AMINOACIDOS LIBRES EN LIQUIDO AMNIOTICO
DE 50 GESTANTES A TERMINO

Or. JACK HARRISON
Dr. RENE CERVANTES BEGAZO (<)

El principal aspecto bioquimico del crecimiento fetal seré dado
fundamentolmente por la sintesis de estructuros proteicas o partir
de oaminodcidos libres por via de la circulacion placentarie o por
medio de la ingestién de liquido amnidtico por el feto. Con el fin
de aportar en este aospecto, el presente frobojo muestra los resul-
tados obtenidos al determinar los ominoacidos libres en liquido am-
noético de 50 gestantes de 39 o 41 semanas, obtenide por am-
niocentesis tronsvagincl en el momento del parto y utilizondo la
técnica de cromatograofia de intercambio iénico habiéndose iden-
tificado 19 aminodcidos que mostraron marcadas variaciones entre

los volores de cada muestra

INTRODUCCION

El principal aspecto bioquimico del cre-
cimiento fetal estd dado fundamental-
mente por la sintesis de
funciones proteinicas a

estructuras vy
partir de los
aminodcidos libres por via de la cir-
culacién placentaria o por medio de la
ingestién de liquido amnibtico por el
feto, el conocimiento de los niveles de
dichos aminodcidos podria por fo tan-
to permitir la identificacién "
de ciertos transtornos metabélicos o de-

in Utero™

fectos en el transporte de aminodcidos
con miras a establecer un diagnéstico y
terapéutica antes del nacimiento.

{*) Profesor Asociads del Departamento de Obs-
tetricio y Ginecologia de la Universidod No-
cional Mayor de San Morcos de Lima, Perd.
Director del Progromo Matermo del Instituto
de Neonaotologio y Proteccién Moterno Infan-
til, Lime - Perd.

respecto al mismo aminodcido.

Para la determinacién de los niveles de
aminodcidos libres en el liquido amnid-
tico humano se ha empleado la croma-
togratia en papel y en el afo 1969, Le-
vy y Montag (18] utilizaron el método
de cromatografia automatizada de in-
tercambio idnico en columna. Determi-
naciones seriadas segUn las diferentes
edades gestacionales, fueron realizados

por Kerr y Kennan en la mona rhesus
en 19469,

El presente trabajo, tiene por finalidad
establecer, usando el
matografia de

método de cro-
intercambio ibnico en
columna, los niveles y tipos de amino-
acidos libres existentes en el liquido am-
nidtico de gestantes humanas a térmi-
no en trabajo de parto y clinicamente
normoles.
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MATERIAL Y METODOS

El liquido amnidtico fue extraido me-
diante amniocentesis transvaginal en
50 gestantes a término y sin complica-
ciones internadas en el Departamento de
Ginecologia y Obstetricia del INPROM]
y en el Servicio de Obstetricia del Hos-
pital Obrero de Lima. Sélo se incluye-
ron gestaciones con una duracién calcu-
lada de 39 a 41 semanas y que termi-
naron.con el nacimiento de un solo ni-
fio normal, con un peso que fluctud en-
tre 2.700 a 3.400 gromos. Todas las
muestras fueron liberadas de sangre vy
meconio, presentando un pH de 7.0 o
mayor.

A. Extraccién de liquido amniético

Las muestras consistentes en 5 cc. de
liguido amnidtico por paciente fueron
extraidas por puncién transvaginal a
través de espéculo, transferidas a fras-
cos estériles y llevados a refrigeracién
hasta congelacién. Dentro de los 5 dias
posteriores a su obtencién, cada mues-
tra fue deshelada y filtrada a través
de papel filtro Waltman N° 1. Luego se
procedié a la desproteinizacién con 4ci-
do sulfosalicilico vy
2.000 rpm por 20 min. usandose una
parte del sobrenadante para la croma-
tografia de intercambio idnico.

centrifugacién a

B. Cromatografia en columna

Para la extraccidn de los aminodcidos
libres del liquido amnidtico, se usd el
método columna,
utilizdndose como muestra liquido am-
nidtico previamente tratado con 25
mgrs. de écido sulfosalicilico para 2 cc.
de liquido, siendo centrifugados a 2.000

rom durante 20 minutos.

cromatogréfico en

De la muestra de liquido amnidtico cen-
trifugado, se utilizd 1 cc., cuyos amino-
Gcidos fueron fijados por resina trata-
da, liberdndolos posteriormente median-
te el uso de Hle al 5%, evaporacién,
adicién de agua destilada y disoluciédn
del residuo final en 5 cc. de alcohol
isopropilico al 10%, quedando los ami-
nodcidos libres para los ensayos
matogréficos posteriores.

cro-

C. Cromatografia en capa fina

Para la determinaciéon cualitativa de
los aminodcidos libres separados en la
columna, se utilizé el método cromato-
gréfico bidimensional en capa fina se-

gun fanderath (1966).

D. Cuantificacién de los aminoécidos

Los aminodcidos fueron evaluados
cuantitativamente frente a sus respecti-
vos standards, en un Densitémetro Pho-
tovolt 520, de acuerdo @ su densidad
bptica, al ser separados mediante cro-
matografia unidimensional (ascendente)

en pliegos de papel Woltman Ne 1.
E. Procedimiento

El procesamiento de las muestras se
realizé en el [nstituto de Bromatologia
y Nutricién de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos.

De las 50 muestras de liquido amnidti-
co, 10 de ellas fueron procesadas en
las 40 restantes se
hicieron en pools constituidos por 10 y
20 muestras respectivamente.

forma individual,

Los pools se obtuvieron con la extrac-
cidén de 2 ml. de liquido amniético de
cqda una de las muestras, las cuales
fueron colocadas en un recipiente apar-
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te y estéril, del cual se tomaron 2 ml.
siendo procesados como si tratara de
una sola muestra, tanto para la sepa-
racién de los aminodcidos por croma-
tografia de intercambio idnico en co-
lumna, como para sus determinaciones
cualitativas y cuantitativas en capa fi-
na y en papel respectivamente.

Las 10 muestras trabajadas individual-
mente fueron numeradas consecutiva-
mente del 1 al 10. Al primer pool de
10, se le denomindé con la letra A",
al segundo, también de 10 con la le-
tra "8 y al tercero de 20 muestras, con
la letra “'C”

Luego de procesadas las 10 muestras
individuales se pudo comprobar la
enorme variacién en cuanto a la canti-
dad de un aminodcido determinado en
cada una de las muestras, no existien-
do un molde cuantitativo aparente, ni
aumento proporcional en la concentra-
cidn de estos aminodcidos libres espe-
cificos, lo cual coincide con los resulta-
dos de otros investigadores (29}, {18).

Esto nos hizo considerar la convenien-
cia de la realizacidn de pools con las
otras muestras, obteniendo de esta ma-
nera un indice promedio que pudiera
utilizarse como base de comparacién.

En lo referente a los aminodcidos, leu-
cina e isolencina debido a la dificul-
tad de su cuantificacién con el solven-
te empleado para los deméds amino-
4cidos, se utilizdé uno especial que cons-
ta de: Etil-metil-Ketona, Piridina, agua
y dcido acético glacial en las propor-
ciones de 70: 15: 15: 2v/v, siguiéndose
posteriormente las mismas etapas que
se usaron para la determinaciéon de los
otros aminodcidos. Los standards de es-
tos dos aminodcidos fueron aplicados

separadamente y determinados en igual
forma en cada una de las muestras.

RESULTADOS

La figura N 1 muestra un cromatogra-
ma bidimensional en capa fina, sena-
lando los 19 aminodcidos libres pre-
sentes en el liquido amniético que nos
fue posible detectar.

La figura N° 2, representa un cro-
matograma en el cual se ha usado la
técnica unidimensional (ascendente) en
papel Whatman N2 1, que ilustra acer-
ca de
determinaciones cuantitativas con ayu-
da del densitémetro.

la forma como se hicieron las

valores
los ami-
las 10 mues-
tras individuales, su promedio y ran-

Lo Tabla N° 1, presenta los
cuantitativos de cada uno de
noécidos encontrados en

gos; pudiendo observarse las variacio-
nes tan marcadas que existen entre los
valores de cada muestra respecio del
mismo aminodcido y como esta varia-
cién se hace algo mas discreta al con-
siderar los valores del promedio de las
10 muestras individuales y cada pool,
lo que puede apreciarse mas claramen-
te en la Tabla N¢ 2. Se puede observar
asi mismo que los valores que alcan-
zaron los niveles mds altos corraspon-
de o los siguientes cminodcidos: Ala-
nina, Serina, Treonina y Lisina.

Por otro lado, aquellos que presenta-
ron las cantidades mds pequenas son:
Tirosina, Acido Aspartico y Arginina.
Ademéas en algunas de las muestras
no fue posible determinar ciertos ami-
nodcidos, debido o que no presentaron
un rango de 0.09 o mayor al ser me-
didos al densitémetro.
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FIGURA N¢ 1
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CROMATOPLACA BIDIMENSIONAL QUE MUESTRA LOS 19 AMINOACIDOS ENCONTRADOS
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FIGURA N° 2

CROMATOGRAMA EN PAPEL, UNIDIMENSIONAL PARA LA DETERMINACION CUANTITATIVA DE
AMINOACIDOS
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TABLA N° 1

VALOR CUANTITATIVO, RANGOS Y PROMEDIO DE LOS 19 AMINOACIDOS EN LAS 10 MUESTRAS
INDIVIDUALES, EXPRESADOS EN ug/boui

Aminodcidos 1 11 H v v Vi VIl Vil iX X Rangos Prom,
Alanina .80 .65 40 .25 .30 .32 .28 .32 .40 .51 .25 .80 42
Arginina .28 40 .15 .28 18 27 a4 12 7 20 .12 .40 .21

Ac. Aspartico 30 12 ND M ND 15 .14 .32 ND .13 ND .30 8
Ac. Glutdmico 60 56 .28 .30 .28 .20 .28 .31 .30 15 15 60 .32
Cisteina .28 .1 18 .21 15 .23 .14 30 .10 .27 a0 .30 19
Cistina .58 60 .20 .62 .24 30 .20 .30 40 .20 .20 .60 .36
Fenilolanina .40 .43 5 38 26 .27 .14 .28 .26 ND ND .43 .28
Glicino 70 .45 .30 .28 .41 50 .21 .25 .28  .3) .21 70 .36
Glutomina 32 .70 4] 51 25 19 .22 40 .30 .42 a9 70 .37

Histidina 42 40 .34 40 48 .28 10 .24 20 .30 .10 .42 31

Isoleucina 32 45 .38 42 a5 12 a2 a4 a8 20 .12 .45 24
Leucina .38 .40 .4} 40 ND .15 ND .12 ND ND ND .40 31

Lisina .56 .28 .70 .68 .20 .30 .22 .25 44 ND ND 70 .40
Metionina .28 .32 19 .21 A7 18 6 22 2% 18 7 .32 .23

Prolino 28 .35 .27 .5 25 .32 60 16 .28 a5 5 60 .31

Serina 76 70 64 76 36 .64 34 50 60 .32 .32 76 .56
Tirosing ND AE) ND 10 ND ND R .09 ND .10 ND .15 a0
Treonino 64 74 60 .54 44 32 .25 45 40 30 .25 74 46
Valina a5 .30 12 .2 .35 15 a7 .20 . a2 . .35 19

ND: Contidad no determinable.

TACLA N° 2

VALORES PROMEDIO FINALES DE LOS 19 AMINOACIDOS EN LAS 50 MUESTRAS, OBTENIDO DE LOS
POOLS Y EL PROMEDIO DE LAS 10 MUESTRAS INDIVIDUALES

Aminodcidos Pool Pnol Pool Prom. Prom.
A-10 B-10 c-20 10 M. Final
Alanina 0.53 0.48 0.43 0.42 0.46
Arginina 0.5 0.10 0.11 0.21 0.3
Ac. Aspartico 01 0.12 0.10 0.18 0.12
Ac. Glutdamico 0.36 0.29 0.31 0.32 0.30
Cisteino 0.21 0.17 0.18 0.19 0.18
Cistina 0.36 0.38 0.34 0.36 0.36
Fenilolanina 0.24 0.18 0.22 0.28 0.22
Glicina 0.29 0.3) 0.32 0.36 0.32
Glutomina 0.29 0.32 0.30 0.37 0.31
Ristidino 0.28 0.23 0.20 0.31 0.24
Isoleucino 0.21 0.22 0.18 0.24 0.20
Leucina 0.25 0.29 0.23 0.31 0.26
Lising 0.36 0.42 0.38 0.40 0.38
Metionino 0.16 0.20 0.18 0.21 0.18
Prolina 0.17 0.20 0.19 0.31 0.21
Serina 0.50 0.46 0.40 0.56 0.44
Tirosina 0. 0.10 0.10 0.1 0.10
Treonina 0.46 0.42 0.40 0.46 0.43

Valina 0.19 0.7 0.20 0.19 0.18
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La Grafica N 1, fos valores
promedio finales de cada uno de los

aminodcidos.

presenta

Cabe también mencionar que los ami-
nodcidos que mostraron las mas am-
plias fueron: Alanina vy
Glutamina y las menores: Metionina vy
Tirosina como puede apreciarse en la
Tabta N° 1.

variaciones

La Tabla Ne 3, representa la abundan-
cia comparativa de aminodcidos en el
liquido amnidtico de un estimado de
4 trabajos semicuantitativos.

COMENTARIO

Las informaciones mas (tiles acerca de
diversos fenémenos que pueden
afectar al feto desde la gestacidn tem-
prana hasta el comienzo del trabajo de

los

parto, se logran actualmente gracias a
los estudios biogquimicos, farmacolégi-
cos, citogenéticos, citomorfoldgicos e
inmunoldgicos que pueden realizarse
en el liquido amnidtico, dichos estudios
en lo que a lu determinacidén cualitati-
va y cuantitativa de los aminodcidos
libres se refiere, pueden realizarse en
cualguier laboratorio de regular mon-
taje sin necesidad del ""Amino Anali-
instrumenio automatizado de co-
lumna, siempre que se
tenga cuidado en minimizar los erro-
res subjetivos y de manipulacién.

zer'’,
muy costoso,

Los hallazgos informados en el presen-
tz trabojo difieren de los encontrados
por otros autores tanto en lo referente
a los aminodcidos hallados, asi como
en lo concerniente o los valores mas

altos y bajos, concordando en la mar-

TABLA N? 3

ABUNDANCIA COMPARATIVA, SEMICUANTITATIVA DE LOS AMINOACIDOS EN EL LIQUIDO AMNIOTICO

Aminodcidos

Abundancia comparativa (*)

Alanina
Arginino

Ac. Aspdrtico
Ac. Glutdmico
Cisteina
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamina
Ristidina
\soleucina
Leucina

Lisina
Metionina
Prolina

Sering

Tirosina
Treonina
Valina

+4+
+
++
+++
-+

+
+
+++
++
+++
+
++
+++
+
++
++
+
++
++

(*) Estimado de 4 irobojos.
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cado variacién para un solo aminoéci-
do en las diferentes muestras.

Wirtschafter (29) y Palliez y col. (18)
estudiando liquido amniédtico de ges-
16y 19
algunos

tantes a férmino, encontraron
aminodcidos respectivamente,
de los cuales no fueron encontrados por
nosotros y viceversa. Levy y Montag
(18) en cambio, en 16 gestantes a tér-
mino, encontraron 23 aminodcidos li-
bres, 4 més de los reportados por no-
sotros: la taurina, citrulina, ornitina vy
acido-A-aminobutirico.

Desde el punto de vista cuantitativo hay
literatura en cuanto al
tipo de aminodcidos que se encontraron
en mayores concentraciones (29), (18).
levy y Montag (18) determinaron entre
los titulos mds altos a la glutamina, se-
guida por ta alanina y la glicina; y en-
tre los titulos de mas bajo valor al éci-
do-A-aminobutirico,

variacién en la

citrulina y metioni-
no. En nuestra serie las mayores concen-
traciones correspondieron o fa alanina,
sering, treonina y dcido glutédmico y las
menores a la tirosina, &cido aspdrtico
y argininc.

En relacién a la importancia de los
libres del liquido

tico en la nutricién fetal, Levy y Mon-

aminodcidos amnid-
tag (18) refieren que los aminodcidos
hallados en el liquido amnidtico, son
los mismos que los encontrados en la
sangre materna, concluyendo en
compdaraciones cuantitativas, que los
aminodcidos del liquido amnidtico son
derivados de por lo menos 3 fuentes:
sangre materna, sangre fetal y orina
fetal, agregando como otras fuentes a

SUS

la membrana amniética, vermix caseo-
sa y piel fetal. Wirtschafter (29} con-
cluye que la concentracién de amino-

acidos libres en el suero del cordén um-
bilical humano en el momento del par-
to es, en todos los casos examinados,
mayor que en el suero materno y li-
quido amniético. Por otro lodo, si se-
gun Curet (6}, la disponibilidad de ami-
nodcidos por el feto tieme gran impor-
tancia para la nutricidn y crecimiento
del mismo, ya que en la mayor parte
de los mamiferos el peso fetal o de la
camada es modificado de manera no-
table por la desnutricidon materna, es
dable suponer gestantes con
dietas deficitarias y mal balonceadas,
como las pertenecientes al grupo estu-
diado por nosotros en el Perd, los ni-
veles de aminoécidos libres en el li-
quido amnidtico en comparacién con
los hallados por otros autores en ges-
tantes por lo comin con alimentacién
bien balanceada, serian de valor me-
nor. Sin embargo, ni ain para los ami-
nodcidos esenciales no nos ha sido po-
sible confirmar este
postulado, dadas las diferencias en fos
valores para un mismo aminodcido.
Curet (6) explica que el efecto de la
desnutricidn  materna en los primates
incluido el ser humano, es menos inten-
so, dependiendo del crecimiento com-
parativamente lento del feto, y el pe-
so mdas bajo en relacién a la madre.

que en

categéricamente

Winick [28) a su vez informa que Uni-
camente la duracién de la desnutricién
y la gravedad de la misma durante el
periodo incipiente critico, retardon el

crecimiento placentario y fetal.

A todo lo anteriormente expuesto de-
bemos agregar el problema del trans-
torno primario de la funcidn placenta-
ria. Curet (6) al respecto refiere que es
muy probable que la fuente principal
de proteinas fetales sean los aminoaci-
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dos libres maternos y gque son transpor-
tados en forma activa a través de la
placenta, contra una gradiente de con-
centracidn, El meconismo de transpor-
te agrega Curet entrafaria 3 etapas que
al parecer segin lo conocido, podrian
depender de un adecuado balance en-
tre el estrégeno y la progesterona, da-
dos los efectos de estas hormonas so-
bre la concentracién materna y capta-

cién uterina de aminodcidos.

Kerr y Kennan (16} trabajando en la
mona Rhesus o diferentes edades ges-
tacionales  encontraron una disminu-
cidén secuencial y progresiva de los va-
lores de los 19 aminodcidos que les
fue posible determinar, con excepcién
de la taurina, sugiriendo que cuando el
liguido amniébtico es deglutido por el
feto, el descenso de la concentracidn
de los aminodcidos pudiera depender
de la absorcidn de los mismos por el

intestino fetal.

En confirmacién del anterior postulado
Manzanilla y colaboradores {28), detec-
131 en
la sangre, tiroides y orina de 2 neona-
tos a cuyas madres se inyectd dicha
substancia en la cavidad amnidtica 20
hrs. antes del parto, abriendo camino
a cierto tipo de terapéutica intraamnié-
tica antenatal.

taron albdmina marcada con

la necesidad de
estudios simulténeos en suero materno
y fetal para ghondor en el meconismo
de transferencia placentaria de los ami-

Somos conscientes de

noacidos y el rol e implicancias de las
determinaciones del liqguido amniético

en la nutricién fetal.

CONCLUSIONES

La determinacidén de aminodcidos libres
en liguido amnidtico humano de 50

gestantes entre
gestacionales,

las 31 y 41 semanas
obtenido por puncién
amnidtica transvaginal en el momento
del parto y utilizando la técnica de cro-
matografio de intercambio iénico, per-
mitié obtener las siguientes conclusio-
nes:

1. Se identificaron 19 aminoécidos li-

bres.

2. Se observaron marcadas variacio-
nes entre los valores de cada mues-
tro respecto ol mismo aminodcido,

concuerda con la

lo cual literatura.

3. Llos valores que alcanzaron el nivel
mds alto correspondieron a los si-
guientes aminodcidos: Alaning, se-
rina, treonina y lisina. Los niveles

encontrados en

los aminodcidos siguientes: Tirosina,

4cido aspartico y arginina.

mas bajos fueron

4. La técnica y hallazgos
abren

descritos,
camino para identificacion
antenatal de ciertos franstornos me-
tabdlicos y su tratomiento en nues-

tro medio.

5. Se necesita estudios simultdneos en
suero fetal y materno para confir-
mar los hallazgos de la
en relacién al mecanismo de trans-
ferencia placentaria de los amino-
acidos y sus implicancias en la nu-
tricién fetal.

literatura
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