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RESUMEN

La desnutricion in-ttero (DIU), también conocida como restriccion de crecimiento
intrauterino (RCIU) produce un rango amplio de cambios no especificos en el
cerebro en desarrollo y del adulto; sin embargo, el efecto en el metabolismo
serotoninérgico cerebral parece ser mas especifico. Objetivo. Demostrar que la
DIU produce un cambio en la cinética de uniéon del L-triptéfano (L-Trp) a la
albumina y que retorna a lo normal en los nifios con DIU nutricionalmente
recuperados (NR). Material y Métodos. Se efectué un estudio de caso-cohorte
durante 3 meses en neonatos de término con DIU, DIU nutricionalmente
recuperados y controles. A todos los nifios se les tom6 2 ml de sangre, para
determinar albumina, acidos grasos libres (AGL), L-Trp libre y unido y cinética de
union del L-Trp a la albimina. La Bmax Y Kg fueron determinadas por medio de
experimentos de saturacion, las curvas de saturacion fueron linearizadas por
medio de la grafica de Scatchard mediante un programa de computacion Graph
Pad Prism 3 y la comparacion de los valores se efectué mediante ANOVA y U de
Mann-Whitney, aceptando un nivel de significaciéon de p<0.05. Resultados. Los
nifios con DIU mostraron una elevacién de la fraccion libre y una disminucién de la
unida a albumina del L-Trp. La concentracién de albumina fue menor en estos
pacientes. Interesantemente la Bnax ¥ Kp del L-Trp a la albumina fueron
significativamente menores en este grupo. Es importante hacer notar que los nifios
con DIU nutricionalmente recuperados mostraron una recuperacion fisica y un
retorno a lo normal del L-Trp en el plasma, sin embargo, la Bmax ¥ Kp persistieron
significativamente disminuidas. Conclusiones. Los resultados presentes confirman
que la lactancia materna en los nifios con DIU, es el principal factor que participa
en la recuperacion nutricia. Ademas, produce un retorno a lo normal del L-Trp en
el plasma, pero a pesar de este hecho, los cambios cinéticos de la union del L-Trp
a la albumina observados en estos nifos desnutridos y recuperados
nutricionalmente no retornan a lo normal. Estos hallazgos son interesantes y nos
permiten plantear que probablemente el mecanismo sea debido a un cambio
conformacional de la albumina, inducido durante el desarrollo y que persiste
durante la vida posnatal.

(Palabras clave: desnutricion in-utero, L-triptéfano, albumina, cinética de unién,
recuperacién nutricia)



SUMMARY

Introduction. Intrauterine undernourishment (IUU) or intrauterine growth restriction
(IUGR) produces a broad range of non-specific changes in the developing and
adult brain. However, as we and others have shown, its effect on serotonergic
metabolism in the brain appears to be more specific. The objective of present study
was obtain information on the kinetics of L-Tryptophan to plasma albumin from
normal, intrauterine growth restriction (IUGR) and nutritionally recovered (NR)
newborn infants. Study design. A case study cohort was planned in 37 during the
first three months of life. At birth two groups were formed. The first group included
20 newborns with IUGR. The control group © integrated by 17 newborns. At 30
days of age, nine infants of the IUGR group showed a return to normal of the
anthropometric parameters, these infants formed the NR group. Free, bound and
total L-tryptophan were measured. To assess binding kinetics albumin was freed of
fatty acids and tested in mole to mole samples from IUGR, NR and control
babies.Results. Plasma free L-tryptophan was increased, Kp elevated and Bpax
decreases in IUGR patients up to postnatal day 90. These changes remained even
after nutritional recovery. Conclusions. Abnormal kinetics of L-tryptophan binding to
albumin explains the increased availability of this precursor amino acid to be
transported to the brain. This is in line with previous results in IUGR rats and
newborn babies indicating an enhanced serotonergic synthesis and activity in their
brains, causing altered sensory cortex responses.

(key word: Intrauterine undernourishment , L-tryptophan, albumin, binding
kinetics, nutrititionally recovered).
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l. INTRODUCCION

La desnutricion in-utero (DIU), produce un amplio rango de cambios
inespecificos en el cerebro en desarrollo y del adulto (Enesco y Leblond, 1962;
Srebnik, 1964; Winick y Noble, 1965; Chase y Mckhann, 1967; Winick, 1970; Loh
et al., 1971; Gambetti et al., 1972; Sarma y Roa, 1974; Shrader et al., 1977). Sin
embargo, se ha demostrado que sus efectos en el metabolismo de la serotonina
en el cerebro parece ser mas especifico (Hernandez, 1973; 1979 a,b; Manjarrez et
al., 1988 a,b; Hernandez et al., 1989). Un aminoacido esencial, L-triptéfano (L-
Trp), un constituyente proteinico de la dieta normal es el precursor nutriente de la
sintesis de serotonina cerebral (5 hidroxitriptamina, 5-HT). En condiciones
fisiologicas, el L-Trp es el unico aminoacido unido no covalente a la albumina
sérica y alrededor del 10% permanece en su forma libre. Solamente el L-isémero
del L-Trp se une a la albumina y el resultado del equilibrio entre la fraccién unida y
la libre (FL) es rapido (Gessa y Tagliamonte, 1974). Diversos factores que influyen
la union del L-Trp a la albumina han recibido mucha atencion recientemente, ya
que aparte del papel que tiene el aminoacido en la sintesis de proteina, se sabe
que la disponibilidad de la FL en el plasma, es un factor importante en la toma
unidireccional del L-Trp hacia el cerebro para la sintesis de 5-HT (Hernandez e
llinerova, 1970; Boadle-Biber, 1993). Por lo tanto, la union del L-Trp a la albumina
plasmatica se ha visto como un mecanismo relevante que indirectamente regula la

sintesis de serotonina cerebral.

Resultados reportados recientemente muestran en ratas con DIU, una
aceleracion en la sintesis de la 5-HT cerebral, que inicia en el periodo fetal y
coincide con una elevacion de la concentracion de la FL del L-Trp en el plasma,
en el cerebro y de la actividad de la triptéfano hidroxilasa 2, que se ha visto
asociada a una activacién del sistema neuronal serotoninérgico. Nifios con DIU,
también muestran una elevacion de la FL en el plasma, que sugiere un
incremento en el transporte de este aminoacido hacia el cerebro, con un posible

aumento de la sintesis de serotonina y de su actividad en estos nifios desnutridos.



(Hernandez, 1973, 1979 a,b; Manjarrez et al., 1988 a,b, 1997,1998; Hernandez et
al., 1989).

En estudios preliminares en ratas con DIU se ha observado una menor
capacidad de union de la albumina plasmatica por el [°H]L-Trp, cuando se
compara mol a mol con albumina de controles, sugiriendo que la cinética de unién
del L-Trp a la albumina puede estar significativamente modificada. Con esta
informacion, se propone la hipotesis de que nifios con DIU pueden tener
diferentes cinéticas de unién del L-Trp a la albumina, que podrian ser
responsables del aumento de la disponibilidad del L-Trp para ser transportado al

cerebro y estimular la sintesis de 5-HT cerebral.



[I. REVISION DE LITERATURA

La DIU, también conocida como restriccion en el crecimiento intrauterino
(RCIU), es un problema de salud publica mundial que impacta en gran medida
sobre la mortalidad neonatal e infantil en menores de un afo. Cerca del 90% de
nacimientos con DIU ocurren en paises en vias de desarrollo con una prevalencia
global de 19% (Velazquez et al., 2004). En México, se presenta aproximadamente
en el 10% de los embarazos y en paises desarrollados se ha considerado por
debajo de 6%. Junto con la prematuridad, la RCIU es el factor predictivo mas
fuertemente asociado a mortalidad, por lo que ha quedado demostrada una
relacion inversamente proporcional entre el peso al nacimiento y la mortalidad
neonatal. (Savitz et al., 2000). En México hubo 26,000 recién nacidos vivos
durante 1999 y la tasa de mortalidad perinatal fue de 10 a 14/1000 en embarazos
pretérminos y de 8/1000 en los de término. Ademas, la relevancia del problema es
mayor aun si se considera que en aquellos pacientes que sobrevivan a un cuadro
clinico de RCIU, presentan secuelas en el desarrollo psicomotor, siendo los mas
documentados los problemas de aprendizaje y comportamiento, con importantes
consecuencias humanas, sociales y econémicas. (Deodhar y Jarad, 1999; Jyh et
al., 2002; Larroque et al., 2001).

Se sabe que para el desarrollo y crecimiento fetal normal del organismo
se requiere de la interaccion de factores feto-maternos, tales como la integridad
de las membranas feto-placentarias, la transferencia de nutrimientos, la excrecion
de catabolitos a través de la placenta, ademas de los mecanismos de difusion y
area placentaria de intercambio e interaccion inmunoldgica y sanguinea del feto y
la madre, que permiten una adecuada multiplicacién y crecimiento celular (Enesco
y Leblond, 1962; Kaplan y Grumbach, 1965; Winick y Noble, 1965; Widdwson, 1970;
Winick, 1970; Dunsted, 1973; Cook , 1977).

También el papel de las hormonas en la regulacion del crecimiento fetal y
el desarrollo de los tejidos, han sido identificados a través de diferentes modelos
experimentales como son: la extraccién de las glandulas endocrinas fetales, la
administracion de hormonas al feto y a la madre, alteraciones de genes en
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animales de experimentacion y knockout. Estos estudios han demostrado que las
hormonas afectan el crecimiento y la diferenciacion de los tejidos in—Utero y que
su deficiencia especifica esta asociada a un tipo particular de RCIU. También
muestran que actuan sobre el crecimiento fetal via genes o indirectamente a
través de cambios en el crecimiento placentario, en el metabolismo fetal y/o la
produccion de factores de crecimiento y otras hormonas producidas por los tejidos

feto-placentarios (Kapoor et al., 2006, Murphy et al., 2006)

Las hormonas fetales presentes en la circulacion sanguinea tienen cuatro
origenes. El primero, son aquellas que son secretadas por las glandulas
endocrinas del feto, el pancreas, la tiroides, la pituitaria y las glandulas adrenales
que son funcionalmente activas en la etapa temprana de la gestacién y su
respuesta a estimulos es progresivamente mayor al final de la gestacion. (Fowden
y Hill, 2001). El segundo son las hormonas que derivan de los tejidos utero
placentarios. Estos tejidos producen esteroides, péptidos, glicoproteinas y
eicosanoides, que son liberados a la circulacion sanguinea umbilical y uterina
(Challis et al., 2001). El tercer grupo lo representan las hormonas lipofilicas, como
los esteroides y las hormonas tiroideas que pueden ser derivadas de la madre por
difusion transplacentaria (Sibley et al., 1998). Finalmente, el cuarto grupo son
hormonas fetales que pueden ser moléculas precursoras circulantes derivadas de

los tejidos fetales o placentarios (Houdik et al., 2000).

Las concentraciones de las hormonas que circulan en la sangre fetal
cambian en respuesta a estimulos nutricionales y del ambiente. En otros términos,
hay un aumento o disminucién en las concentraciones de hormonas especificas,
que pueden actuar como sefales biolégicas para la maduracién del feto (Fowden
et al., 1995). Los cambios del desarrollo endocrino ocurren independientemente
del estado nutricional del feto e inducen cambios permanentes en la morfologia y
funcién de los tejidos, para prepararlos para la vida extrauterina. También,
ocurren cambios en las concentraciones hormonales en respuesta a variaciones
del estado nutricional, especialmente al final de la gestacion, cuando todas las

glandulas endocrinas fetales son funcionales.



En general, los cambios nutricionales que disminuyen la disposicion de
nutrimentos fetales, disminuyen las hormonas anabdlicas (ej. Insulina, factor de
crecimiento de insulina (IGF)-1, tiroxina (T4)) e incrementa las concentraciones de
hormonas catabdlicas. (ej. Cortisol, catecolaminas, hormona de crecimiento (GH)),
o lo contrario ocurre cuando se aumentan los nutrimentos en el feto, se
incrementan los niveles de hormonas anabdlicas y disminuyen las hormonas
catabdlicas en la circulacion fetal (Fowden y Forhead, 1998). Estos cambios
endocrinos dependen de la magnitud, duracién y naturaleza del estimulo y de las
alteraciones del patrén de desarrollo fetal. Por lo tanto, las hormonas clave
involucradas en estos procesos regulatorios son la insulina, las hormonas

tiroideas, el IGFs y los glucocorticoides (Cianfarani et al., 2006).

También la oxigenacién y el metabolismo del feto han sido investigados
por cordocentesis, se ha observado que la paO; y el pH tanto en la arteria como
en la vena umbilical disminuyen con la edad gestacional, mientras la pCO, se
incrementa y no cambia la concentracion de lactato en dichos vasos sanguineos
(Thaler et al., 1990). Por otro lado, la concentracion de glucosa promedio en la
vena umbilical es mayor que en la arteria, sugiriendo que la concentracién de
glucosa materna es mayor que la del feto y los niveles de los dos compartimentos
estan significativamente correlacionados (Lin y Santolaya-Forgas, 1998). La
concentracion de insulina en el plasma aumenta exponencialmente con la
gestacion, reflejando la maduracién progresiva del pancreas fetal. El cortisol fetal
no cambia, pero la ACTH aumenta con la gestacion. Ademas se ha observado
que la concentracion de los triglicéridos en el plasma fetal disminuye
exponencialmente con la gestacion y esto es debido a un aumento en su
utilizacién por el feto para los depdsitos en el tejido adiposo. Asimismo, hay una
alta correlacion entre los niveles fetales y maternos de aminoacidos plasmaticos,
siendo la concentracion mayor en el feto que en la madre (Economides et al.,
1991).

En 1961, se describieron los valores normales de peso, longitud corporal

y circunferencia cefélica que sirvieron para definir la desnutricion in-Gtero



(Warkany y Monroe, 1961). El RCIU puede clasificarse como simétrico (tipo I) o
asimétrico (tipo Il). En el tipo |, todo el cuerpo es proporcionalmente pequefio
(Peleg et al., 1998). Ocurre en el 25 % de los casos con RCIU y resulta de una
alteracion en el crecimiento al inicio de la gestacion, durante el periodo de la
hiperplasia celular, y puede ser resultado de anomalias genéticas, malnutricion
severa o madre fumadora (Gluckman y Hanson, 2004). En 1963, se observé nifios
con retraso en el crecimiento con  perimetro cefalicos normal y peso bajo, este
tipo de restriccion es definida como asimétrica y ocurre durante el periodo de
hipertrofia celular, resulta de una insuficiencia Utero-placentaria secundaria a
otras complicaciones maternas (Gruenwald, 1963). Por esta y oftras
observaciones se creod el concepto de que el peso al nacer no solo depende de la
duracion del embarazo, sino también interviene la tasa de crecimiento fetal
(Gluckman y Liggins, 1984; Dickey y Gasser, 1993). Lubchenco, et al. (1963), en un
intento de obtener normas para estimar el tamafio del feto, fueron los primeros en
reportar las primeras comparaciones entre la edad gestacional y el peso corporal
al nacer. Asi que, el crecimiento fetal en relacion a la edad gestacional, permite
identificar a los nifios con desnutricién in-atero (DIU) o RCIU, cuyo peso corporal
se ubica por debajo del porcentil 10 para su edad gestacional, o dos desviaciones
estandar debajo de la media, y a través de otros métodos somatométricos como
la relacién que tiene el peso corporal con la talla y el indice ponderal (IP) de
Rohrer (peso (g) x 100/ talla® (cm)) (Tenovuo et al, 1987; Vazquez y Romero,
2001).

Se conoce que, cuando no se alcanza la interaccion feto-materna de los
diferentes factores sefalados anteriormente se origina DIU o RCIU, cuyo grado de
severidad esta en relacion al inicio de la enfermedad durante la vida intrauterina.
Si comienza en la etapa temprana de la gestacién, el trastorno es la falta de
division celular, si se presenta en la ultima etapa del desarrollo fetal, el crecimiento
celular es el afectado (Enesco y Leblond, 1962; Winick y Noble, 1965; Winick,
1970).



Diversos estudios en animales en los que se ha producido
experimentalmente DIU, se ha observado un bajo contenido de &cido
desoxirribonucléico (DNA) y del acido ribonucléico (RNA) en el cerebro, higado y
rindn; disminucion de la sintesis de mielina y sinapsis cerebrales (Enesco y
Leblond, 1962; Winick y Noble, 1965; Chase y Mckhann, 1967; Guthrie, y Brown,
1968; Winick et al, 1970; Chase et al., 1972; Cragg, 1972; Gambetti et al., 1972;
Sarma y Roa, 1974; Vasan y Chase, 1976; Bourre et al., 1981) reduccion del peso
y alteraciones en la estructura, composicion y funcion intestinal (Loh et al., 1971;
Shrader et al., 1977), también se ha observado una disminucién de las gonadas y
de los dérganos accesorios de la reproduccidén (Srebnik,1964). Ademas, se ha
demostrado que la restriccidn severa de nutrimentos en los periodos vulnerables
del desarrollo del sistema nervioso central (SNC), que para la especie humana
van desde la etapa temprana de la gestacién hasta el segundo afio de vida
posnatal, produce un dafio irreversible en su estructura y composicion bioquimica
(Chase y Mckhann, 1967; Guthrie, y Brown, 1968; Winick et al, 1970; Chase et al.,
1972; Cragg, 1972; Gambetti et al., 1972; Sarma y Roa, 1974; Vasan y Chase,
1976; Bourre et al., 1981). Sin embargo, es dificil establecer relaciones precisas
entre la morfologia y la funciéon, mas aun en periodos en que el SNC posee gran
plasticidad y esta sujeto a la influencia de una gran cantidad de variables
ambientales estimulantes. Por esta razon, la hipotesis planteada hace algun
tiempo acerca de la irreversibilidad del dafio producido por la desnutricion debe

ser reevaluada.

Por tanto, la DIU es un trastorno de origen multifactorial que hace dificil
su relacion con alteraciones funcionales sobre todo en el SNC. La busqueda de
estos cambios es el punto de partida para la mejor comprensién de sus efectos
sobre la funcién neuronal. Estos cambios en un sistema neuronal especifico
pueden ser las bases de trastornos posteriores de la conducta en individuos con

antecedentes de desnutricidon severa.

Una de estas alteraciones especificas que la DIU produce en el SNC, es

el que se ha demostrado para el sistema serotoninérgico en la rata y en el
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humano. (Hernandez, 1973; 1979 a,b; Manjarrez et al., 1988 a,b; Hernandez et
al., 1989). Este sistema se localiza en el tallo cerebral, estd formado por dos
conjuntos de neuronas que han sido divididas de acuerdo a su origen embrionario,
el superior proviene del mesencéfalo y el inferior procede del mielencéfalo
(Takeuchi et al., 1983; Jacobs y Azmitia, 1992). El sistema serotoninérgico en la
rata y en los humanos, consiste en grupos de neuronas, que antiguamente se
enumeraron como B1 a B9. Estos complejos de neuronas, nacen entre el dia 10.5
y 12 de desarrollo fetal en la rata y en la 52 semana de gestaciéon en los humanos,
provienen del dominio neuroepitelial ventral del cerebro medio. Nacen y se
localizan exclusivamente en el romboencéfalo ventral. (Pattyn et al., 2004). Sus
prolongaciones axénicas inervan importantes areas del SNC como son: la médula
espinal en el cuerno ventral y la columna lateral simpatica, el cerebelo, el area
predptica, la corteza cerebral, el sistema extrapiramidal, el hipocampo y las células
ependimarias de los ventriculos. Se ha reportado que estas neuronas se
diferencian tempranamente e inician su funcién durante el periodo fetal como lo
demuestran los hallazgos de Olson y Seiger, 1972; Olson et al., 1973, Takeuchi et
al., 1983; Takahashi et al., 1986, quienes describieron su existencia y distribucion
mediante técnicas de inmunocitoquimica con anticuerpos antiserotonina en fetos
de ratas (Olson y Seiger, 1972) y humanos desde la quinta semana de edad
gestacional (Olson et al., 1973, Takahashi et al., 1986). Este grupo de neuronas se
regula a través de un neurotransmisor especifico, la 5-hidroxitriptamina

(serotonina, 5-HT).

La 5-HT cerebral reune varios aspectos que le dan gran relevancia,
participa en los procesos de diferenciacion como: axogénesis y sinaptogénesis
(Haydon et al., 1984; Mercado y Hernandez, 1992), diferenciacion de neuronas
blanco (Lauder et al, 1982), control del numero final de receptores especificos a 5-
HT (Fillion et al. 1982) y modula su propia sintesis (Gromova et al., 1983).
Ademas, participa en la regulacion de los ciclos de suefio y vigilia (Jouvet, 1969),
del control de la temperatura (Myers, 1981), de los impulsos nociceptivos (Randic
y Yu, 1976), de la conducta alimentaria (Shor-Posner et al, 1986), sexual
(Gorzalka y Mendelson 1990), afectiva y emocional (Barchas et al., 1978; Van
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Praag y De Haan, 1979). Regula también, la liberacion de hormonas hipofisiarias
(Van de Kar y Lorens 1979) y se ha relacionado a diferentes tipos de
comportamiento operante (Oscdés y Hernandez, 1982). A nivel celular, esta
involucrada en la regulacion de la Na*, K*-ATPasa (Hernandez, 1979, 1980, 1987;
Hernandez y Chagoya, 1986).

Existe evidencia experimental que apoya la relacion entre las variaciones
de la nutricion, el L-triptofano (L-Trp) y la sintesis de 5-HT cerebral. Experimentos
en ratas que han sido sometidas a periodos de ayuno o bajo regimenes de
nutricidon hipoproteinica-hipoenergética prolongada durante la vida fetal, mostraron
una elevacion del L-Trp plasmatico y en el cerebro se elevé dicho aminoacido y la
5-HT (Pérez-Cruet et al., 1972; Bourgoin et al., 1974; Stern et al., 1974; Miller et
al., 1977; Chagoya y Hernandez, 1983; Spear y Scalzo, 1985). Por otro lado, en
animales normales a los que se les administré L-Trp a dosis de 50 a 150 mg/kg de
peso corporal por via intraperitoneal, también se observo una elevaciéon del L-Trp
plasmatico, del L-Trp tisular y de la 5-HT cerebral (Hernandez, 1979). Ademas,
cuando a ratas gestantes se les dio un suplemento de L-Trp a razén de 50 mg/kg
de peso corporal, aumento la actividad de la triptéfano-5-hidroxilasa (L-triptéfano-
5-monooxigenasa, EC 1.14.16.4, TrpOH) en el cerebro fetal, asi como en la etapa
posnatal, lo mismo ocurrié con la concentracion del neurotransmisor y del acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) (Hernandez, 1976; Hernandez y Chagoya, 1986).
Todos estos hallazgos en conjuntos sugieren una activacion de esta via
metabodlica cerebral similar a lo observado en el animal con DIU. En estos
animales desnutridos se ha demostrado que la sintesis de serotonina cerebral se
encuentra elevada y que depende de un aumento de su precursor metabdlico, el
L-Trp plasmatico (Hernandez, 1973, 1979; Tagliamonte et al., 1973; Stern et al.,
1974; Miller et al., 1977; Poitou y Boulu, 1977; Manjarrez et al., 1988 a,b;
Hernandez et al., 1989; Gutiérrez —Ospina et al., 2002.)

El L-Trp fue el primer aminoacido reconocido como esencial para el
organismo, su requerimiento es alrededor de 12 a 40 mg/kg de peso corporal por

dia en los infantes (Peters, 1991). Se obtiene de las proteinas de la dieta, viaja en
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el plasma en dos fracciones, el 90% se une a la albumina y el 10% restante se
encuentra en forma libre (FL) (Gessa y Tagliamonte, 1974). La FL participa en
varias vias metabdlicas, como la del acido nicotinico, del acido cinurénico, de la
acetil coenzima A y en la sintesis de proteinas (Miller et al., 1977), ademas tiene
la funcién especial de servir de precursor de la sintesis de 5-HT (Jequier et al.,
1969; Curzon y Knott, 1970; Sourkes 1977; Yuwiler et al., 1977). La relacion que
guardan estas dos fracciones en el plasma, es la que determina que la FL pase
en mayor o menor concentracién la barrera hematoencefalica (BHE) y sea
captado por el tejido nervioso para la sintesis del neurotransmisor (Hernandez e
llinerova, 1970; Boadle-Biber, 1993). Una vez que el aminoacido se encuentra en
el SNC, de inmediato es captado por las neuronas serotoninérgicas, en donde es
hidroxilado en su posicion 5 por la TrpOH (Manjarrez et al., 1994; 1996). La
TrpOH es la enzima limitante de la biosintesis de 5-HT, requiere de la
participacion de un cofactor que es la tetrahidrobiopterina (BH4) que dona
electrones para la hidroxilacion del aminoacido. El 5-hidroxitriptéfano formado es
descarboxilado por la descarboxilasa de los aminoacidos aromaticos para producir

serotonina (Manjarrez et al., 1993).

Se ha demostrado que este neurotransmisor se encuentra elevado en el
cerebro de ratas con desnutricion adquirida durante la vida intrauterina, en la
lactancia y en la edad adulta (Curzon et al., 1973; Hernandez, 1973, 1979;
Manjarrez et al., 1988 a,b, 1997,1998; Hernandez et al., 1989). Esta elevacion es
ocasionada por un aumento en la FL del L-Trp plasmatico. Asi mismo, este
cambio parece también cumplirse en los humanos recién nacidos desnutridos in-
Gtero, pretérmino, de término y en la lactancia temprana, los que tienen una
elevacion de la FL y una disminucién de la fraccion unida a albumina del
aminoacido (Hernandez et al.,, 1989, Manjarrez et al., 1998, Hernandez y
Manjarrez, 2001, Manjarrez et al., 2005), lo que sugiere un mayor paso del
aminoacido al cerebro y una activacion de las neuronas serotoninérgicas, similar a
lo observado en el cerebro de la rata desnutrida (Curzon et al., 1973; Hernandez,
1973, 1979 a,b; Manjarrez et al., 1988 a,b, 1997,1998; Hernandez et al., 1989).
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Existen otros factores metabdlicos en las ratas desnutridas y en los
humanos que favorecen la elevacién de la FL del L-Trp en el plasma, tal es el caso
de la lipdlisis que ocasiona un aumento de los acidos grasos libres (AGL) que
compiten con el aminoacido por su union con la albumina (Gessa y Tagliamonte,
1974; Kramer et al., 1990). En experimentos preliminares se ha observado una
menor capacidad de union del L-Trp a la albumina en estos desnutridos (Garber,
1993). El resultado final de este cambio es un aumento en la concentracion de la
FL y una disminucion de la fraccion unida del aminoacido a la albumina y
consecuentemente mayor disponibilidad del mismo para su paso al cerebro con
activacién de la biosintesis del neurotransmisor. Un efecto similar lo podria tener la
disminucién de albumina plasmatica, aunque para afirmarlo es necesario conocer
la cinética de unidén del L-Trp a la albumina en condiciones equimolares con
albumina libre de acidos grasos. Ya que la variacion en la concentracién de
albumina con la edad, no explican totalmente el aumento de la FL del L-Trp, lo que
esta en linea con la probable participacion de otro mecanismo biolégico que regula

la disponibilidad de aminoacido para la sintesis del neurotransmisor.
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IIl. METODOLOGIA

1.1 PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

¢La desnutricion in-Gtero en humanos produce un cambio de la cinética

de unién del L-Trp a la albumina?

¢La recuperacion nutricia temprana en el periodo neonatal inmediato en
humanos, produce un retorno a lo normal de la cinética de union del L-Trp a la

albumina?

[11.2 OBJETIVO GENERAL

Demostrar que la desnutricion in-Utero produce un cambio de la cinética
de unién del L-Trp a la albumina y que retorna a lo normal en los humanos

nutricionalmente recuperados.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

[11.3.1 Medir la concentracion del L-Trp libre y total en humanos controles,

desnutridos in-Utero y recuperados nutricionalmente.

[11.3.2 Determinar la concentracion de albumina plasmatica en humanos

controles, desnutridos in-Utero y recuperados nutricionalmente.

[11.3.3 Cuantificar la concentracion de acidos grasos libres en humanos

controles, desnutridos in-Utero y recuperados nutricionalmente.
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[11.3.4 Determinar la cinética de unién de L-Trp a la albumina mediante
didlisis de equilibrio en humanos controles, desnutridos in-Utero y recuperados

nutricionalmente.

1.4 HIPOTESIS

[11.4.1 La desnutricidon in-Utero en humanos produce un cambio en la

cinética de union del L-Trp a la albumina.

[11.4.2 La recuperacion nutricia temprana en el periodo neonatal
inmediato en humanos, produce un retorno a lo normal de la cinética de unién del

L-Trp a la albumina.

1.5 PROGRAMA DE TRABAJO

El presente trabajo se realiz6é en el laboratorio de Patologia Molecular de
la Unidad de Investigacion Biomolecular, del Hospital de Cardiologia del Centro
Médico Nacional, Siglo XXI y el Hospital General de Zona No 3 de San Juan del

Rio, Qro., del Instituto Mexicano del Seguro Social.

l11.5.1 PACIENTES Y METODOS

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion del
Hospital de Cardiologia del CMN, del IMSS. Todos los padres de los pacientes
firmaron una carta de consentimiento después de informarles detalladamente el
objetivo y los procedimientos que se les efectuarian a los pacientes. Se realiz6 un
estudio hibrido de caso-cohorte en 37 recién nacidos seleccionados en el Servicio
de Alojamiento Conjunto del Hospital General de Zona No. 3 de San Juan del Rio,
Qro., del IMSS. México, durante los primeros 3 meses de edad. Al nacimiento se
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formaron dos grupos. En el primer grupo se incluyeron 20 recién nacidos de
ambos sexos con DIU, con un peso corporal por abajo del porcentil 10 de las
curvas de crecimiento intrauterino, una relacion del crecimiento fetal debajo de
0.90, indice ponderal de 2.10 £ 0.29 y un indice de masa corporal de 9.90 + 1.10.
El grupo control fue integrado por 17 recién nacidos con peso corporal entre los
porcentiles 10 y 90 de las mismas curvas, relacién del crecimiento fetal arriba de
0.90, indice ponderal de 2.38 + 0.26 y una masa corporal de 12.5 + 1.13. A los 30
dias de edad, nueve nifios con DIU mostraron un retorno a lo normal de los
parametros somatométricos, estos nifios formaron el grupo recuperado
nutricionalmente (RN). Ningun signo clinico de otras patologias fue observado en

cualquiera de los grupos desde el nacimiento al final del periodo estudiado.

Fueron excluidos del estudio aquellos recién nacidos que presentaron
malformaciones congénitas, infeccion intrauterina, asfixia perinatal, hemorragia
peri e intraventricular, alteraciones hidroelectroliticas y metabdlicas. También los
recién nacidos de madres que presentaron otro tipo de patologia durante el
embarazo como son: colagenopatias, cardiopatias, enfermedades renales,
hematoldgicas, neurolédgicas y psiquiatricas. Se eliminaron a los pacientes que
presentaron cualquier patologia infecciosa O alteraciones en el equilibrio
hidroelectrolitico y trastornos metabdlicos y los que se alimentaron con lactancia

mixta (leche materna mas formula lactea 6 bien otro alimento no lacteo).

Los pacientes de ambos grupos fueron alimentados exclusivamente con
leche materna a libre demanda, alimento idéneo para el recién nacido, la cantidad
de proteinas que contiene es mayor durante las primeras semanas, y va
decreciendo desde 15.8 hasta 8-9 g/L, contiene 36 g/L de grasas totales y 72 g/L
de carbohidratos, proporciona 65 kcal/dL, (Haisma et al., 2003; Diaz y Ramirez,
2006). Los pacientes se citaron a la consulta externa del servicio de Pediatria del
Hospital General de Zona No 3 de San Juan del Rio, Qro., del IMSS, en donde se
les tomaron dos mililitros de sangre por puncion de vena periférica, a los dias 1,
30 y 90 de edad. La muestra de sangre se coloco en un tubo de borosilicato con

300 pL de una solucién anticoagulante ACD (citrato de sodio 3.6 mg, acido citrico
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9.9 mg y dextrosa 11 mg, amortiguados con solucion tris acetato de sodio 50 mM,
pH 7.4 para evitar los cambios del pH plasmatico. Inmediatamente después de su
obtencidn, los tubos con las muestras de sangre fueron colocados a temperatura
ambiente y se protegieron de la luz, se les tapé con parafina laminada (parafilm) y
con una jeringa se le extrajo el aire con el proposito de disminuir la cantidad de
COz. Una hora después los tubos con las muestras de sangre se centrifugaron a
600g durante 3 minutos para obtener el plasma total. La toma de la muestra de
sangre siempre fue entre 07:00 y 08:00 h y cuatro horas después de la ultima

ingesta de leche.

Aproximadamente una hora después, las muestras de sangre se
centrifugaron a 600g durante 3 minutos. Del plasma separado se tomaron
alicuotas de 100 pL para determinar el L-Trp libre; 50 uL para el total; 25 yL para

albumina; 50 pL para AGL y un mililitro para la purificacion de albumina.

1.6 ENSAYOS BIOQUIMICOS

[1l.6.1Determinacién de L-Trp total y libre

El L-Trp plasmatico se determind en sus formas libre y total, la diferencia
entre estos dos se considerd el L-Trp unido a albumina. EI método consistio en
colocar 300 yL del plasma total en un cono de ultracentrifugacion Nanosep 30 K,
para obtener un ultrafiltrado del plasma, el tiempo de centrifugacion empleado fue
de 5 minutos a 3,000g. Se tomaron 100 uL de la parte superior del cono de
centrifugacion, para obtener el L-Trp unido a albumina, los que fueron
desproteinizados con HCLO4 0.1 M, mas metabisulfito de sodio 4 mM y se
centrifugaron a 10,000 rpm por 5 minutos, se tomaron 20 yL de ambas fracciones
para determinar el L-Trp libre y el unido a albumina, mediante el método de
cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (HPLC, Waters SP) de Peaty Gibb
(1983). Se utilizdé una columna de simetria C4g de fase reversa, 3.9 X 150 mm de
longitud y 5 ym de tamano de la particula, con una fase binaria de un mililitro por

minuto de un solucion amortiguadora de fosfafato monopotasico 0.02 M, mas 1g/L
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de acido heptanosulfonico sal de sodio, pH 3.3 y metanol/agua. La reaccidn se
midié en un detector fluorométrico (Waters SP 474) a 290 nm de excitacién y 330
nm de emisién. La respuesta se cuantificé por un sistema analogo Millenium 32.
En cada ensayo se incluy6 una curva estandar de 0.025 a 10 ng/uL de L-Trp. La

concentracion de la forma libre, unida y total del L-Trp se expreso en umol/L.

111.6.2 Determinacion de albumina

La concentracién de albumina plasmatica se determiné por el método
espectrofluorométrico de Doumas et al., (1971) usando albumina humana como
estandar. A 25 pL de plasma total se les agregdé 5 ml de una solucion de verde de
bromocresol 0.6 mM en una solucidon amortiguadora de acido succinico 0.10 M,
pH 4.20. Los tubos con la reaccion se agitaron constantemente en un bafo
metabdlico (Dubnoff) por 10 minutos a 25°C. El desarrollo de la reaccion se midio
en un espectrofotdmetro Varian DM a 628 nm de excitacion. En cada ensayo se
incluyé una curva estandar de albumina humana y las concentraciones se

expresaron en gramos por decilitro.

[11.6.3 Cuantificacion de acidos grasos libres

Los acidos grasos libres se determinaron por el método de Falholt et al.,
(1973). Para esta determinacion es necesario que la separacion de las células del
plasma se realice lo antes posible por centrifugacion y que los AGL sean
determinados en ese momento, 6 almacenados a -20°C. A 50 ul del plasma se le
adiciond 1.0 ml de una soluciéon amortiguadora de fostafos 50 mM, pH 7.4 y 6.0 ml
de una solucién cloroformo-heptano-metanol (CHM), en tubos de polietileno. Se
agitaron vigorosamente los tubos de la reaccion durante 90 segundos y se
dejaron en reposo durante 15 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 4,000
rom, durante 10 minutos a 4°C, al término de la centrifugacién, la solucién
amortiguadora se separ6 cuidadosamente por succidn con una pipeta Pasteur y

5.0 ml de la fase CHM se agitaron con 2 ml del reactivo (Cu(NO3).-trietolamina)
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durante 5 minutos. Después las muestras se centrifugaron a 4,000 rpm durante 5
minutos y al terminar 3.0 ml de la fase superior se transfirieron a tubos de ensayo
que contenian 5.0 ml de reactivo de coloracién (1,5-difenilcarbacida al 0.4% en
etanol). Se mezclaron cuidadosamente y se dejaron en reposo durante 10
minutos. La reaccién se midié en un espectrofotometro a 550 nm de excitacion.
En cada ensayo se incluyd una curva estandar de acido palmitico. Las

concentraciones de acidos grasos libres se expresaron en mmol/mL.

[11.6.4 Purificacion de albumina de acidos grasos

La purificacion de albumina para eliminar acidos grasos libres (AGL) se

realiz6 mediante el método descrito por Chen (1967).

Al plasma se le agregd lentamente un volumen igual de una solucién
saturada de sulfato de amonio gota a gota, en agitacion continua a 4°C. Una vez
saturadas las muestras del plasma, se agitaron durante una hora a 4°C después
se centrifugaron a 5,000 rpm, durante 15 minutos a 4°C, se les verificé el pH a las
muestras y se colocaron en bolsas de didlisis de iones de poro pequefio, 50 000
daltons, previamente lavadas con agua bidestilada en varias ocasiones. Las
bolsas de dialisis con las muestras del plasma, se colocaron en una solucion
amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH 7.4 en agitacion constante durante una hora
a 4°C, al término de este tiempo, se cambiaron las bolsas de dialisis a otro vaso
de precipitado que contenia 2 litros de la misma soluciédn amortiguadora en
agitacion constante durante 17 horas a 4°C. Posteriormente se retird el plasma de
la bolsa de didlisis, manteniéndolo a 4°C, se midi6 el volumen y el pH de las
muestras y se les determind la concentracion de albumina. De acuerdo a la
concentracion de albumina se les adicion6 carbén activado a razén de 1 mg/mg de
proteina, en agitacion lenta y constante, posteriormente las muestras se llevaron a
pH 3.0 con HClI 1 N y se agitaron durante 90 minutos a 4°C. Después se
centrifugaron a 5,000 rpm por 15 minutos a 4°C, se filtr6 el sobrenadante en

membranas polietileno de 450 nM de tamafno del poro, se midié el volumen y se
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llevo a pH 7.4 lentamente, con NaOH 1 N. Se midi6 la concentracion de albumina

y de AGL, antes de los ensayos de cinética de union del L-Trp a la albumina.

[11.6.5 Curvas de cinética de unidon de L-Trp a la albumina mediante dialisis de

equilibrio

La cinética de unién del L-Trp a la albumina se realizé mediante una dialisis
de equilibrio, tomando como base el método de Bourgoin et al., (1974) modificado
en el laboratorio. (Manjarrez, et al; datos sin publicar). Se colocaron 780 ug de
albumina purificada libre de acidos grasos en membranas de didlisis con un
tamafo de poro de 30,000 Da. Previamente las membranas de dialisis fueron
lavadas con agua bidestilada con cambios frecuentes durante 3 dias. Después se
coloco L-Trp a razén de 0 a 120 nM dentro de las membranas de dialisis,
posteriormente las bolsas fueron colocadas en tubos que contenian 4 ml de una
solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.40, 50 mM. La reaccion se incubd en
agitacion constante a 37°C durante 3.5 h, al término de la incubacion, la reaccion
se par6 en frio a 4°C, se tomaron 400 pL del sobrenadante el cual se filtro en
membranas de Nanosep de 30,000 K de tamafio de poro a 5,000 rpm durante 2
minutos a temperatura de ambiente. A continuacion se tomaron 100 uL de la parte
superior de la membrana de filtracién y 100 uL del ultrafiltrado, a la primera se le
agreg6 100 pL de HCLO4, 0.1 M, mas metabisulfito de sodio 4 mM. Se centrifugd
a 10,000 rpm, 10 minutos. 20 pyL de cada una de las fases (superior, inferior y
fuera de la bolsa de dialisis) fueron inyectadas al HPLC. Utilizando una columna
de simetria Cqg de fase reversa, 3.9 X 150 mm de longitud y 5 um de tamano de la
particula. Se us6 una fase binaria de un mililitro por minuto de un solucion
amortiguadora de fosfafato monopotasico 0.02 M, mas 1g/L de &acido
heptanosulfonico sal de sodio, pH 3.3 y metanol/agua, la reaccion se mididé en un
detector fluorométrico a 290 nm de excitaciéon y 330 nm de emisién. La respuesta

se cuantificd por un sistema analogo Millenium 2020.
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1.7 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd una base de datos electronica, con cuadros de salida de los
resultados en los que se registraron los dias de cada una de las mediciones en los
diferentes grupos del estudio. El calculo de las constantes cinéticas (Bmax Y Kp) de
la union del L-Trp a la albumina se efectué mediante el programa de computacion
Graph Pad Prism 3 (regresion no lineal), el cual ponderé estadisticamente cada
uno de los puntos de la curva de saturacion y la valoracion de Scatchard. Para
comparar los resultados entre grupos de la misma edad, primero se obtuvo el
promedio, la desviacion estandar y la variancia para cada uno de los grupos,
después se realizé la prueba estadistica de F para conocer homogeneidad o
heterogeneidad de las variancias y para la comparacion entre ellas se efectué un
analisis de variancia, U de Mann-Whitney y la comparacién multiple de Tukey’s,

con un nivel de significacién de p < 0.05.
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IV. RESULTADOS

De 37 recién nacidos de término que ingresaron al presente estudio, 17
neonatos constituyeron el grupo control y 20 pacientes formaron el grupo con DIU.
En el grupo control, 40% fueron masculinos y 60% femeninos; 65% se obtuvieron
por parto normal y el 35% por operacién cesarea. En el grupo desnutrido in-Utero,
41% de los pacientes fueron femeninos y 59% masculinos; 47% se obtuvieron por

parto normal y el 53% por cesarea.

En los cuadros 1 y 2 se pueden observar los datos clinicos y
somatométricos de los recién nacidos al nacer y su evolucion durante los tres
primeros meses de edad posnatal. La edad gestacional fue similar en ambos
grupos. El indice ponderal y la relacibn de crecimiento fetal fueron
significativamente menores en los recién nacidos con DIU en relacion a los nifios
controles (p<0.01). Debido a que las curvas de crecimiento fisico no muestran
diferencias por el sexo durante los primeros meses de vida, la comparacion
estadistica se efectud agrupando los datos obtenidos en ambos sexos. En relacion
a los patrones de crecimiento del peso corporal, longitud corporal y el perimetro
cefalico en los nifios controles mostraron un aumento significativo con la edad
(p<0.001). ElI mismo patron se observé en los nifios con DIU, sin embargo,
siempre existio un déficit significativo al compararlos con los nifios normales en
todas las edades estudiadas. Ademas en los mismos cuadros se puede ver el
patréon de desarrollo que presentd el grupo de nifios desnutridos in-atero
recuperados nutricionalmente (grupo RN), se observdé que los pacientes
alcanzaron los valores normales del peso corporal, longitud corporal, perimetro

cefalico e indice de masa corporal a los 30 dias de vida.
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Cuadro 1. Datos somatométricos

"Edad Gestacional (semanas)

indice Ponderal

Relacion del Crecimiento
Fetal

Peso Corporal (g)
(dias)

1
30

90

Longitud (cm)
(dias)
1
30

90

Desnutricion

Controles in Gtero Recuperados
n=17 n=20 nutricionalmente
n=9
39.5+0.7 39.1+1.20
2.38+0.26 2.10 + 0.29¥
98 + 0.09 68 + 0.05°
3165 + 326.9 2125+2345°¢
4093 + 322.3 3316 +332.3 ¢ 3839 +193.9 ¢
5703 + 438.2 4671 +387.1°% 5571 +333.9 ¢
51.06 + 1.0 46.63+16°
56.33+2.9 51.06+1.5°¢ 54.00+2.9°¢
62.60 + 2.4 58.38+1.0°¢ 61.86+2.1°

Cada punto representa el valor medio + desviacion estandar. Peso corporal (Tratamiento: SC = 11340, gl = 7, MC =
1610. Residual SC = 7320, gl = 76, MC = 96320). Longitud (Tratamiento: SC = 2226, gl = 7, MC = 317.9. Residual SC =
286.7, gl = 70, MC = 4.096). Las diferencias fueron determinadas por U de Mann-Whitney, ANOVA y prueba de Tukey
para comparaciones multiples.* p < 0.05, *p < 0.01, € < 0.001,
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Cuadro 2. Datos somatométricos

Desnutricion Recuperados
Controles in Gtero Nutricionalmente
n=17 n=20 n=9
Indice de masa corporal
(dias)
1 12.15+1.13 9.90+1.10°¢
30 14.23+1.23 12.46 +0.84 ¢
13.89+1.02 %
90 15.07 +1.31 12.74+1.30° 15.28 +1.28°%
Perimetro cefalico (cm)
(dias)
1 35.29+0.77 33.74+194°
30 37.87+1.22 35.97+0.10 ¢ 37.33+0.81°
90 40.36 £1.02 39.00+1.11°¢ 39.50+1.17

Cada punto representa el valor promedio + desviacion estandar. indice de masa corporal
(Tratamiento: SC = 2925, gl = 7, MC = 4178. Residual SC = 101.6, gl = 79, MC = 1.286).
Perimetro Cefdlico (Tratamiento: SC = 432.5, gl = 7, MC = 61.78. Residual SC = 134.2, gl = 81,
MC = 1.656. Las diferencias fueron determinadas por U de Mann-Whitney, ANOVA y prueba de
Tukey para comparaciones miltiples. *p< 0.05, *< 0.01y € < 0.001
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La concentracion de la albumina plasmatica en los niflos se muestra en el
cuadro 3. Como se puede apreciar, existi6 aumento en la concentracién de la
proteina con la edad posnatal en los nifios controles; la misma tendencia se
observo en los nifos desnutridos; sin embargo, su concentracion fue mas baja que
la del grupo control durante todo el periodo estudiado (p<0.05). Ademas en el
mismo cuadro se ve el patrén que mostro el grupo RN, de la misma manera que
se observo para las diferentes medidas somatométricas, la concentracion de
albumina plasmatica presenté una franca recuperacion a partir del dia 30 de vida y

a los 90 dias alcanz6 el valor de los nifios controles.
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Cuadro 3. Concentracion de Albumina Plasmatica

Edad Controles Desnutricién Recuperados
(Dias) n=17 in Utero Nutricionalmente
n=20 n=9
1 4.53 £0.80 353+1.20°
30 522+ 1.18 391+£1.10*% 4.30 £ 0.67
90 5.82 + 0.60 413+1.20% 5.81+0.60°

Cada punto representa el valor promedio = desviacion estandar (g/dL). Todas las
determinaciones fueron realizadas por duplicado. (Tratamiento: SC = 54.71, gl= 7, MC =
7815; Residual SC= 75.93, gl = 75, MC = 1.012). Las diferencias fueron determinadas por U
de Mann-Whitney, ANOVA y prueba de Tukey para comparaciones multiples. *p< 0.05, ¥<

0.01y ©<0.001
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Por lo que corresponde a la concentracion plasmatica de los acidos

grasos libres, no hubo diferencias significativas en todos los grupos a todas las

edades estudiadas (cuadro 4).

Cuadro 4. Concentracion de acidos grasos libres

Edad Controles Desnutricion Recuperados
(Dias) n=17 in Gtero Nutricionalmente
n =20 n=9
0.26 + 0.03 0.24 £ 0.02
1
0.18 £ 0.05 0.13+0.04 0.15+0.05
30
90 0.20 £ 0.07 0.19+0.04 0.17 £ 0.09

Cada punto representa el valor promedio * desviacion estandar (mmol/ml). Todas las
determinaciones fueron realizadas por duplicado. (Tratamiento: SC = 54.71, gl=7, MC =
7815; Residual SC= 75.93, gl = 75, MC = 1.012). Las diferencias fueron determinadas
por U de Mann-Whitney, ANOVA y prueba de Tukey para comparaciones multiples. *p<
0.05, ¥*<0.01y €< 0.001
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Uno de los parametros mas importantes que se determind en el presente
estudio fue la concentracion del L-Trp plasmatico, en su fraccion libre y unida a
albumina, la suma de estos dos se considero el L-Trp total. En lo que respecta a la
fraccion libre, se observd en los niflos controles un leve incremento de su
concentracion a partir del primer dia, de 8.42 + 0.67 hasta 8.97 £ 0.93 ymol/L a los
tres meses de vida posnatal. En los nifios desnutridos, al nacer tenian una
concentracion de L-Trp libre de 14.22 + 0.67 umol/L, es decir significativamente
mas elevada que la de los nifios controles de la misma edad (p<0.001) y mayor
que la concentracion alcanzada por los controles a los 90 dias de edad (p<0.001)
(Cuadro 5 y figura 1). Interesantemente, los nifos desnutridos in-Utero
nutricionalmente recuperados alcanzaron el valor de los nifios controles a los 30
dias de edad posnatal. Ademas en el cuadro 5 y figura 1 se puede apreciar la
concentracion de la fraccion unida a albumina del L-Trp, como se puede ver, la
concentracion fue siempre significativamente menor en los nifios desnutridos
(p<0.001) comparada con sus controles en todas la edades estudiadas. Asi mismo
se muestra la razon del L-Trp libre/L-Trp total, esta razén se encontré6 aumentada
en los desnutridos a las diferentes edades estudiadas (p<0.001), y de la misma
manera que se observo para la concentracion plasmatica de la fraccion libre del L-
Trp, la fraccién unida a albumina del aminoacido en los nifios del grupo RN mostro
un regreso al valor normal a los 30 dias en relacién a los nifios normales. En
cuanto al L-Trp total no se observaron diferencias significativas entre los grupos

del estudio a las diferentes edades (Cuadro 5, figura 1).
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Cuadro 5. Concentraciéon de L-Tript6fano Plasmatico

C DIU RN
Edad Libre Unido  Total L/T Libre Unido Total L/T Libre Unido  Total L/T
(dias) (L) (M (L) (M (L) M %
1 842 3428 4391 0.191 1422 2983 439 0.323
£ + + £ £ 1
067 252 249 0.67°  0.56%° +
0.80
30 8.08 3528 4369 0.184 149 2956 435 0.342 992 3401 431 0.23
x + + 0 t 2 ES + 2
072 251 217 + 0.47°% + 113 225 +
0.36 d 0.44 2.15
90 8.17 3622 4426 0.184 150 29.01 432 0.348 962 3671 448 0214
% * + 8 + 4 % * 9
093 248 157 + 1.69° + 016 222 +
0.10 d 0.52 2.19

Cada punto representa el valor promedio + desviacion estandar de 17 nifios controles; 20 con DIU y 9 RN. Todas
las determinaciones fueron realizadas en muestra por duplicado. La diferencia fue determinada por U de Mann-
Whitney, ANOVA y prueba mdltiple de comparacion de Tukey. Fraccion libre (Tratamiento : SS = 740.3, Df =7,
MS = 105.8; Residual SS = 26.53, Df = 74, MS = 0.35); Unido a albumina ( tratamiento: SS = 761.1, Df = 7, MS =
109.6, Residual SS = 259.5, Df = 77, MS = 3.37); Total (tratamiento SS = 116.3, Df = 7, MS= 16.62; Residual SS =
212.2, Df = 74, MS= 258). a) p< 0.00 LC vs LD; b) p< 0.00 LD vs LRN; ¢) p < 0.00 unido C vs unido D; d) p < 0.00
unido RN vs unido D.
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Figura 1. Concentracién de L-triptéfano plasmatico. Cada punto representa el valor promedio * desviacién
estandar de 17 nifios controles (C); 20 con desnutricion in Gtero (DIU) y 9 recuperados nutricionalmente (RN).
Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado. Libre (Tratamiento: SC = 740.3, gl = 7, MC = 105.8;
Residual SC 26.53, gl = 74, MC = 0.35); Unido a albumina (Tratamiento: SC = 767.1, gl = 7, MC = 109.6; Residual SC
= 259.5, gl = 77, MC = 3.37); Total (Tratamiento SC = 116.3, gl = 7, MC 16.62; Residual SC = 212.2, gl 74, MC 2.86).
Las diferencias fueron determinadas por U de Mann-Whitney, ANOVA y prueba de Tukey para comparaciones

mltiples. *p < 0.05, ¥ < 0.01y €< 0.001.
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La figura 2 muestra las caracteristicas morfoldégicas que presentaron las
curvas de saturacion de la union del L-Trp a la albumina purificada de acidos
grasos en los nifios con DIU (e), controles (0) y desnutridos nutricionalmente
recuperados (¢), al primero, 30 y 90 dias de vida posnatal. Se trata de curvas
clasicas de saturacién del tipo de Michaelis-Menten. También en las mismas
figuras se pueden ver las graficas de Scatchard. De estas curvas se calcularon las
constantes de union Kp y Bnax del L-Trp a la albumina que se muestran en el

cuadro 6.
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Figura 2. Curvas de cinética y graficas de Scatchard (inserto) de L-tript6fano unido a albumina
en nifios. O, controles; ¢ , desnutricién in Utero y ¢ recuperados nutricionalmente. Cada punto
representa el valor promedio + desviacién estandar de tres experimentos realizados por
duplicado.
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El patron de desarrollo de la Kp en el grupo C no mostr6 cambios
significativos con la edad posnatal. Notese, que el patron que se observo en el
grupo DIU fue con una tendencia a aumentar con la edad de 4.611 + 0.334 nM al
nacimiento a 5.835 x 0.690 nM a los 90 dias de vida (p<0.01). Es importante hacer
notar, que la constante de disociacion de la union del L-Trp a la albumina en estos
nifios desnutridos fue siempre significativamente mayor al compararla con la de
los nifios controles (p<0.001). Por otro lado, el valor de la Kp en el grupo RN no
retorné al valor normal a pesar de la recuperacion fisica y metabdlica que
mostraron los nifios desnutridos con la recuperacion nutricia temprana (p< 0.001)
(Cuadro 6).

El cuadro 6 también ilustra la Bmax de la unidn del L-Trp a la albumina
purificada de acidos grasos en los nifios de los grupos C, DIU y RN, se aprecié
una disminucion significativa de la Bnax €n los nifios con DIU en relacién a los
nifos normales C (p<0.001). Es notable que la Bnax en los nifilos desnutridos
nutricionalmente recuperados no retorné al valor normal de los nifios controles
(p<0.001).
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Cuadro 6. Constantes de unidn del L-triptofano ala albimina en nifios. controles (C), con
desnutricion in atero (DIU) y recuperados nutricionalmente (RN)

A B
KD Bmax
Edad C DIU RN C DIU RN
(dias)
1 2.297 4.611 11.06 10.60
+ + + +
0.144 0.334° 0.181 0.165 *
30 2.326 4.906 6.304 11.27 10.42 10.58 *
+ + + + + +
0.211 0.490 € 0.912 ¢ 0.072 0.234 * 0.415
5.835 10.64 10.73 *
90 2.217 + 6.168 11.21 + +
+ 0.690 € + + 0.297 * 0.372
0.327 0.346 ¢ 0.147

Cada valor representa el promedio * desviacion estandar (* nM and ® nM L-Trp/mg proteina) de

tres nifios. Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado. Kp (Tratamiento: SC =

67.69, GL =7, MS = 9.67. Residual SC = 3.82, GL = 14, MS = 0.27). Byax (Tratamiento: SC = 2.64,

GL =7, MS = 0.37. Residual SC =0.04, GL =2, MS = 0.02). Las diferencias fueron determinadas

Eor U de Mann-Whitney, ANOVA y prueba de Tukey para comparaciones multiples. * p < 0.05;
<0.Oly€< 0.001.
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V. DISCUSION

Se sabe que la DIU produce una serie de alteraciones a nivel corporal,
que son englobadas en estructurales, metabdlicas y bioquimicas. Estos cambios
han sido extensamente evaluados por diferentes autores y existe consenso
general que los trastornos del crecimiento y desarrollo son los mas marcados
durante la evolucion de la enfermedad, cuya gravedad esta ligada al tiempo de
duracion de la restriccion nutricional. Los resultados de las diferentes medidas
somatomeétricas realizadas en los nifios de este estudio, confirman una vez mas,
que la DIU produce un retardo del crecimiento fisico. Se demostré que el peso
corporal se altera con mas facilidad que la longitud corporal, lo que constituye un
hallazgo universalmente observado, que en parte justifica la conocida clasificaciéon
de desnutricion durante la etapa intrauterina, basada exclusivamente en el déficit
ponderal al nacer de acuerdo a la edad gestacional (Lubchenco, et al.,1963). En
casos extremos de desnutricidn, se observa una verdadera detencion del
crecimiento, que cuando es intensa y prolongada, el retraso del desarrollo fisico se
convierte en regresion de algunas medidas somatomeétricas, o que implica una
disarmonia de los diversos mecanismos homeostaticos que regulan el crecimiento
fisico durante la desnutricion y que ellos no permiten grandes cambios en el
crecimiento fisico (Aguilar, 1944; Down, 964; Fitzhardinge y Steven, 1972,
Fancourt et al., 1976).

Otra forma de obtener una somera y rapida informacion sobre el estado
nutricio al nacer es mediante la relaciéon peso en funcién de la talla e indice de
Miller (Miller y Hassanein, 1973). Se observé en este estudio que los nifios
desnutridos durante la gestacion conservan esta armonia corporal, lo que sugiere
que existen mecanismos metabdlicos prioritarios en el organismo que protegen
hasta cierto limite al cerebro, lo que traduce en un menor déficit del crecimiento

cerebral en relacion al crecimiento del resto del organismo.

Por otro lado, el uso de medidas somatométricas gruesas que evaluan la

estructura cerebral son necesarias en la mayoria de los estudios en humanos
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vivos, porque el deterioro del tejido postmortem sobreviene rapidamente e impide
una adecuada valoracion del peso y tamano cerebral. La medicién del perimetro
cefalico en los recién nacidos, es considerado un indice aproximado del tamafio
del cerebro (Brown, 1966; 1969; Winick y Rosso, 1969). En nuestro estudio, los
nifos desnutridos tuvieron menor perimetro cefalico que los nifos normales, por lo
tanto, se confirma que la masa cerebral disminuye cuando la desnutricion es grave
y prolongada. Diversos estudios postmortem indican que tales medidas estan
alteradas y que los diferentes componentes cerebrales se modifican como son:
disminucién del peso del cerebro y cerebelo, menor cantidad de células nerviosas
determinadas por la cuantificacion de DNA, la cantidad de mielina esta reducida,
menor cantidad de mucopolisacaridos, degeneracion de neuronas y proliferacion
glial (Enesco y Leblond, 1962; Winick y Noble, 1965; Chase y Mckhann, 1967,
Guthrie, y Brown, 1968; Winick et al., 1970; Chase et al., 1972; Cragg, 1972;
Gambetti et al., 1972; Sarma y Roa, 1974; Vasan y Chase, 1976; Bourre et al.,
1981).

También se observd en este estudio que los nifios desnutridos en la
gestacion sometidos a un esquema normal de nutricion a base de leche materna
desde el nacimiento presentaron aumentos somatométricos (peso corporal,
longitud corporal y perimetro cefalico) suficientes que les permitio alcanzar el
crecimiento fisico de los controles. Estas observaciones en conjunto sugieren que
cuando la restriccion del alimento es eliminada durante el periodo neonatal
temprano, el proceso de crecimiento en las células puede continuar con su
desarrollo genéticamente programado, si el medio nutricional y endocrino son

normales, permitiendo una completa recuperacion nutricional (Prader, 1978).

Hay suficiente evidencia cientifica que apoya que el incremento en el
crecimiento fisico durante la recuperacion nutricional es debido al consumo de
grandes cantidades de comida y a una gran eficiencia en la utilizacién de la
energia por las células (Cleary, 1986; Friday y Wilson, 1989). En este estudio no
se cuantifico la cantidad de leche que consumieron los nifios desnutridos

nutricionalmente recuperados, sin embargo, por el aumento de peso corporal que
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mostraron estos pacientes, se infiere que consumieron mas alimento que los
controles, lo que les permitid alcanzar una recuperacion fisica completa. Estas
observaciones confirman que la cantidad de comida ingerida es el principal factor
que participa en la recuperacion nutricional y representan diferentes conductas de
alimentacion que posiblemente lleven a obesidad, si ellos las continuaran hasta la
edad adulta. El consumo de grandes cantidades de comida y el desarrollo de
obesidad son primariamente determinadas por factores genéticos y diferencias en
el gasto de energia, pero también ellos pueden ser la consecuencia de factores
epigenéticos que interacttan durante las etapas tempranas de la vida,
determinando el estado metabdlico y la composicion corporal en la edad adulta
(Cleary, 1986; Eriksson, 1996; Phillips, 1996).

Por otro lado, gran parte de los mecanismos biolégicos que regulan la
ingesta de alimento normal é durante la recuperacion nutricia, residen en el
cerebro. Recientemente, se ha propuesto que la serotonina cerebral participa en la
regulacion de la conducta alimentaria; tiene un papel inhibitorio de la saciedad;
contribuye al control de la saciedad durante el dia y la noche; regula el peso
corporal junto con otros sistemas neuronales; interactia con el sistema
dopaminérgico para el control del comportamiento de la seleccion de nutrimentos;
regula la cantidad de ingesta de proteinas y controla la ingesta relativa de
proteinas y carbohidratos (Shor-Posner y Grinker, 1986; Blundell, 1988). Estos
aspectos experimentales son interesantes, pues plantean la posibilidad de que la
elevacion crénica de la serotonina cerebral observada en los animales desnutridos
altera su neurotransmision serotoninérgica, lo que produciria un patron anormal de
la conducta alimentaria durante la vida adulta. En resultados de nuestro laboratorio
en animales con desnutricién in-Utero, se ha observado una modificaciéon en la
conducta alimentaria, que consiste en una mayor ingesta de proteina y grasa y
una menor toma de carbohidratos y hasta el momento se desconoce cual seria el
patron de conducta alimentaria en los animales desnutridos y recuperados
nutricionalmente y sobretodo en los niflos desnutridos que lograron la
recuperacion fisica completa a base de leche materna a libre demanda, aspecto
que se esta estudiando en nuestro laboratorio.
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También estos resultados confirman que los nifios desnutridos in-Utero
tienen concentraciones menores de albumina en el plasma con respecto a los
nifos normales. Asi mismo, se corrobora que existe un incremento en la
concentracion de albumina plasmatica conforme aumenta la edad, siendo menor
en el plasma de los nifos desnutridos in-Utero. La albumina, es una proteina que
constituye cerca del 50% de las proteinas plasmaticas. Sus funciones mas
importantes en la sangre es la de transportar diversos ligandos enddgenos a sus
organos blancos, asi como mantener el pH y la presion osmadtica del plasma.
Tiene un peso molecular de 66,200 Da, consta de una sola cadena polipeptidica,
plegada por 17 puentes de disulfuro. Tiene una forma eliptica, es altamente
soluble, con fuerte carga negativa y tiene una baja viscosidad intrinseca. No tiene
moléculas de carbohidratos en su cadena polipeptidica y es una proteina muy
estable. Tiene 3 dominios homologos, debido a su expresion genética. También se
ha demostrado que tiene varias regiones de union en la molécula. La regién 1, es
especifica para unir uno o posiblemente tres iones de acidos grasos. La region 2,
es menos especifica, incluye sitios de unién para el L-Trp, tirosina, benzoatos y
posiblemente también cloruros. La region 3, une bilirrubinas, fenol y bromofenol.
La region 4, es un sitio especial para la unién de metales como el Cu™ y Ni*".
Ademas, se ha determinado que una molécula de albumina puede unir hasta diez
moléculas de acidos grasos, aunque normalmente solo une 0.5 a 2 moles de
acidos grasos en dos o tres sitios de union en la proteina (Kragh-Hansen, 1990;
Margarson y Soni, 1998).

La hipoalbuminemia observada en los pacientes de este estudio, se
podria explicar por la desnutricidn, la cual también causa un aumento en la
concentracion de acidos grasos libres en los nifios, ya que desencadena lipdlisis
como fuente principal de energia, pues el aporte nutricional no es suficiente para
cubrir sus requerimientos de proteinas, hidratos de carbono vy lipidos.
Interesantemente, el grupo RN presenté un aumento en la concentracion de
albumina en el plasma que le permitié alcanzar el valor de los nifilos controles, lo
que sugiere que en este caso también actuan diferentes mecanismos metabdlicos

de compensacién que corrigen la sintesis de albumina plasmatica.
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Ademas de los cambios generales, la DIU también es capaz de producir
cambios metabdlicos mas especificos. Uno de estos cambios es el que se ha
demostrado para un grupo de neuronas con funcidon especifica durante el
desarrollo del cerebro en la rata y en los humanos, se trata del sistema
serotoninérgico. Se ha visto que la serotonina cerebral se encuentra elevada, este
aumento esta ocasionado por una elevacién de la fraccion libre del L-Trp
plasmatico, este aminoacido esencial es el precursor de la sintesis de este
neurotransmisor (Hernandez, 1973; 1979 a,b; Manjarrez et al., 1988 a,b;
Hernandez et al., 1989). En efecto, se demostré en este estudio que la fraccion
libre del L-Trp en el plasma se encuentra elevado en los recién nacidos con DIU
en relacion a controles de la misma edad. El grado de unién del L-Trp libre a la
albumina es la condicion bioquimica que hace que aumente o disminuya su nivel
plasmatico. Por lo tanto, este mecanismo puede regular la cantidad de la fraccion
libre del L-Trp plasmatico disponible para ser transportado a través de la BHE
(Hernandez e llinerova, 1970; Boadle-Biber, 1993), al tejido nervioso en donde es
captado por las neuronas serotoninérgicas y en esta forma estimular la sintesis del

neurotransmisor.

Miller et al., (1977) observaron que ratas con desnutricion proteinica,
tienen cambios desde el nacimiento de la relaciéon L-Trp plasmatico libre/L-Trp
unido a albumina, a favor del primero, este cambio es debido a una baja
concentracion de albumina plasmatica. Notese que en los resultados obtenidos en
el plasma de recién nacidos con DIU, también presentaron este cambio, un
aumento de la relacion L-Trp libre/L-Trp unido a la albumina, a favor de la fraccion
libre del L-Trp plasmatico. Se ha demostrado en trabajos previos reportados por
nuestro laboratorio que el resto de los aminoacidos en el plasma en los nifios
desnutridos no muestran los mismos cambios (Hernandez et al., 1989). Por lo
tanto, los presentes resultados confirman la alteracion metabdlica del sistema
serotoninérgico hasta los tres primeros meses de edad posnatal. Al igual que en
los experimentos en animales, en humanos se observa que es el neurotransmisor
cerebral el afectado por los cambios en la fraccion plasmatica libre del aminoacido,
precursor de la sintesis de serotonina cerebral.
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Otros factores metabdlicos que contribuyen al aumento de la fraccién libre
del L-Trp plasmatico en los nifios desnutridos son: disminucion de la concentracion
de albumina circulante, asi como el aumento de la concentracion de acidos grasos
libres plasmaticos (Gessa y Tagliamonte, 1974; Kramer et al., 1990). Estos
eventos no ocurren en los nifilos normales, cuando por alguna circunstancia, la
concentracion de los acidos grasos libres aumenta en el plasma, éstos tienen
concentraciones de albumina circulante normales que proporcionan cantidades
suficientes de sitios de union para los acidos grasos libres y el L-Trp plasmatico,
asi evitan que la fraccion libre del L-Trp aumente en el plasma (Kragh-Hansen,
1990; Margarson y Soni, 1998).

En los nifios desnutridos, los acidos grasos libres pueden competir con el
L-Trp para unirse a la albumina, aumentando asi la fraccion libre del aminoacido.
En este estudio no se observd un aumento significativo de la concentracién de los
acidos grasos libres, lo que sugiere que hay otros factores metabdlicos
involucrados que determinan la disponibilidad de la fraccion libre del L-Trp en

estos nifios desnutridos in-utero.

Otro factor a considerar seria el aumento del catabolismo proteico en los
nifios desnutridos, en este caso, los aminoacidos productos de la degradacién de
las proteinas, por un lado son usados como fuente de energia y por el otro,
aumentan la concentracion de aminoacidos libres plasmaticos. El grupo de
aminoacidos neutros (fenilalanina, valina, isoleucina, leucina y tirosina) compiten
con la fraccidn libre del L-Trp plasmatico por un mismo transportador a nivel de la
BHE para pasar al cerebro. Fernstrom y Wurtam (1971) han postulado que para
que hubiera un mayor paso del L-Trp libre a través de la BHE, el grupo de
aminoacidos neutros que compiten por el mismo acarreador membranal deberian
de estar disminuidos. En este estudio no se determin6é la concentracion de
aminoacidos en el plasma de estos nifos, sin embargo, resultados reportados
anteriormente por nuestro laboratorio no confirman la hipotesis propuesta por
estos autores, ya que el grupo de aminoacidos neutros en los nifios desnutridos

presentaron una correlacion negativa con la fraccion libre del L-Trp y no
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disminuyd, solo mostraron modificaciones aisladas de algunos de ellos. Este
hecho plantea la posibilidad, de que en los nifios, el transporte del L-Trp a través
de la BHE sea por un sistema de acarreador membranal especifico, diferente al de
los aminoacidos neutros (Fernstrom y Wurtman, 1972; Fernstrom et al., 1975;
Yuwiler et al., 1977). Los otros aminoacidos determinados en los nifios desnutridos
en los anteriores trabajos, tampoco mostraron una correlacion con la fraccién libre
del L-Trp. Estos resultados sugieren que el cambio observado en la fraccion libre
del L-Trp, es un cambio especifico para este aminoacido y favorece la hipotesis de
que el desequilibrio del balance entre la fraccidn libre y la fraccion unida a
albumina, regula la disponibilidad del L-Trp para pasar en mayor o menor

concentracién al cerebro en los recién nacidos humanos.

Las hipodtesis del presente trabajo fueron que la desnutricion in-Utero en
los nifios produce un cambio en la cinética de union del L-Trp a la albumina y que
la recuperacion nutricia temprana en estos nifios desnutridos, produce un retorno
a lo normal de la cinética de unidon del L-Trp a la albumina. Los resultados
obtenidos del analisis de las curvas de union del L-Trp a la albumina plasmatica,
permiten confirmar la hipétesis de que la desnutricidn in-Utero es capaz de
producir cambios en la cinética de union del L-Trp a la albumina, ya que se
demostré una disminucién de la afinidad y capacidad de union de la albumina por

el L-Trp (mayor Kp y menor Bpax).

La Kp es una constante que generalmente se expresa en unidades de
moles por litro (M) y es uno de los parametros mas utilizados para determinar la
afinidad de un receptor. Para cuantificar la interaccion del ligando con su receptor
se recurre generalmente a estudios de saturacion. La preparacion que contiene al
receptor, en este estudio fue la albumina plasmatica purificada de acidos grasos,
que se incubd con concentraciones crecientes de L-Trp, a 37 °C durante 10
minutos en una dialisis de equilibrio. La representacion matematica de este tipo de
estudio in vitro permite analizar los parametros de la reaccion del equilibrio entre el
sitio de union de la albumina y su ligado, el L-Trp. Aunque de una grafica de

saturacion es posible inferir los valores de Kp y el numero de sitio de unién, Bmax.
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Sin embargo es preferible analizar los datos por el método de Scatchard, como se
muestra en la figura 2 de este trabajo. Notese que al graficar en las ordenadas la
relacion entre la fraccién unida (especifica) y la libre, y en la abscisa la fracciéon
unida, en la grafica de Scatchard se traza la curva del analisis por saturacién. La
pendiente de esta linea recta representa la K; de la union y su reciproca da el valor
de Kp. En esta representacion grafica, el numero de sitios de unién (capacidad del
receptor) se determina directamente por medio de la intercepcion de la recta con

la abscisa.

En este estudio se observd que los nifios desnutridos tuvieron una
disminucién de la afinidad de la albumina por el L-Trp, que puede ser debido a un
efecto inhibidor de una sustancia quimica, que al unirse a la proteina produce un
cambio en su estructura molecular, alterado de esta manera la union del L-Trp a la
albumina, como es el caso de los acidos grasos libres que son transportados por
la albumina en la sangre. En este trabajo no se observdé ningun cambio
significativo de la concentracion de acidos grasos libres en el plasma de estos
nifios tanto normales como desnutridos, por lo tanto, este hallazgo demuestra que
el papel que tiene los acidos grasos libres como inhibidores competitivos de la
unién del L-Trp a la albumina no es tan importante, pues utilizando
concentraciones equimolares de albumina libre de acidos grasos, la Kp fue mayor
y la Bmax de union del L-Trp a la albumina fue menor en estos nifios desnutridos.
Estos resultados en conjunto nos permiten plantear la hipotesis de que la
desnutricion in-Utero en los nifios, produce un cambio conformacional de la
albumina plasmatica como mecanismo principal que explique los cambios en la

capacidad de union del L-Trp a la albumina (mayor Kp y menor Bpma).

Otro mecanismo que también podria explicar la disminucién de la
capacidad de union del L-Trp a la albumina desnutrida (mayor Kp y menor Bmax),
es la exposicién de la proteina a condiciones de oxidacion, que frecuentemente se
observa en el curso de la DIU, esto es debido al cambio metabdlico que se
desencadena por la restriccion de los nutrimentos. Recientemente, se ha

demostrado que la albumina juega un papel importante como antioxidante en el
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plasma. La identificacién de la albumina como un blanco de las especies reactivas
de oxigeno es de gran interés actualmente por su amplia participacién en las
funciones biolégicas normales y en la fisiopatologia de muchas enfermedades,
incluyendo la Diabetes Mellitus y la Arteriosclerosis entre otras patologias. Por lo
tanto, la DIU podria también ocasionar un cambio conformacional en la albumina a

través de fendmenos oxidativos, aspecto que se esta estudiando en el laboratorio.

Por otro lado, los hallazgos observados en los nifios desnutridos en la
vida gestacional que al nacimiento fueron sometidos a un régimen de
rehabilitacion nutricional temprana, mostraron una recuperacién completa del
crecimiento fisico, de la composicion bioquimica y de la concentracion del
precursor de la sintesis de serotonina cerebral, el L-Trp plasmatico. Pero a pesar
de la recuperacion fisica y bioquimica, la capacidad de unién de la albumina
plasmatica por el L-Trp, permanecié disminuida, este hallazgo es interesante ya
que el mecanismo que explica estos cambios cinéticos en el nifio desnutrido
nutricionalmente rehabilitado parece no deberse a los cambios en el metabolismo
que lo originaron en el nifio desnutrido. El hallazgo de que la concentracion de
albumina plasmatica retorna al valor normal en el nifo rehabilitado
nutricionalmente, deja de ser el factor predominante que interviene en estos
cambios cinéticos, aunque estas alteraciones permanezcan, lo que estaria a favor
de que la albumina procedente de estos nifios desnutridos nutricionalmente
recuperados presente una modificacion conformacional en su molécula que
explique la disminucion de la capacidad de union de la proteina por el L-Trp en los
nifos nutricionalmente recuperados . Por lo tanto, parece ser que el mecanismo
que mantiene aumentada la Kp y disminuida la Bmax en el nifio desnutrido
rehabilitado nutricionalmente podria ser explicado por un cambio conformacional
de la albumina, esto apoyado, como ya se mencionod en los cambios de la cinética

de union de la albumina por el L-Trp.

En conclusidon, los presentes resultados sugieren que en el nifo
desnutrido y nutricionalmente recuperado, el mecanismo que explica los cambios

cinéticos, menor valor de Bnax Y mayor valor de Kp de la albumina por el L-Trp,
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puede no ser debido unicamente al cambio metabdlico relacionado a la
desnutricion. Existe la posibilidad de que la ultima consecuencia de todos los
cambios metabdlicos involucrados durante el estado desnutrido sea una alteracion
conformacional en la estructura de la albumina, con un impacto en la funcién de
esta importante molécula en este tipo de pacientes y que persiste a pesar de la

recuperacién nutricia temprana.
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ANEXO 1

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL GENERAL DE ZONA NO 3 SAN JUAN DEL RiO, QRO.
LABORATORIO DE PATOLOGIA MOLECULAR DE LA UNIDAD DE
INVESTIGACION BIOMOLECULAR, HOSPITAL DE CARDIOLOGIA, CMN

SIGLO XXI.
PACIENTE No: GRUPO
SEXO (M/F): NACIMIENTO (1.PARTO, 2.CESAREA): APGAR:
EDAD GEST. PERCENTIL AL NACIMIENTO:
FUR BALLARD

CRECIMIENTO I.U. (1.AEG, 2.PEG):

NOMBRE DE LA
MADRE:
NOMBRE (9) APELLIDO PATERNO APELLIDO MATERNO
DOMICILIO
CALLE NO. EXTERIOR NO. INTERIOR
COLONIA MUNICIPIO CODIGO POSTAL
TELEFONO DE DONDE ESEL TELEFONO

1.CASA. 2VECINO. 3.FAMILIA. 4TRAB. DEL PADRE. 5. TRAB. DE LA MADRE

DATOSCLINICOS

Dias 1 28 90

Peso corporal (Q)

Longitud (cm)

Perimetro cefdlico (cm)

TIPO DE ALIMENTACION

Lactancia materna

Otras (ml/Kg peso, dilucion)

ENSAYOSBIOQUIMICOS

L-Trp libre

L-Trp tota

AlbUmina

Acidos grasos libres




ANEXO 2
A quien corresponda:

Yo declaro
libre y voluntariamente que acepto participar en el estudio: CINETICA DE UNION DEL
L-TRIPTOFANO A LA ALBUMINA EN EL PLASMA DE HUMANOS
DESNUTRIDOS IN-UTERO Y RECUPERADOS NUTRICIONALMENTE

Que se redlizara en €l laboratorio de Patologia Molecular de la Unidad de Investigacion
Biomolecular, del Hospital de Cardiologia, CMN siglo XXI y €l servicio de Pediatria del
Hospital General de Zona No 3 de San Juan del Rio, Querétaro, ambos del Instituto
Mexicano del Seguro Social. Cuyo objetivo consiste en: Determinar que la desnutricion in-
Utero produce un cambio de la cinética de union del L-Trp alaabuminay que retornaalo
normal en los humanos nutricional mente recuperados.

Estoy consciente de los procedimientos y pruebas para lograr €l objetivo mencionado, que
consiste en latoma a mi hijo de una muestra de sangre de 2 ml al momento de nacer, alos
28 diasy alos tres meses de edad.

Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme del estudio en el momento que yo asi o
desee. También que puedo solicitar informacion adicional acerca de los riesgos y
beneficios de mi participacion en el estudio. En caso de que decidaretirarme del estudio, la
atencidn que recibo en esta institucién como paciente no se vera afectada.

NOMBRE

DIRECCION

FIRMA

TESTIGO

DIRECCION

FIRMA

TESTIGO

DIRECCION

FIRMA

FECHA
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