto como es posible que el organismo las utilice como

2" aunque se observa que el peso y

18

combustible reduciendo al minimo su consumo
consecuentemente el contenido proteinico de los 6rganos disminuye Sin embargo, es
importante hacer notar que en el presente estudio no habia escasez de combustible energético en

la dieta del grupo desnutrido, pues el aporte de energia y de proteina era igual que el grupo
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control con el fin de observar solamente el efecto de la proteina de mala calidad (la dieta estaba

preparada con gelatina que es deficiente en triptofano).

Al realizar la cuantificacidn de proteina en las muestras de plasma se obtuvieron los resultados
de la tabla 3.

Tabla 3. Cuantificacion de proteina de las muestras de plasma

Grupo mg proteina/mL
Grupo control - 46.971%6.458
Grupo desnutrido ™ 34.702%2.258 °

“Promedio de nueve ratas, cada una por triplicado * DE; CV < 20%
™ Promedio de cinco muestras proveniente de 10 ratas, cada una por triplicado £ DE; CV < 20%

Letras diferentes indican diferencias significativas, p< 5%

En el estado de desnutricion se presenta disminucion de la concentracion de proteinas
plasmaticas *°. La determinacion de las proteinas séricas se ha utilizado con frecuencia
para evaluar afectacion o recuperacion del estado de nutricién®®. En el estudio realizado
por Vasquez, Gerardi y Salazar*® que evalué el perfil bioquimico de nifios en edad
escolar, se encontrd disminucién significativa de la globulina sérica beta en el grupo de
nifios  desnutridos, las globulinas alfa-1, alfa-2 y gama asi como la albumina se
encontraron dentro del rango de referencia aunque se observa una tendencia a los valores
cercanos al limite inferior en los nifios desnutridos. El estudio antes mencionado esta de
acuerdo con los datos de la tabla 3 a los cuales se les realiz6 un analisis de varianza
encontrando diferencia significativa a un nivel de significancia del 5%. En dichos
resultados la cantidad de proteina en el grupo desnutrido es menor con respecto al grupo

control en un 26%. En la figura 2 se ilustra el grafico que se refiere a estos resultados.
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Figura 2. Contenido de proteina en las muestras de plasma
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En el estudio realizado por Millward y Lo * evaluando el efecto del ayuno en la sintesis de
proteina en ratas se observé que el ayuno de 3 dias provoco una caida del 37% en la velocidad de

sintesis proteinica, sin embargo un dia de realimentacion restaur6 el valor control.

De acuerdo a las condiciones de este estudio parece existir una disminucion en la sintesis de

proteinas plasmaticas, mientras que las proteinas musculares se conservan.

2. Extraccion de aminoacidos libres en plasma y musculo.

Los resultados de la cuantificacion de a-aminoacidos libres totales en masculo se presentan en la
tabla 4.

Tabla 4. Contenido de a-aminoacidos libres totales en musculo

Grupo mgaa/ gPr
Grupo control - 47.024%5.542 2
Grupo desnutrido ™ 41.988+6.553"

“ Promedio de nueve ratas, cada una por triplicado * DE; CV < 20%
 Promedio de siete muestras proveniente de 10 ratas, cada una por triplicado * DE; CV < 20%

Letras diferentes indican diferencias significativas, p< 5%
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Se puede apreciar que la cantidad de aminoacidos libres totales determinados en el masculo de
ratas desnutridas es menor con respecto al grupo control, esta diferencia es significativa de
acuerdo al andlisis de varianza ANOVA con un nivel de significancia del 5%. EI musculo
contiene el pool méas grande de aminoacidos libres del organismo por su gran extension de tejido
celular; es interesante observar los cambios que se producen durante el estado de desnutricion en
este tejido, ya que entre otras actividades, el organismo le da importancia a su mantenimiento en
la adaptacién al estado carencial. Los cambios en los aminoacidos libres del musculo nos dan
idea de su papel en la sintesis y degradacion proteinica y su interrelacion con el resto de los
tejidos. Las concentraciones de a-aminoacidos libres totales presentadas en la tabla 4 estan de
acuerdo con el estudio realizado por Lunn et al * en el que se observé que en un grupo de
animales alimentados con una dieta baja en proteinas, la concentracion de aminoacidos libres
totales era menor al grupo control y solo presentaba una ligera diferencia con respecto a dicho
grupo. En esa investigacion se encontré que en el musculo la concentracion de aminoécidos
esenciales en animales desnutridos disminuye, mientras que los aminoacidos no esenciales
aumentan. En la figura 3 se puede apreciar el grafico que muestra de manera visual la tendencia

mencionada.

En el musculo los aminoacidos de cadena ramificada se oxidan y sirven como fuente de

nitrégeno para la transaminacion de piruvato a alanina. °

Figura 3. Cuantificacién de a-aminoacidos libres totales en musculo.
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Los resultados de la cuantificacion de a-aminodacidos libres totales en plasma se presentan en la
tabla 5.

Tabla 5. Contenido de a-aminoacidos libres totales en plasma

Grupo mgaa/ gPr
Grupo control ~ 6.711%1.354°
Grupo desnutrido ™ 13.135%4.031°

“Promedio de nueve ratas, cada una por triplicado * DE; CV < 30%
™ Promedio de cinco muestras proveniente de 10 ratas, cada una por triplicado * DE; CV < 30%

Letras diferentes indican diferencia significativa, p<5%

Se puede observar que la cantidad de a-aminoacidos libres totales en el plasma de animales desnutridos
es mayor que en el grupo control. De acuerdo con el analisis de varianza ANOVA existe diferencia

significativa a un nivel del 5%.

I.%enel

Los resultados presentados en la tabla 5 parecen estar de acuerdo con el trabajo de Almeida et a
que determinaron los perfiles de aminoacidos del suero en ratas nutridas y desnutridas; se
observo que de los aminoacidos esenciales para la rata, el estado de desnutricion afectd solo a
isoleucina, tirosina, fenilalanina y metionina los cuales se encuentran en mayor concentracion;
también se observé que ningin aminodcido estudiado disminuy6é su concentracién como
consecuencia de la desnutricion. En la figura 4 se puede apreciar de manera visual la tendencia

de una mayor concentracion de aminoacidos libres totales en el plasma de animales desnutridos.

. 2° referente a los patrones plasmaticos de

Por el contrario, en el estudio realizado por Frenk et a
aminoacidos libres en la desnutricion de tercer grado se observo que durante la desnutricidn
proteico-calorica en nifios existe depresion de la tasa de aminoacidos libres totales y de los
niveles de aminoacidos especificos, particularmente valina, leucina, isoleucina y tirosina. Sin

embargo algunos aminoacidos presentan concentraciones elevadas como glicina e histidina.

De manera general parece ser que en el Kwashiorkor hay una declinacion en los valores
plasmaticos de todos los aminoacidos esenciales, cualquiera que sea el aminoacido limitado en el

alimento proteinico. Sin embargo la mayor parte de los aminoacidos no esenciales no esta
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reducida, y algunos pueden encontrarse anormalmente altos 2.

Esto se debe a que los
aminoacidos no esenciales no pueden utilizarse para la sintesis de proteina debido a la

deficiencia relativa del aminoéacido limitante.

Figura 4. Cuantificacion de a-aminoacidos libres totales en plasma
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La cuantificacion de los aminoacidos libres totales de las muestras fisiologicas estudiadas nos
proporciona una idea general de los cambios que ocurren en el pool de aminoacidos, aunque no
nos indica los cambios en las concentraciones individuales de aminoacidos que componen el

pool.

La concentracion de aminoacidos depende en parte del equilibrio entre la disponibilidad de
proteinas y su utilizacion para el crecimiento, mantenimiento y catabolismo, aunque también se
ve afectada por multitud de factores. Los aminoacidos libres del plasma, los intracelulares y los
que se encuentran incorporados a proteinas celulares como las del musculo esquelético, se
encuentran interrelacionados activamente. Posiblemente se esté reflejando el proceso de

adaptacion al estado carencial.

La disponibilidad de aminoacidos es un factor limitante para la sintesis proteinica, asi como la
concentracion de cada uno de los diferentes aminoacidos en relacién a los demas, es decir se

deben encontrar en la proporcion correcta que favorezca la sintesis proteinica.
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Una dieta de mala calidad proteinica como la que se administré al grupo desnutrido, provoca
cambios en la velocidad de oxidacién de aminoacidos ya que se esta modificando la actividad
enzimatica, la disponibilidad de sustrato, ademas de que existe alteracion en las velocidades de
catabolismo y existe disminucion de sintesis proteinica. Estos ajustes fisioldgicos son
importantes en la conservacion de nitrégeno asi como de aminodcidos esenciales cuando se

restringe la ingesta de alimento.

Cabe recordar que el pool de aminoéacidos es un evento dindmico; el aumento en la
concentracion de aminoacidos libres totales en plasma determinados en el presente estudio puede
reflejar: a) las diferencias en el balance entre el catabolismo proteinico y la degradacién de los
aminoacidos liberados para proporcionar energia, y b) baja capacidad para utilizar los

amino&cidos para formacion de proteina.

En los resultados que se presentan en las tablas 2 a 5 se puede apreciar que existe una desviacion
estandar considerablemente alta; en otros estudios de cuantificacién de aminoacidos libres y
proteinas (entre otros compuestos fisiol6gicos) se presenta la misma situacion ** 2% *’; esto se
debe a las diferencias fisiologicas que existen entre organismos vivos de la misma especie. Sin
embargo, se recomienda efectuar un estudio con mayor nimero de muestras para efectuar un

mejor analisis estadistico de los datos %,
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CONCLUSIONES

e De acuerdo a las condiciones del presente estudio el grupo de animales desnutridos
presenta diferencias significativas de los compuestos estudiados en el plasma:
disminucion de proteinas, aumento de a-aminodcidos libres totales y en el tejido

muscular: disminucién de a-aminoacidos libres totales.

e En el tejido muscular no hay diferencia significativa en la cantidad de proteina por
gramo de tejido, sin embargo se observd disminucion en el peso total porque se debe
mantener la homeostasis y una forma de ahorro de proteina en el animal es

deteniendo el crecimiento.

e EIl pool de aminoéacidos libres del plasma y del tejido muscular son dindmicos, las
concentraciones del grupo desnutrido determinadas en este estudio de dichos
compuestos estan respondiendo a la dieta de mala calidad proteinica y estan
reflejando las alteraciones en velocidades de catabolismo y sintesis de proteina, asi

como de degradacion de aminoéacidos.

e Los cambios que presentaron las ratas del grupo desnutrido con respecto al grupo

control reflejan la adaptacidn que tiene el organismo al estado carencial.
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ANEXOS

ANEXO 1.

Composicion porcentual de las dietas con que se alimentaron las ratas.

Dieta control Dieta Grenetina
Componente % Componente %
Caseina (95.2% proteina)  10.5 Grenetina (95.2% proteina) 10.6
Sacarosa 22.0 Sacarosa 22.0
Dextrosa 19.0 Dextrosa 19.0
Dextrina 25.0 | Dextrina 25.0
Manteca Vegetal 8.0 Manteca Vegetal 8.0
Aceite Vegetal 6.0 Aceite Vegetal 6.0
Mezcla de vitaminas 1.0 Mezcla de vitaminas 1.0
Mezcla de minerales 2.0 Mezcla de minerales 1.8
Colina (sol. al 50%) 0.4 Colina (sol. al 50%) 0.4
Celulosa 6.1 | Celulosa 6.2

ANEXO 2.

1. Curvapatron de alaninay ecuacion de regresion para la cuantificacion de a-
aminoacidos libres totales.

Curva patrén de alanina
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1.4 1
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2. Curva patrén de albuminay ecuacion de regresion para la cuantificacion de
proteina por el método de Lowry.

Curva patrén de albumina
1
0g | Y= 0:0087x+0.0202
' R? = 0.9983
» 0.6
<
0.4 -
0.2 -
O 1 T T 1 1
0 20 40 60 80 100 120
pg/mL albamina
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