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La presente investigacion de tipo observacional, descriptivo, de cohorte transversal
estudié el dosaje sérico de arginina (Arg) y citrulina (Cit) en neonatos del
I.LAHU.L.A. La técnica usada fue electroforesis capilar (EC) con deteccion de
fluorescencia inducida por laser, en suero sanguineo de los recién nacidos. Se
encontré correlacion entre los niveles séricos de Arg y Cit para los neonatos a
término siendo mas elevados gue el de los neonatos pretérmino, los cuales en ellos no
hubo correlacidn entre aminoacidos. Estos hallazgos evidencian que los neonatos en
diferentes etapas de la prematuridad son metabdlicamente distintos y sugiere crear
valores referenciales de niveles plasmaticos y séricos de aminoécidos para estos

grupos vulnerables y para la poblacion venezolana.
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INTRODUCCION

La evaluacién del estado nutricional del recién nacido o neonato (RN) es
fundamental, debido a las evidencia cuantiosas de una asociacion significativa del
peso bajo al nacer (PBN), con mayor morbilidad y mortalidad perinatal,
prematuridad, paralisis cerebral y efectos adversos tanto en la infancia como en la
vida adulta. (Centro de Atencion Nutricional Infantil de Antimano [CANIA], 2009).
Por otra parte hay conceptos y premisas que sustentaban el manejo clinico de estos
RN que han cambiado con base en evidencias aportadas por estudios de un namero

muy importante de RN con PBN para la edad gestacional (PBEG) (CANIA, 2009).

Por otra parte la identificacion precoz y afectiva de las causas de los problemas
que el RN pueda presentar permitira un manejo adecuado de los casos y la prevencion
de aquellas complicaciones, tanto perinatales como a largo plazo relacionadas con

esta problematica (CANIA, 2009).

El amino&cido arginina juega un papel clave en muchos procesos metabolicos en
la salud y enfermedad, tales como en la desintoxicacion de amoniaco (ciclo de la
urea), en la sintesis de poliaminas y la creatinina, en la modulacion de la funcion
inmune, en la liberacion de hormonas anabdlicas, y en la sintesis de 6xido nitrico

(NO). La arginina es considerada un aminoacido condicionalmente esencial porque la
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sintesis de arginina enddgena puede no ser suficiente para satisfacer las necesidades
metabdlicas, especialmente durante el crecimiento de bebés y nifios durante
condiciones altamente catab6licas. Los nifios con enfermedades criticas, por tanto,
pueden estar en riesgo de desarrollar deficiencia de arginina (Van Waardenburg,

Betue, Luiking, Engel, & Deutz, 2007).

La implementacién de la cuantificacion de aminoacidos y la comparacion con los
valores de referencia de aminoécidos en plasma permitird aumentar el conocimiento
sobre la incidencia de patologias, junto con otros factores, su diagnéstico preciso y
oportuno y la implementacion de un adecuado seguimiento nutricional (Malaver et al,

2009).

Bajo el fundamento tedrico que alega acerca de la importancia del aminoacido
arginina considerado como un aminoacido condicionalmente esencial para ciertas
condiciones patoldgicas que se presentan dentro del ciclo vital es de real importancia
hacer diagnostico bioquimico — nutricional. Posteriormente a ello se podran tomar
decisiones clinicas en el suministro de este nutriente para optimizar el lapso
nutricional por el cual cursa los niveles del analito que se presenten en un momento

dado.
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CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

En las Gltimas décadas, las tasas de supervivencia de nifios nacidos prematuros en
especial con muy bajo peso (RNPMBP), aumentaron de forma considerable, en parte
debido a que el conocimiento de las peculiaridades nutricionales de estos nifios ha
evolucionado de manera sistematica. La nutricion ejerce un papel fundamental en el
crecimiento y desarrollo del RN y su principal objetivo es abastecer nutrientes para
mantener un crecimiento similar al de la etapa intrauterina y garantizar un desarrollo
intelectual, cognitivo y motor satisfactorio a largo plazo. Los prematuros y RN de
BPN presentan reservas disminuidas de nutrientes y en consecuencia su tolerancia al

ayuno es limitada (Setton & Fernandez, 2014).

Nada méas en la ciudad de Mérida nacieron en el 2014 (hasta el mes de
septiembre) 11.771 neonatos, dentro de lo cual 268 eran bajo peso. Asi mismo en el

Instituto Autonomo Hospital Universitario de los Andes del estado Mérida
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(ILA.H.U.L.A) nacieron 3.712 neonatos; de los cuales 234 resultaron ser bajo de peso

segun la Corporacion de Salud del estado Mérida.

Se ha documentado ampliamente que los neonatos de muy bajo peso al nacer
(MBPN) no tienen la capacidad de cubrir sus necesidades de cisteina, taurina,
histidina y arginina. Por lo tanto, estos amino&cidos son considerados
condicionalmente esenciales para este grupo de edad (Sociedad Venezolana de

Puericultura y Pediatria [SVPP], 2009).

Ademas, de los 10 aminoacidos esenciales de la infancia, la arginina, glutamina y
los aminoéacidos ramificados son considerados condicionalmente indispensables para
pacientes con estrés. La arginina es sintetizada por el enterocito, tiene un rol
inmunolégico y es sustrato para sintesis de Oxido nitrico; existen estudios que
muestran niveles plasmaticos de arginina disminuidos en recién nacidos con
hipertension pulmonar y en neonatos que inician una enterocolitis necrotizante (SVPP

,2009).
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Con respecto a los aminoacidos esenciales se deben aportar en cantidades que
cubran los requerimientos minimos; pero no debe descuidarse el aporte de los
semiesenciales: tirosina, histidina, glicina, glutamina y arginina, ya que si no hay un
aporte adecuado, los esenciales seran utilizados para su produccién en lugar de ir a la
requerida sintesis proteica. Esta situacion es frecuente cuando el pretérmino sufre
enfermedades intercurrentes y no se frena la protedlisis por medio de una

intervencion nutricional parcial (Gil, 2010).

Hace ya mucho tiempo que se admitio que los requerimientos de la arginina
pueden alterarse en ciertas patologias. Es evidente por su posicion en el ciclo de la
urea que la arginina puede sintetizarse facilmente en el organismo. A pesar de ello
una dieta libre de arginina origina disminucién del crecimiento y produce
hepatoxicidad en varios modelos animales. Por otra parte, las soluciones de nutricion
parenteral (NPT) exentas de arginina causan hiperamonemia, acidosis metabdlicas y
coma en la especie humana. Ademas la sintesis de arginina esta disminuida en los
RN, especialmente en los prematuros debido a que varias enzimas del ciclo de la urea

maduran alrededor del crecimiento (Gil & Sanchez, 2005).

La arginina es inusualmente abundante en el fluido alantoideo durante la primera
etapa de la gestacion (4 — 5 mmol/L) lo que habla en favor de la funcion de este

aminoacido en la nutricion y el metabolismo de la unidad fetoplacentaria. Las
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poliaminas y el 6xido nitrico (NO) son esenciales para la implantacién y desarrollo
del embrién, asi como para la angiogénesis de la placenta, lo que permite el
suministro adecuado de nutrientes al feto. La deficiencia de arginina causa
crecimiento intrauterino retardado y aumento de la mortalidad perinatal en animales.

(Gil, 2010).

A pesar de los estudios realizados en animales se sabe muy poco de los
mecanismos para mantener la homeostasis de la arginina en el feto. No obstante,
estudios recientes indican que durante la ultima etapa de la gestacion, la captacion
uterina de arginina no es suficiente para satisfacer los requerimientos fetales, por lo
que probablemente la sintesis fetal endogena a partir de glutamina y citrulina

desempefia un papel fundamental durante el periodo perinatal (Gil, 2010).

Son muchos los trabajos que describen una progresiva disminucién de las
actividades de diversas enzimas del metabolismo de los aminoacidos a medida que
avanza la gestacion. Todos estos cambios se enmarcan en un contexto de ahorro de
nitrégeno, asi como también los descensos en la actividad de las enzimas del ciclo de
la urea, que son ya apreciables en etapas muy tempranas del periodo; no obstante,
dificilmente puede residir la causa de la disminucién en la produccién de urea en las
bajas actividades de enzimas que en la mayor parte de los casos ni son limitantes de

sus vias ni trabajan tampoco en condiciones cercanas a la saturacion (Herrera, 1998).
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El dnico modulador al6sterico descrito hasta la fecha implicado en la regulacion
del ciclo de la urea es el N-acetil glutamato, activador de la carbamil-fosfato sintetasa
I, enzima que cataliza la entrada de amonio al ciclo mediante la sintesis de carbamil-
fosfato. A su vez, el N-acetil glutamato se sintetiza a partir de acetil- CoA vy
glutamato a través de la reaccion catalizada por la N-acetil glutamato sintetasa

(Herrera, 1998).

La arginina es activador alostérico de esta Ultima enzima, aungue su presencia no
sea imprescindible para que se desarrolle su actividad. Se supone que una eventual
deficiencia en este aminoacido induciria una disminucion de la sintesis de carbamil-

fosfato y esto a su vez resultaria en un menor flujo ureagénico (Herrera, 1998).

Asi un bloqueo del suministro de arginina puede causar una deficiencia en la
sintesis enddgena de arginina y conllevar retraso del crecimiento intrauterino. De
cualquier forma se ha descrito que la actividad de arginina succinato liasa es baja
tanto en la prematuridad como en situaciones de desnutricion en los lactantes, lo que
conduce a niveles séricos disminuidos de arginina y por lo tanto a la detencién del

crecimiento (Gil, 2010).
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Los requerimientos de arginina por todos los mamiferos jévenes son muy elevados
debido a la abundancia relativa de este aminoécido en las proteinas y a sus funciones
en el desarrollo. En los requerimientos que deben contener las formulas para
pretérmino se considera que la arginina debe tener un cantidad minima de 72 mg/ 100
kcal y una cantidad maxima de 104 mg/ 100 kcal (Gil, 2010). Parad6jicamente las
soluciones usadas en nutricion parenteral en la infancia son deficientes en arginina o
no contienen glutamina; un aminoacido condicionalmente esencial para el prematuro

y precursor mayoritario en la sintesis de arginina (Gil, 2010).

Las soluciones disponibles para el recién nacido estan disefiadas basandose en el
aminograma plasmatico de un recién nacido a término a la edad de 1 mes, 2 horas
postprandial, sano, con lactancia materna. Este estandar tiene algunas limitaciones
para los prematuros extremos, que presentan estrés infeccioso o quirdrgico,
inmadurez renal, hepética y, ademas, el aminograma no solo es el resultante de la
leche ingerida sino que suma el efecto de la sintesis y metabolizacién de aminoéacidos

en el enterocito y el higado (Gil, 2010).

Asi , se ha demostrado la existencia de hiperamonemia en mas del 50% de los
nifios pretérmino que reciben NPT exclusiva con soluciones gque no contienen
glutamina, ornitina o citrulina, y el tratamiento efectivo por administracion

intravenoso de arginina. La hiperamonemia es paralela a la hipoargininemia (< 32
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mmol/L, un tercio de la concentracion encontrada en los nifios alimentados al pecho).
Ademas en estos nifios los bajos niveles de arginina se asocian a una mayor
incidencia y gravedad del sindrome de distrés respiratorio neonatal (SDRN), la
enfermedad pulmonar més frecuente en los neonatos, asi como enterocolitis

necrotizante (Gil, 2010).

Asi mismo en los recién nacidos prematuros (RNP) alimentados por via enteral
con 2 g/kg/dia de proteina (una cantidad suficiente para los lactantes normales), se
produce hipoargininemia, lo que indica que el suministro dietético de este aminoacido
en cantidad suficiente es fundamental para el desarrollo del nifio prematuro. Se
necesitan estudios en la infancia para definir los requerimientos dietéticos en
arginina, no obstante estudios en cerdos lactantes indican que al menos del 60% de
las necesidades de arginina en el periodo neonatal se satisfacen mediante sintesis

enddgena (Gil, 2010).

La inhibicion de la sintesis de citrulina en el intestino da como resultado
inmediato la disminucion de la concentracion de arginina en el intestino y la
detencion del crecimiento. Las proteinas se aportan como soluciones de aminoacidos
(aa) cristalinos. Las soluciones especiales para recién nacidos son las mas adecuadas

para la nutricion neonatal (Gil, 2010).
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Formulacion del problema

¢Qué relacion guarda la concentracion sérica de arginina y citrulina en los neonatos

prematuros y neonatos a término?

Objetivos
Objetivo general
» Determinar el dosaje sérico de arginina y citrulina en neonatos del Instituto

Autonomo Hospital Universitario de los Andes (I.A.H.U.L.A).

Obijetivos especificos

» Dominar la técnica de electroforesis capilar (EC) como técnica especial para

la deteccion de moléculas a través de marcaje con fluorescencia.

» Precisar la arginina y citrulina en neonatos prematuros como grupo objetivo

de estudio.

» Precisar la arginina y citrulina en neonatos a término como grupo comparativo

del comportamiento metabdlico de ambos aminoacidos.

» Contrastar la dinamica existente entre los niveles séricos de arginina y

citrulina del grupo de estudio y grupo comparativo, asi como la relacion con
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variables antropomeétricas y obstétricas como el peso al nacer (PAN) y la edad

gestacional (EG).

Justificacion

La arginina es un amino&cido que es nutricionalmente esencial para el feto y el recién
nacido. Un problema nutricional significativo en los RNP es una deficiencia grave de
arginina (hipoargininemia) lo que puede resultar una hiperamonemia, asi como
compromisos del sistema cardiovascular, pulmonar, neurolégico y la disfuncion
intestinal. La deficiencia de arginina puede contribuir a la alta tasa de morbilidad y
mortalidad infantil asociada a los nacimientos prematuros (Wu, Jaeger, Bazer &
Rhoads, 2003). En Venezuela para el 2011, el porcentaje de recién nacidos con bajo
peso al nacer es de 8,2. Asi mismo la tasa de mortalidad infantil por cada 1000 n.v
(que abarca desde el nacimiento hasta el 1 afio) es de 13,9 de ahi que la tasa de
mortalidad neonatal por cada 1000 n.v (que abarca desde el nacimiento hasta los 28
dias de vida) es de 9,7 y la mortalidad postneonatal por cada 1000 n.v (que abarca

desde los 28 dias de vida hasta el primer afio de vida) es de 4,2 (UNICEF, 2011).

Sobre la base de los hallazgos recientes, proponemos que la citrulina intestinal y la
sintesis de arginina (la principal fuente enddgena de arginina) estd limitada en

neonatos prematuros debido a la expresion limitada de los genes para las enzimas
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clave (por ejemplo: pirrolina — 5 — carboxilato sintasa, arginosuccinato sintasa y la
liasa) contribuyendo asi a la hipoargininemia. El suministro de la combinacién de
cortisol y arginina permite el acortamiento de la estancia de los RNP en los hospitales
asi como la maduracién acelerada de 6rganos y la restauracion de la alimentacién

enteral total. (Wu, Jaeger, Bazer & Rhoads, 2004).

Los estudios nutricionales frecuentemente deberian tomar en consideracién las
concentraciones de aminoacidos en plasma con el fin de evaluar la adecuacion de la
ingesta de proteinas en los bebes prematuros. Se sugiere que la concentracion de
aminodacidos en sangre puede ser considerado como un valor referencial adecuado y

un nivel seguro para el crecimiento de los RN prematuros (Rigo & Senterre, 1987).

Aunque la hipoargininemia en RNP ha sido reconocida por mas de 30 afios, se
sigue produciendo en las unidades de cuidados intensivos neonatales de los Estados
Unidos y en todo el mundo. Estudios del metabolismo de la arginina fetal y neonatal
continuaran avanzando nuestra comprension de los mecanismos responsables de la
supervivencia y el crecimiento de los RNP. Este nuevo conocimiento sera beneficioso
para el disefio de la préxima generacion de soluciones de aminoacidos enterales y
parenterales para optimizar la nutricién y la salud en esta poblacion en peligro (Wu,

Jaeger, Bazer & Rhoads, 2004).
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Antecedentes de la investigacion

En el 2000 el departamento de Pediatria de la Escuela de Medicina de la Universidad
de Carolina del Norte (USA) investigd la reduccion de las concentraciones de
aminoacidos en suero en lactantes con NEC(enterocolitis necrotizante) para
determinar si los bebés prematuros con NEC tienen deficiencias en glutamina y
arginina, que son esenciales para la integridad intestinal. Realizaron estudio
prospectivo de cohortes de 4 meses de aminoacidos en suero y los niveles de urea en
los bebés prematuros. Los niveles de aminoacidos y urea en suero se midieron por
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) y métodos enzimaticos,
respectivamente, en las muestras obtenidas en los dias de vida 3, 7, 14, y 21. Los
recién nacidos en el grupo control (n=32) y los grupos de NEC (n =13) fueron
comparables para el peso al nacer, la edad gestacional, y las puntuaciones de Apgar.
La NEC comenz6 con un dia de vida media de 14,5 (IC del 95%, los dias de la vida
del 11 al 18). Los valores medianos de glutamina fueron 37% a 57% menor en el

grupo NEC en los dias 7, 14 y 21 en comparacién con los del grupo control. En los
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dias 7 y 14 los valores en la mediana de arginina, glutamina, alanina, lisina, ornitina,
treonina se redujeron 36% a 67% en el grupo con NEC. Los Amino&cidos no
esenciales totales y aminoécidos esenciales totales fueron de 35% y un 50% menor en
el grupo NEC en los dias 7 y 14. Los recién nacidos con NEC tenian reducciones
significativas en glutamina y arginina 7 dias antes del inicio de la NEC. Los
resultados mostraron que los bebés que tienen NEC tienen deficiencias de
aminoacidos selectivos, incluyendo los niveles reducidos de glutamina y arginina que

pueden predisponer a la enfermedad (Becker, et al, 2000).

Posteriormente en el afio 2007 el Departamento de Cirugia, de la Universidad
Central de Medicina, Amsterdam (Paises Bajos) publicé un estudio sobre las bajas
concentraciones plasmaticas de arginina y dimetilarginina asimétrica (ADMA) en los
bebés prematuros con enterocolitis necrotizante. Investigaron si las concentraciones
plasmaticas de arginina, ADMA y si la relacion arginina/ADMA es diferente entre
los bebés prematuros con y sin NEC y entre los sobrevivientes y no sobrevivientes en
el grupo de NEC. Hicieron un estudio prospectivo de casos y controles y
concentraciones de argininay ADMA se midieron en 10 recién nacidos prematuros
con NEC (edad gestacional media de 193 dias, y de peso al nacer 968 g), y 10
infantes de control emparejados (edad gestacional media de 201 dias, y de peso al
nacer 1102 g), que ingresaron en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales. En
los recién nacidos prematuros con NEC los promedios de las concentraciones de

arginina y de ADMA asi como la relacién arginina/ADMA fueron menores en

25



comparacion con los lactantes sin NEC. En el grupo con NEC, la concentracion
promedio de arginina y la relacion arginina/ADMA fueron mas bajos en los lactantes
no sobrevivientes que en los bebés que sobrevivieron. En los recién nacidos
prematuros con NEC no s6lo la arginina sustrato (RNOS), sino también el inhibidor
enddgeno de ADMA sustrato (ADMANOS) vy la relacion RNOS/ADMANOS fueron
mas bajos que en los lactantes sin NEC. Ademas, bajos niveles de arginina y la
relacion arginina/ADMA se asocian con la mortalidad en recién nacidos con NEC.
En general, estos datos sugieren que una disminucién de la produccion de oxido

nitrico puede estar implicada en la fisiopatologia de la NEC (Richir, et al, 2007).

En el mismo afio la Sociedad Americana de Nutricion Clinica estudio las
concentraciones plasmaticas de arginina y citrulina en nifios criticamente enfermos y
encontro una fuerte relacion con la inflamacion. En este estudio se midieron las
concentraciones plasmaticas arteriales de arginina y otros aminoacidos implicados en
el metabolismo de arginina (citrulina, glutamina, y ornitina) en diferentes grupos de
diagndstico de nifios gravemente enfermos, tanto en la fase aguda como durante la
recuperacién; fue un estudio observacional de cohortes en nifios con enfermedad
respiratoria viral (n=21; grupo control), trauma accidental o quirdrgico (n=19), o
sepsis (n=19) que fueron admitidos en una unidad de cuidados intensivos pediatricos.
Los resultados muestran claramente que las concentraciones de arginina en plasma
estan disminuidas en la fase aguda de la enfermedad critica, mientras que se observa

un aumento gradual en las concentraciones plasmaticas durante la recuperacion.
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Durante la recuperacion, las concentraciones plasmética de arginina y citrulina
aumentaron y estuvieron fuertemente relacionados con la reduccion de Ila
inflamacién, como se muestra por la correlacion inversa entre las concentraciones de
arginina y citrulina y la concentracién de PCR (Van Waardenburg, Betue, Luiking,

Engel, & Deutz, 2007).

En el 2008 el Departamento de Cirugia, de la Universidad Central de Medicina,
Amsterdam (Paises Bajos) investigaron las concentraciones plasmaticas de ADMA
en los recién nacidos prematuros con y sin ventilacion mecénica en un estudio piloto
prospectivo. Determinaron la relacion entre ADMA vy la duracion de la ventilacion
mecanica en 30 RNP con una edad gestacional promedio de 29,3 semanas y peso al
nacer de 1.340 gramos, todos pertenecientes a la Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatales del Centro Médico Universitario. Se midieron ADMA y arginina en la
sangre del cordon umbilical y se relacion6 con la duracion de la ventilacion
mecanica registrada en dias. Obtuvieron en sus resultados que la edad gestacional y el
peso al nacer fueron significativamente menores en los bebés que requieren
ventilacion mecanica y que no se correlacionaron significativamente con la
concentracion de ADMA en plasma después de su nacimiento. Las concentraciones
plasmaticas de ADMA fueron significativamente mayores en los bebés que requieren
ventilacion mecanica que en los bebés no ventilados. La Concentracion de ADMA se
relaciond significativamente con la duracion de la ventilacion mecénica, incluso

después del ajuste para la edad gestacional. Concluyeron que los niveles de ADMA
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en el nacimiento estan relacionados con la duracién de la ventilacion mecénica. Un
aumento de la concentracion de ADMA podria reducir la sintesis de NO, lo que
podria dar lugar a intercambio de gases insuficiente y, en consecuencia, un periodo de

ventilacidn mecénica por mas tiempo (Richir et al, 2008).

Para el 2013 la unidad de cuidados intensivos neonatales del hospital salud
materno infantil en Mersin (Turquia) investigaron la reduccién de los niveles
plasmaticos de citrulina y arginina en recién nacidos de bajo peso al nacer con
enterocolitis necrotizante. Midieron los niveles plasmaticos de citrulina y arginina por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en recién nacidos con una edad
gestacional < 32 semanas y < 1,500g que desarrollaron etapa de NEC II / III. Se
incluyo en el estudio a 36 bebés prematuros, de los cuales 20 presentaban NEC y 16
controles. Las medias de los niveles citrulina en los grupos de NEC y control fueron
8,6 y 20,18 mmol / | (p <0,05), y la mediana para los niveles de citrulina fue 13,15
mmol / | con una sensibilidad del 80% y una especificidad del 82%. Asi mismo las
medias de los niveles de arginina de los grupos de NEC y de control fueron 22,02 y
39,89 mmol / | (p <0,05), y la mediana para los niveles de arginina fue 28,52 mmol / |
con una sensibilidad del 70% y una especificidad del 75%. El dia de la toma de
muestra, el género, la Nutricion enteral y parenteral no afectaron los niveles de los
aminodacidos. Encontrandose niveles inferiores de citrulina y arginina en recién
nacidos prematuros con NEC. Se necesitan méas estudios para determinar los niveles

mas adecuados para predecir las opciones de recuperacion, pronostico de la NEC vy el
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tratamiento con estos aminoacidos en los recién nacidos prematuros (Celik, Demirel,

Canpolat & Dilmen, 2013).

En el 2014 el departamento de Pediatria del centro médico de la universidad
de Maastricht (Paises Bajos) estudiaron los niveles plasmaticos de dimetilargininas en
neonatos prematuros de muy bajo peso al nacer y su relacion con factores perinatales.
Investigaron la asociacién entre los niveles plasméaticos de ADMA, L-arginina y
citrulina con factores perinatales (edad gestacional y peso) en 130 prematuros de muy
bajo peso al nacer (<1.500g) y en edad gestacional (<30 semanas de gestacion). Las
muestras de plasma se recogieron entre las 6-12 h después del nacimiento. No se
encontraron correlaciones significativas entre ADMA, niveles L-arginina y citrulina 'y
EDAD gestacional y peso de nacimiento. Sin embargo, la arginina: en su proporcion
de ADMA se correlaciono positivamente con la edad gestacional. La ADMA y
niveles de arginina no fueron significativamente diferentes entre hombres y mujeres,
pero mostraron una correlacién negativa entre los niveles de ADMA vy la edad
gestacional en hombres. Por lo tanto, sugirieron que la alteracion de la disponibilidad
de NO puede desempefiar un papel en los sistemas respiratorio y adaptacion

cardiovascular en MBPN prematuros recién nacidos (Moone, et al, 2014).

29



Bases tedricas

Arginina

La arginina es aminodcido condicionalmente esencial, clasificado como bésico,
porque se encuentra cargado positivamente a pH neutro. Contiene cuatro grupos
nitrogenados que le hacen participar significativamente en el metabolismo del

nitrégeno, sobre todo en el ciclo de la urea (Verdu, 2009).

Se considera un aminoacido condicionalmente esencial, al igual que la glutamina
y que otros compuestos, porque la capacidad de sintesis endogena no puede cubrir las

demandas que ocurren en determinadas situaciones (Verdu, 2009).

Funciones fisioldgica y bioquimica de la arginina

- Sintesis proteica

- Regulacion de la secrecion hormonal (insulina, glucagon, hormona del
crecimiento, factor de crecimiento analogo a la insulina, progesterona,
lactdgeno placentario y prolactina)

- Sintesis de creatina

- Activacion alostérica del N — acetilglutamato

- Detoxificacion de amonio (sintesis de urea)

- Sintesis de 6xido nitrico

- Activacidn de la sintesis de tetrahidrobiopterina
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- Sintesis de agmatina y produccion del Oxido nitrico sintasa, ornitina
descarboxilasa y monoaminooxidasa

- Activacion de la via de sefializacion de mTOR

- Regulacion de la expresién génica

- Metilacién de proteinas

- Desanimacién de proteinas

- Regulacion de la funcion endotelial, tono vascular, hemodindmica y
angiogénesis

- Regulacion de la produccion (espermatogénesis, embriogénesis y fertilidad)

- Regulacion de la inmunidad

- Regulacion de la funcién neuronal

- Regulacion del recambio y el metabolismo energético muscular

- Reparacion tisular y regulacion de la tumorgenesis (Gil, 2010).

Metabolismo

La sintesis de arginina se realiza fundamentalmente en el higado, formando parte del
ciclo de la urea, pero esta arginina no va a formar parte de las necesidades de otros
tejidos, porque la mayoria de la arginina que se forma es degradada a ornitina por la
arginasa. De hecho, la concentracion de arginina en el higado es muy baja (0,003 —
0,1 mmol) comparada con la de otros aminoacidos (0,5 — 10 mmol). La arginina
necesaria para otras funciones deberia escapar del ciclo, lo que supone una importante

limitacion en condiciones de requerimientos acentuados, no obstante, la arginina
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puede sintetizarse en otras zonas del organismo. Concretamente, en la mucosa
intestinal se forma ornitina a partir de glutamina, glutamato y prolina, y esta citrulina
puede convertirse en el rifidn en arginina por una ruta analoga a la que funciona para

la ureagénesis hepética (Gil, 2010).

El intestino de los mamiferos es el Unico lugar del organismo donde se expresa las
3 enzimas claves para la sintesis de citrulina (pirrolina — 5 — carbozilato sintasa,
prolina oxidasa y N — acetilglutamato sintasa). No obstante recientemente se ha
demostrado la presencia de un ciclo de la urea funcional en los enterocitos que sirve
como primera linea de defensa funcional contra la toxicidad por amonio en los
mamiferos. Hay que sefalar a este respecto que actualmente se conoce, en contra de
la creencia generalizada, que 30 — 50 % de los aminoacidos esenciales de la dieta son
catalizados a su paso por el intestino por ejemplo, el 40% de la leucina, el 30% de la
isoleucina y el 40% de la valina procedentes de la dieta son drenados por el intestino
y alrededor del 20% se utilizan por la mucosa intestinal para la sintesis proteica. De
acuerdo con ello, los aminoacidos de cadena ramificada son transaminados hasta los
cetoécidos correspondientes en una proporcion comparable a la que ocurren en el
musculo esquelético. La formacion de la urea intestinal, y no solo la hepatica, es por
lo tanto, un aspecto metabolico grave en la detoxificacion por amonio. EI 40% de la

arginina de la dieta no entra en la circulacién sistémica y es degradada en el intestino.

Sintesis de péptidos y proteinas: puede existir situaciones en las que la demanda de

arginina supere su disponibilidad esto ocurre, como por ejemplo en fases de

32



crecimiento (recién nacidos) o cuando debe una intensa proliferacion celular

(situaciones de estrés metabolico) (Gil, 2010).

Funcionamiento del ciclo de la urea: la arginina no solamente es un intermediario
en el proceso de la ureogénesis, sino que también posee una accidn reguladora
positiva sobre esta via metabdlica. La falta de arginina, por lo tanto puede afectar
negativamente la produccion de urea. Formacion de 6xido nitrico (NO): la arginina es
el sustrato a partir del cual se forma al NO gracias a la accion de la enzima NO
sintasa. EI NO cumple funciones fisiolégicas muy importantes entre las que destaca
su accion vasodilatadora. Formacion de creatinina: la creatinina es una molécula que
sirve para almacena energia y constituye una parte cuantitativamente importante del

consumo metabdlico de arginina (2, 3g/dia) (Gil, 2010).

Otros procesos biosintéticos: a partir de arginina se forma ornitina dentro del ciclo
de la urea. Asi mismo la ornitina se forma practicamente en las mitocondrias de los
mismos tejidos extrahepaticos por accion de la arginasa de tipo Il, una enzima que
desempefia un papel importante en la regulacion de sintesis de NO, prolina y
poliaminas. Ademas de participar en el ciclo de la urea, la ornitina puede seguir otras
vias metabolicas. Una de ellas conduce a la prolina, un aminoécido fundamental para
la sintesis de colageno, que puede explicar la eficacia de la arginina para estimular la
curacion de heridas. Otra de ellas conduce a glutamato en reaccidon inversa a su

sintesis.
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Por ultimo la ornitina se utiliza en la formacion de poliaminas, que son
compuestos que activan la proliferacién celular. Otros derivado metabdlico de la
arginina es la agmatina. Este compuesto puede contribuir también a la sintesis de

poliaminas Yy tiene interesante propiedades reguladoras (Gil, 2010).

Funcién endotelial

El mecanismo de la arginina como proteccion de la salud cardiovascular no se pudo
explicar hasta que se descubrio la naturaleza quimica del denominado factor relajante
derivado del endotelio y se identificd con el éxido nitrico; este compuesto deriva
enzimaticamente de la arginina y tiene numerosas capacidades funcionales. La
formacioén de oxido nitrico a partir de arginina esta catalizada por una enzima
denominada oxido nitrico sintasa (NOS) y requiere la aportacion de oxigeno
molecular y la colaboracion de numerosas moléculas coenzimaticas

(tetrahidrobioteripna, NADH y FMN y FAD) (Gil, 2010).

Es de mencionar que las funciones del O6xido nitrico son muy diversas
dependiendo del tejido en el que se produce y de las circunstancias fisioldgicas o
patologicas. De hecho, existen tres isoformas de la Oxido nitrico sintasa las

denominadas 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS o NOS — 1) y oxido nitrico sintasa
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endotelial (eNOS o NOS - 111) son enzima constitutivas dependen del sistema calcio
— calmodulina y se puede considerar claramente protectoras o fisiologicas. En efecto

el NO esta implicado en la funcion neuronal y la funcion endotelial (Gil, 2010).

La produccion de NO por las células endoteliales produce efectos vasodilatadores
y antiescleroticos, siendo ademas antiagregante plaquetario. Ambas enzimas, nNOS y
eNOS produce NO en pequefias cantidades pero de manera continua. En cambio la
denominada la denominada Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS o NOS — II) se
forma en muchos tejidos (macréfagos, hepatocitos, celulas del musculo liso de pared
vascular, etc) no depende del calcio y se forma en cantidades importantes cuando se
indice por las citoquinas proinflamatorias. En estas condiciones por ejemplo el NO
producido por los macréfagos se utiliza para destruir las bacterias fagocitadas (Gil,

2010).

Es interesante sefialar que la agmatina, un compuesto derivado de la arginina por
descarboxilacion, parece regular la produccion de NO a través de su interaccidn con
las distintas isoformas de la NOS. La propia agmatina activa a las enzimas
constitutivas (NNOS y eNOS) porque favorece la liberacion de iones calcio. Por otra
parte un derivado oxidado de la agmatina inhibe a la INOS. La accién vasoprotectora
de la arginina podria explicarse, en consecuencia, por su capacidad de aumentar la
produccién de NO en el endotelio vascular. Sin embargo, el estudio detallado de esta

reaccion enzimatica indica que la eNOS tiene una Km (de orden micromolar) y por lo
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tanto una gran afinidad por su sustrato, al arginina, y, por otra parte, que las
concentraciones endoteliales de arginina son muy altas (de orden milimolal). Por lo
tanto no deberia haber ningtin problema para el funcionamiento de la enzima como
consecuencia de variaciones en las concentraciones de sustratos debidas a su aporte

nutricional (Gil, 2010).

Se denomind “paradoja de la arginina” donde los estudios experimentales lo
mostraron efectos vasodilatadores directos de la arginina ni en animales ni en seres
humanos. Sin embargo, si se encontraron estos efectos vasodilatadores en
condiciones de hipercolesterolemia. Entre las posibles explicaciones de esta paradoja
de la arginina destaca la existencia de un inhibidor competitivo enddgeno de la
eNOS, descubierto en 1922 en pacientes con insuficiencia renal, denominado
dimetilarginina (ADMA) los dos metilos estan unidos a un solo nitrégeno del grupo
guanido y que esta aumentado en estas condiciones y en otras situaciones patologicas

como la hipercolesterolemia, ateroesclerosis y la hipertension arterial (Gil, 2010).

En efecto, algunos estudios de intervencion indican que la suplementacion con
arginina mejora la funcion endotelial en pacientes con enfermedad coronaria. Ademas
el tratamiento largo plazo con arginina disminuye los sintomas de la enfermedad

vascular en paciente con ateroesclerosis periférica y coronaria (Gil, 2010).
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La ADMA procede de hidrolisis de proteinas nucleares previamente metilada,
implicada en el procesado y transcripcion del ARN; las enzimas responsables de estas
metilaciones se denominan proteina-arginina metil-transferasas (PRMT). Una vez
hidrolizada las proteinas que contienen restos de ADMA, este metabolito puede tener
varios destinos: excrecion renal, hidrolisis hasta citrulina y metilamina otras vias
metabolicas secundarias (transaminacion en el rifion o acetilacion en el higado) (Gil,

2010).

Las concentraciones endoteliales de Oxido nitrico pueden descender por dos
mecanismos principales: la inhibicion de la NOS por ADMA y la reaccién del 6xido
nitrico con el radical superoxido. La causa mejor establecida del aumento de las

concentraciones plasmaticas del ADMA es la insuficiencia renal (Gil, 2010).

En resumen, la mayoria de los estudios realizados, hasta la fecha sugiere que la
suplementacion con arginina favorece la funcion endotelial. En cualquier caso, parece
claro que la determinacién de la ADMA plasmatico es un buen marcador biologico de

riesgo aterogénico, especialmente en pacientes con enfermedades renales (Gil, 2010).
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Electroforesis Capilar

Historia

El desplazamiento de sustancias bajo la accién de un campo eléctrico fue citado por
Reuss en 1809 en las memorias de la Sociedad Imperial Natural (Moscow) (1809).
Alli se describe la experiencia, donde se observa el comportamiento migratorio de
pequefias particulas de arena en un dmbito de agua transparente contenido en un
recipiente de vidrio con un lecho de arena fina en su fondo y dos tubos conteniendo
electrodos de una bateria. El pasaje de la corriente produce un enturbiamiento en las
proximidades del polo positivo producido por la migracion de particulas de arena
muy pequefias que se movilizan por su carga eléctrica negativa. Este experimento
puede ser considerado como el primer aporte bibliografico que revela la polarizacion
de la silice, pues la arena es dioxido de silicio y fundida permite obtener los capilares

que se emplean en la electroforesis capilar (Castagnino, 2000).

Varios afios mas tarde, en 1816, fue observado el transporte del agua por accion de
la corriente galvanica generada por la polarizacion negativa del capilar que une los
dos recipientes electrodicos. La pared del capilar, sabemos hoy, adquiere carga
negativa (al pasaje de la corriente eléctrica) produciéndose la polarizacion del agua, la
que por consiguiente tiende a desplazarse hacia el polo negativo. Esta corriente
liquida que se desplaza en sentido opuesto a la direccion de la corriente eléctrica, se

designa con el nombre de Fuerza electroendosmética (FEO) (Castagnino, 2000).
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Definicion de electroforesis

Ha sido definida como el movimiento o desplazamiento diferencial de especies
cargadas (iones), sustancias neutras 0 migracion pasiva, por atraccion o repulsion en
un campo eléctrico. La electroforesis en solucién en medios libres sin elementos
soportes (agar, almidon, geles de poliacrilamida), fue desarrollada por Tiselius, el que
resolvié mezclas de proteinas en un tubo aplicando un campo eléctrico de corriente
continua, no pulsante, estudios que lo hicieron acreedor al Premio Nobel en Quimica

(Castagnino, 2000).

Los problemas experimentales que se presentaron, estuvieron vinculados a la
difusion térmica y a la conveccion, lo que determind el empleo de medios
anticonvectantes como agar, agarosa y poliacrilamidas en forma de geles. Las
técnicas que mas se han desarrollado estan en la actualidad aplicadas al campo de las
proteinas y productos de la biologia molecular, como son los geles de agarosa y
proliacrilamida en placas o films de distinto espesor verticales u horizontales

(Castagnino, 2000).
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Electroforesis capilar (EC)

El empleo de capilares para la separacion de sustancias neutras o iones cargados
eléctricamente, aparecié en 1967 en una experiencia desarrollada por Hjerten
empleando capilares milimétricos, los que eran rotados a través de su seccion
longitudinal para evitar los efectos de la conveccion. Virtanen y Mikkers en 1979
desarrollaron las separaciones empleando electroforesis en capilares de 200 um de

didmetro interno en vidrio y teflon respectivamente.

La separacion de cloruro, aspartato y glutamato por isotacoforesis, hecha por
Martin en 1942, los trabajos de Konstantinov, Oshukova en 1963 y los de Evereast en
su tesis de graduacion en 1964, fueron los precursores en el empleo de capilares y la
medicion de la absorcién UV a través del mismo, permitié obtener los espectros

caracteristicos de la separacion (Castagnino, 2000).

Mas adelante, en 1980, Jorgenson y Lukacs empleando técnicas avanzadas en la
obtencién de capilares de silica fundida emplean diametros de 75um y Jorgenson
clarifica tedricamente las relaciones entre los pardmetros operacionales y las
cualidades de la separacién revelando el elevado potencial analitico de esta técnica.
Esta separacion de péptidos realizada sobre un capilar de silica fundida a potenciales

elevados 20 a 30 Kv en un campo de 400 a 500 v/cm refrigerados por aire, fue el
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lanzamiento de la EC. La corriente electroendosmética (FEO) generada por los
grupos silanol de la superficie interna del capilar da como resultado una corriente
plana del frente del liquido que contrasta con el frente parab6lico de la cromatografia

liquida de alta resolucion (Castagnino, 2000).

La ventaja de esta técnica es que el capilar de silica fundida que generalmente se
cubre con una capa de polimina para darle mayor rigidez y resistencia, tiene una
ventana a traves de ella que permite el pasaje de la luz UV de tal manera que la
visualizacion es on-line. Con esta técnica descrita es posible separar cationes,
aniones, proteinas, macromoléculas y sustancias no cargadas en forma simultanea

(Castagnino, 2000).

Corriente electroendosmotica

El componente efector mas importante en la EC es la electroenddésmosis o corriente
electroendosmotica, o fuerza electroendosmdtica. Surge como consecuencia de
aplicar un campo eléctrico que genera una doble capa eléctrica entre la solucion y la
pared del capilar. En condiciones acuosas, la fase solida posee un exceso de cargas
negativas, como resultado de dos procesos fisico-quimicos, la ionizacién de la
superficie (que es un equilibrio acido-base) y por otra parte la adsorcion de especies

ionicas sobre la superficie del capilar. Estos procesos ocurren en el capilar al paso de
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la corriente eléctrica y la FEO se encuentra altamente controlada por los numerosos

grupos silanoles (SiOH) que también pueden existir como SiO (Castagnino, 2000).

Los circulos en grisado representan las moléculas de silica transformadas por
hidratacion en silanoles en medio acuoso cuando pasa la corriente eléctrica. Los
contraiones (cationes en la mayoria de los casos) mantienen el balance de cargas; ese
potencial se llama potencial zeta. Cuando se aplica el voltaje a través del capilar, los
cationes que forman la doble capa eléctrica migran hacia el polvo positivo

(Castagnino, 2000).

El aparato para electroforesis capilar (EC)

Esta constituido por una fuente de poder (FP) de alto voltaje (20 a 30 Kv) y de 0 a
200uA, y un capilar de silica de 25 a 75 pum de didmetro interno y de 100 a 200 pm
de diametro externo, el que puede estar refrigerado por aire o liquido por efecto
Peltier. Los electrodos de platino se encuentran ubicados en el recipiente que contiene
el buffer, que ademas de servir para su contacto recibe los extremos del capilar. El
carrusel puede estar termostizado y contiene los buffers y las muestras. Con un
movimiento de ascenso y descenso puede enviar cada una de las soluciones

empleadas en la corrida al capilar o a los recipientes electrodicos (Castagnino, 2000).
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Los capilares de silica dejan pasar la luz ultravioleta visible a distintas longitudes
de onda, generando por arreglos de diodos, los espectros para la identificacion de los

compuestos separados por electroforesis capilar (Castagnino, 2000).

Aplicaciones de la EC

El explosivo avance de la electroforesis capilar se ha extendido al area biomédica, en
el campo de las proteinas, péptidos, ADN, andlisis de liquidos de perfusion,
monitoreo de drogas, marcadores genéticos tumorales y neurobioquimicos, drogas
xenobioticas, de abuso, y pericias forenses. En el area biofarmacéutica, para el
control de calidad de productos farmaceuticos y biotecnoldgicos, quimioterapicos y
de estructura quiral. En el area de alimentos, se le aplica al fraccionamiento y
cuantificacion de aminoacidos, hidratos de carbono, &cidos orgéanicos, aditivos y
contaminantes. En el area de control ambiental, permite la identificacion de
contaminantes y sus metabolitos, pesticidas, metales pesados e hidrocarburos
(Castagnino, 2000). Como todo desarrollo de un é&rea analitica nueva, la
incorporacion de técnicas acopladas como la espectroscopia de masa, fluorescencia
inducida por laser y otras variantes permiten augurar un promisorio futuro

(Castagnino, 2000).

Electroforesis capilar: ventajas
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Las separaciones se realizan empleados mecanismos tradicionales, en un ambito
capilar, que ademas ofrece mas facilidad y velocidad que la cromatografia liquida de
alta performace (HPLC). Mientras elimina el problema de los solventes de la HPLC,
la toxicidad de los mismos y su costo, pues emplea soluciones acuosas en su gran
mayoria con muy baja concentracién ionica, incorpora los principios de la
automatizacion através de un hardware creado especialmente con un sofware
altamente optimizado. Las separaciones se obtienen en pocos minutos, on line con la
corrida, obteniéndose simultdneamente resultados cuantitativos, en oposicion a los

procedimientos tradicionales que utilizan horas o dias (Castagnino, 2000).

Principio fisicoquimico de la EC

Las moléculas son separadas por las fuerzas del campo eléctrico aplicado.
Recordemos que la electroforesis ha sido definida como el movimiento diferencial de
especies cargadas (iones) o no, por atraccion o repulsién en un campo eléctrico. Las
muestras separadas en el capilar son monitoreadas por el detector y los picos del
electroferograma son similares a los de la HPLC, y se generan como consecuencia de

la concentracion de los analitos y de su velocidad de migracidn (Castagnino, 2000).

Las muestras son introducidas en el capilar por electroforesis o por electrocinética,

0 por desplazamiento por inyeccion. Durante la inyeccion electroforética, el capilar
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estd sumergido en la muestra y se aplica el alto voltaje. Los iones de la muestra
migran dentro del capilar en relacién a sus movilidades electroforéticas. Si la fuerza
ionica de la solucién muestra es méas baja que el buffer electroforético, los cambios en
el campo eléctrico de la interfase muestra—buffer producen un efecto de enfoque o
stacking, en el cual los iones del analitos aparecen concentradas alrededor de la zona
de la interfase. Este proceso de delineamiento de la zona, puede producir incrementos

en la deteccion de la sensibilidad y poder de resolucién (Castagnino, 2000).

El efecto de enfoque, puede producir cambios sustanciales en la inyeccion

electroforética (Castagnino, 2000).

Capilares

La electroforesis se efecta en capilares de silica fundida, de 25 a 75 pm de didmetro
interno; los capilares son recubiertos externamente con una pelicula de poliaminas,
para protegerlos de los dafios mecanicos. A los efectos de permitir el pasaje de la luz
ultravioleta se practica una ventana quemando con un micromechero la capa plastica

de proteccion (Castagnino, 2000).
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Deteccion

Una amplia variedad de detectores han sido desarrollados para la EC (incluyendo
fluorescencia, electroquimica y conductividad) pero los detectores méas usados
comercialmente son los que emplean el ultravioleta y UV visible. Los detectores son
similares a los de la cromatografia liquida de alta performance, usando fuentes de
deuterio con filtros o deteccion con longitudes de onda seleccionadas. Las fuentes de
luz generalmente provienen de un haz de luz entre un fotodiodo de referencia y un
microenfocado oOptico en el estuche del capilar. El scanning es a través de un detector
que ilumina el capilar con luz blanca luego dispersada y analizada a través de un
policromador por arreglo de fotodiodos (detector PDA para Optica reversa)

(Castagnino, 2000).

Alternativamente, el sistema optico convencional (forward optic) puede ser
empleado por una banda espectral aislada por un monocromador colocado entre la
fuente de luz y el capilar. EIl escaneo puede ser controlado rapidamente por un
sistema computarizado que controla el movimiento del monocromador en el rango
espectral en el tiempo de milisegundo. Este sistema de deteccién produce menos
ruido de fondo, y mucha mas sensibilidad que el detector con arreglo de diodos PDA

(Castagnino, 2000).

Clasificacion de recién nacidos
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En cuanto a la clasificacion del estado del recién nacido (RN) viene definida por su
edad gestacional y peso, dado a que son los factores mas determinantes en la
sobrevida del recién nacido son su madurez expresada en estos dos pardmetros. El
comité de expertos de la OMS los ha clasificado de la siguiente manera: (SVPP

2009).

Segun edad gestacional.

Recién nacido prematuro: menor de 37 semanas de gestacion.

Prematuro moderado: entre 31-36 semanas de gestacion.

Prematuro extremo: entre 28-30 semanas de gestacion.

Recién nacido a término: mayor de 37 semanas y menor de 42 semanas de gestacion.

Recién nacido postérmino: mayor de 42 semanas de gestacion (SVPP ,2009).

Segun el peso al nacer.

Debe valorarse en relacién con la edad gestacional y es adecuado cuando esta entre

los percentiles 10 y 90. Cuando es inferior al percentil 10, se trata de un recién nacido

de bajo peso para su edad gestacional (RNPEG). Genéricamente puede llamarse bajo

peso al que tienen menos de 2.500g de peso (BPN) (SVPP ,2009).
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Recién nacido de muy bajo peso al nacer: RN de peso inferior a 1.500g y mayor a
1.000g (MBPN).

Recien nacido de peso extremadamente bajo al nacer: RN de peso inferior a 1.000g.

Son tributarios de cuidados muy especiales y su morbimortalidad sigue elevada en

nifios de peso entre 500-600g, y edad gestacional de 23-34 semanas (SVPP ,2009).

Definicién de Términos Basicos

Arginina: es un aminoacido condicionalmente esencial al igual que la glutamina,
(porque la capacidad de sintesis endogena no puede cubrir la demanda que ocurre en
determinadas situaciones); es clasificado como basico, porgque se encuentra cargado
positivamente a pH neutro. Este aminoacido participa significativamente en el

metabolismo del nitrégeno, sobre todo en el ciclo de la urea (Mataix, 2009).

Citrulina: es un aminoacido que se encuentra libre en el plasma y puede estar
presente en otros fluidos fisiolégicos, como orina, sudor, liquido cefalorraquideo y
liguido amnidtico. La glutamina es el principal precursor de la citrulina plasmatica

En humanos sanos, sin insuficiencia renal ni intestinal, las concentraciones de
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citrulina sérica varian entre 20 y 60pumol/L, con una media de 40umol/L (Teixeira et

al, 2009).

Enterocolitis necrotizante: es una enfermedad que afecta fundamentalmente al
recién nacido pretérmino (< 38 semanas de gestacion y bajo peso al nacer <1500g), se
caracteriza por areas de necrosis en el intestino delgado y grueso, a menudo asociadas

a neumatosis de la pared intestinal (Ruza F, 2002).

Nutriente condicionalmente esencial: es un compuesto fisiologicamente
indispensable, producido usualmente en cantidades adecuadas por sintesis enddgena
pero que se requiere de forma exdgena bajo determinadas circunstancias (Hernandez

M & Sastre A, 1999.)

Hiperamonemia: es un trastorno grave del metabolismo debido a la deficiencia de la
arginino succinasa y de la ornitina transcarbamilasa que conduce sin tratamiento a
una acumulacion de amoniaco (NH"4) en la sangre (valores normales: en neonatos
hasta 150mcg/100ml; en lactantes y nifios hasta 80mcg/100ml) (Mdaller-Esterl W,
2008).

Hipotesis

Comprobar si los niveles séricos de arginina y citrulina en neonatos prematuros se
encuentran por debajo de los valores estandares para recién nacidos a término.

Variables
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Variable cualitativa dicotdmica: género (femenino, masculino) y prematuridad

(prematuro moderado, prematuro extremo

Variable cualitativa politémica: peso al nacer (Peso bajo al nacer, Peso muy bajo al

nacer, Peso extremadamente bajo al nacer)

Variables continuas: edad gestacional (nUmero de semanas) y peso al nacer

Variables independientes: genero, peso al nacer y edad gestacional

Variables dependientes: arginina y citrulina

Variable interviniente: patologias de los recién nacidos

Criterios de inclusion

Recién nacidos a término:

Edad gestacional (entre las 37 y 42 semanas de gestacion)

Peso comprendido entre 2.500g a 4.000g

Sin patologias conocidas

Recién nacidos pretérmino:

Edad gestacional (< 37 semanas de gestacion)
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Peso comprendido menor a 2.500g

Criterios de exclusion
Recien nacidos a término:
Neonatos postérmino (> 42 semanas de gestacion)
Neonatos macrosomicos (> 4.0009)

Neonatos con peso inferior a 2.500

Recién nacidos pretérmino:

Neonatos con peso superior a 2.500g
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CAPITULO 11

MARCO METODOLOGICO

Tipo de investigacion

La presente investigacion se tratdo de un estudio observacional ya que en ningin
momento hubo manipulacion de las variables, solo se estudiaron como se presentaron
en su contexto. Descriptivo dado que no se buscé dar la explicacion al origen del
fendbmeno, solo de caracterizar y mostrar lo encontrando. De cohorte transversal por
lograr estudiar los hallazgos en un momento dado para cada individuo y no

prolongandose en el tiempo el estudio.

Disefio de la Investigacion

Fase de obtencion de informacion y muestras: se realizd conforme con los criterios de
inclusion y exclusion para los grupos de estudios previamente se procedia a revisar
las historias clinicas para poder corroborar que el neonato cumplia con las
condiciones para poder ingresar al estudio. Después de identificar al neonato para el
caso de los prematuros de bajo peso al nacer se buscaba la muestra de suero

sanguineo en el laboratorio general del I.A.H.U.L.A, tomandose a las 24 horas de
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nacimiento, se almacenaba en un eppendorf de 600 pL, se transportaba bajo
refrigeracion hasta el laboratorio de fisiologia de la conducta de la facultad de

medicina y se guardaban bajo congelaciona 20 °C.

Para el caso de los neonatos a término de peso adecuado al nacer, existe un
gramaje de aspectos éticos que protegen su integridad fisica y de salud por lo que no
se podia tomar muestras sanguineas provenientes de la circulacion central
suponiéndose en todo caso que el nifio era completamente sano al nacer, de este modo
se procedié a tomar muestras del cordon umbilical para poder generar un grupo
comparativo de estudio sin tener que aplicar métodos invasivos que pudiesen afectar
la salud del neonato. Las muestras se tomaron, transportaron y se almacenaron bajo
las mismas condiciones de tiempo, temperatura que se transportaban y almacenaban

las muestras de los neonatos prematuros de bajo peso

Fase de procesamiento de muestras y de informacion: una vez que se tenia toda la
informacion almacenada en una data y las muestras de los neonatos recolectadas bajo
congelacion se procedian a tratarse. Los protocolos del tratamiento de las muestras y
condiciones de las lecturas se especifican a continuacion en los proximos parrafos de

materiales y métodos de la fase experimental.
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Poblacién y Muestra

El objeto de estudio en esta investigacion estuvo constituido por una poblacion finita
de 59 neonatos de ambos géneros. ElI muestreo fue no probabilistico de tipo
intencional o de conveniencia conformado por dos grupos: el grupo de estudio
integrado por 29 neonatos prematuros que residian en el servicio de neonatologia “Dr
José D’Jesus Avendanio” y el grupo comparativo integrado por 30 neonatos a término
que residian en la unidad de bajo riesgo neonatal, ambos servicios pertenecientes al
ILAHU.L.A. de la ciudad de Meérida, municipio libertador, Estado Merida. La
recoleccion de las muestras estuvo dada en un lapso de tiempo comprendiendo los

meses de noviembre y diciembre del 2014.

Instrumento para la Recoleccion de datos

Para la recoleccion de la informacidn pertinente se disefié un formulario que recogia
los datos generales: niumero de asignacion a la muestra, nombre y apellido del
neonato, fecha de nacimiento y de ingreso al servicio, genero, peso al nacer, talla al
nacer, edad gestacional, via de nacimiento y diagndstico médico para el caso del

grupo de estudio (neonatos prematuros).
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Materiales y métodos de la fase experimental

Disoluciones

Buffer carbonato: 5 mL de carbonato de sodio (Na;COs) al 0,2 M y 5 mL de
bicarbonato de sodio (NaHCO3) al 0,2 M en 90 mL de agua de agua destilada.
Resultado: 100 mL de buffer carbonato con una concentracion de 20 mM y pH de
10,1. Filtrado a traves de nitrocelulosa con poros de 4 micras y desgasificado por 30

min.

Solucién derivatizadora: 1 mg de isotiocianato de fluoresceina (C;H1:NOsS) o
FITC del isomero | en 1 mL de acetona y 1 mL de buffer carbonato filtrado y
desgasificado. Resultado: 2 mL de solucion derivatizadora con una concentracion de

1,28 mM de FITC. Filtrado a través de 0,20 pum.

Solucién estandar del aminoacido: 1 mg del aminoécido en 1 mL de buffer
carbonato filtrado y desgasificado con 5 pL de solucion derivatizadora filtrada.
Resultado: 1005 mL de solucion estandar; almacenado bajo oscuridad por 24h y

luego filtrado en 0,20 pum.
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Derivatizacion de la muestra (marcaje con FITC)

La muestra guardada en un eppendorf (600uL) se esperaba a que alcanzara una
temperatura ambiente para poder ser tratada. Se procedia a la separacion del suero de
la muestra bioldgica, mediante centrifugado a 6000rpm durante 15min. Se tomaba un
volumen 20 pL de suero de la muestra biologica y se le afiadia 20 pL de acetonitrilo a
una relacion 1:1 (vol: vol) con el fin de desproteinizar.  Posteriormente se
centrifugaba con las siguientes condiciones: 14000 rpm durante 20 minutos a 4 °C
para poder obtener una solucion de aminoacidos séricos libre de proteinas. Luego se
tomaba 20 pL del sobrenadante (suero sanguineo desproteinizado) y se le agregaba
20 pL solucion derivatizadora filtrada a una relacion 1:1 (vol: vol) para marcar. Los
eppendorf que contenian las muestras con FITC se guardaban bajo refrigeracion
protegiéndolos de la luz por 24 horas, de esta manera se aseguraba la reaccion del
FITC con los grupos amino de los aminoacidos presentes en la solucion, una vez
transcurrido el tiempo necesario se hacian pasar las muestras por el equipo de EC

para posterior lectura del electroferograma.

Electroforesis capilar (EC)

La electroforesis capilar se realiz6 en un equipo model R2D2 automatico fabricado

por Meridialisis CA en Mérida, Venezuela. El equipo poseia un capilar de silica
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fundida con una cubierta de poliamida de 75 cms de longitud, 355 mm de didmetro
externo y 25 mm de didmetro interno, los extremos se encontraban inmersos en
reservorios con buffer carbonato 20 mM equipados con electrodos de platino-iridio,

Estos estaban conectados a una fuente de poder que generaba 26 KV.

El equipo se preparaba antes de realizar alguna lectura lavando con: hidroxido de
sodio (NaOH) filtrado al 1 M por 6 minutos, luego con agua desionizada filtrada con
18 MW por 6 minutos y por altimo con buffer carbonato previamente filtrado y
desgasificado al 20 mM por 6 minutos. Los estandares de aminoacidos y las muestras
derivatizadas eran inyectadas hidroareodinamicamente por el extremo anddico del
capilar mediante la aplicacion de una presion negativa de 13 p.s.i por 1seg en el
extremo catodico del capilar. La muestra se corria durante 25 minutos para poder

tener un electroferograma de alta calidad.

Después de separadas las sustancias por fuerza electrosmotica y electroforética
eran detectadas en un detector colineal que recibia un rayo laser de 488 nmy 10 mW
de potencia emanado de un tubo de ion argén. EIl laser es conducido al detector
mediante una fibra Optica, es desviado hacia un objetivo de apertura numérica alta
mediante un espejo dicroico centrado a 505 nm. La fluorescencia es recogida por el
mismo objetivo, atraviesa el espejo dicroico y es concentrada, mediante un ocular, en
la ventana fotosensible de un tubo fotomultiplicador. La sefial del tubo

fotomultiplicador es alimentada en un computador equipado con el software CZE - 2.
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Identificacion de analitos o “spiking”

Por medio del electroferograma de cada muestra se identificaba la presencia de los
aminoacidos arginina y citrulina por el tiempo de aparicion y por la altura de la espiga
0 pico. La certeza de que fuera el aminoacido de interés se comprobada de la
siguiente manera: después de haber corrido la muestra problema obteniendo un
primer electroferograma y acondicionado el equipo nuevamente para volver a hacer
otra corrida, se combinaba la muestra (inyeccion de 1 segundo) con una solucion
patron de concentracion conocida de los amino&cidos en estudio (inyeccion de 1,2
segundos), se hace correr la muestra con la solucion estandar. Al obtener el segundo
electroferograma se solapaban ambos electroferogramas para constatar que el pico
que crecia en el segundo electroferograma comparado con el primer electroferograma

era correspondiente al aminoacido de importancia.

Este proceso era dado partiendo que una muestra tiene una concentraciéon de una
sustancia X que se desea conocer (para el presente caso la solucién de aminoacidos
séricos), esta Ultima cuando se mezcla con una solucién patrén a una concentracion
conocida de la sustancia todos los demas analitos presentes en la matriz disminuyen
su concentracién y aumenta aquella sustancia que se le estd agregando en mayor

proporcion. Por tanto como los analitos tienen un tiempo de migracién muy similar
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por su comportamiento molecular y de cargas se podia ubicar la exactitud de la espiga

del amino&cido de interés en el electroferograma correspondiente solo a la muestra.

Anélisis de los electroferogramas y conversion a unidades

El programa CZE — 2 guardaba los electroferogramas de cada muestra. Al tener el
pool de electroferogramas se proyectaban en un programa llamado Lector CRM que
se abria dentro del software matematico MATLAB. Los electroferogramas se emitian
en unidades de intensidad de fluoresceina (mV) y de tiempo (seg), respectivamente el
tiempo para el eje X y la intensidad para el eje Y dentro un plano de representacion.
En el programa lector CRM se podia cuantificar la altura de la espiga midiendo desde
el punto de partida al punto de finalizacion generando una linea base y esta a su vez
media la distancia que habia desde la linea base hasta el punto méaximo de
crecimiento en el pico correspondientes a los complejos FITC — argininay FITC —
citrulina. A Partir de valores emitidos de intensidad se llevaban a la ecuacion

correspondiente para ser transformados en unidades séricas.

Aminoacido pM: ( A/S) * CSTD * FD

Donde:
A: Intensidad de la altura de la muestra
S: Intensidad de la altura del estandar

CSTD: Concentracion del estandar

FD: Factor de dilucion
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Andlisis y procesamiento de datos

Se construy6 una matriz de valores en el programa SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) version 15.0. Se usaron variables de orden cuantitativo para obtener
valores de tendencia central, asi como para ver la relacion de los niveles séricos de
arginina y citrulina en ambos grupos de estudio con sus variables se comprob6 a
través de una matriz de correlacion, analisis de varianza y andlisis de regresion lineal
simple para observar la relacion de cada variable dependiente con variables
independientes. Para la construccion de graficos se utilizo la misma matriz de valores

pero en Office Excel 2010.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

Figura 1. Distribucion de los neonatos pertenecientes al estudio segun la condicion

de nacimiento.

W Prematuros

W atermino

Fuente: Ficha de datos. Servicio de neonatologia “Dr. José¢ D’Jesus Avendano” y

servicio de Sala de parto del I.A.H.U.L.A. Mérida, Estado Mérida.

En la figura 1 se presenta la distribucion de la muestra de recién nacidos para

el grupo de estudio y el grupo comparativo. Encontrandose que se conté con 30
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neonatos a término con adecuado peso al nacer y 29 neonatos prematuros de bajo

peso al nacer.

Tabla 1. Distribucién por género de los neonatos prematuros y a término

Género
Condicién de . )
nacimiento Masculino Femenino Total
N° % No % N %
Prematuros 18 30,51 11 18,64 29 49,15
A termino 18 30,51 12 20,34 30 50,85
Total 36 61,02 23 38,98 59 100

Fuente: Ficha de datos. Servicio de neonatologia “Dr. José¢ D’Jesus
Avendano” vy servicio de Sala de parto del I.A.H.U.L.A. M¢érida, Estado

Meérida.

Al observar la tabla puede encontrarse la distribucion por género que se
encontré en el nimero de nacimientos para cada grupo de estudio. Predomino el
género masculino en un 61,02% de mismas proporciones para cada grupo de estudio.
Mientras que el género femenino solo ocupo un 38,98% de parte de la muestra,
siendo el 20,34% para el grupo de los neonatos a término de adecuado peso al nacer y

18,64% para el grupo de neonatos pretermino de bajo peso al nacer.



Tabla 2. Distribucion segun niveles de prematuridad por edad gestacional (EG).

Nivel de prematuridad Prematuros
Segun EG
g N %
Prematuros moderados 24 82,80
Prematuros extremos 5 17,20
Total 29 100

Fuente: Ficha de datos. Servicio de neonatologia “Dr. José
D’Jesus Avendafio” y servicio de Sala de parto del
I.LA.H.U.L.A. Mérida, Estado Mérida.

La presente tabla muestra la clasificacion del estado del recién nacido segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2009) definida por edad gestacional, en
donde se observa que 24 neonatos son prematuros moderados siendo estos de edad
gestacional comprendida entre 31 a 36 semanas de gestacion y 5 neonatos son

prematuros extremos entre 28 y 30 semanas de gestacion.



Tabla 3. Distribucion segn peso al nacer (PA) en los neonatos prematuros.

Peso al nacer Prematuros
Clasificacion para prematuros
parap N© %
Peso bajo al nacer 15 51,7
Peso muy bajo al nacer 12 41,4
Peso extremadamente bajo al nacer 2 6,9
Total 29 100

Fuente: Ficha de datos. Servicio de neonatologia “Dr. José
D’Jesus Avendanio” y servicio de Sala de parto del [.A.H.U.L.A.
Meérida, Estado Merida.

La tabla 3 presenta la clasificacion del estado del recién nacido definida por
peso al nacer (OMS, 2009). Siendo de peso bajo al nacer aquellos neonatos que
pesaron menos de 25009 observandose 15 recién nacidos para esa categoria; de peso
muy bajo al nacer aquellos de 1000-1500g representado por 12 neonatos y peso
extremadamente bajo aquellos inferior a 1000g existiendo 2 prematuros en dicha

clasificacion.



Tabla 4. Descriptivos de las variables antropométricas y obstétricas de los neonatos

Variables X (o) Min — Max

Peso (g) 1583,2 4454 870 — 2350
Pretérmino Talla (cm) 40,39 4,0 3347

Edad gestacional 323 25 27 _ 136

(semanas)

Peso (g) 3053,3 333 2500 — 3800
A término Talla (cm) 48,7 3,1 36 — 52

Edad gestacional 386 11 37 _41

(semanas)

Fuente: Ficha de datos. Servicio de neonatologia “Dr. José¢ D’Jesus Avendaiio” y
servicio de Sala de parto del I.A.H.U.L.A. Mérida, Estado Mérida.

En la tabla 4 se observan las variables antropométricas; peso, talla, y edad
gestacional caracterizadas por diagndstico nutricional, presentando las esperadas
diferencias significativas en todas las variables antropométricas entre el grupo de
prematuros y de neonatos a término asi como también algunas medidas de tendencia
central. La media aritmética del peso para el grupo de recién nacidos pretérmino es de
1583 g presentando desviacion estandar de 445gramos en la distribucion respecto a la

media; es de notar que el peso minimo encontrado es 870gramos, un promedio de
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40,39 centimetro y una desviacion de solo 4centimetros; la mayoria de los prematuros
mostraban una edad gestacional alrededor de las 32 semanas.

En cuanto a los recién nacidos a término el comportamiento de los valores
antropométricos son distintos siendo el promedio del peso encontrado 3053 g la talla

de 48,7 centimetros y la edad gestacional de 38,6 semanas.

Figura 2. Relacidn arginina citrulina en los recién nacidos pretérmino.
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Fuente: electroferogramas. Software Lector CRM. Laboratorio de
fisiologia de la conducta “Eduardo Briese”, Facultad de medicina,
Mérida — Estado Mérida.

En el presente diagrama de dispersion o Scattergrama la correlacién entre
ambas variables es nula (porque R es cercano a 0). No se cumple en los neonatos

prematuros que las concentraciones micromolares (UM) de Citrulina correspondan a
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su vez al aminoacido Arginina, el crecimiento de ambas no es proporcional es decir,
las variables no estan correlacionadas en este grupo de estudio.

Figura 3. Relacidn arginina citrulina en los recién nacidos a término.
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Fuente: electroferogramas. Software Lector CRM. Laboratorio de
fisiologia de la conducta “Eduardo Briese”, Facultad de medicina,
Meérida — Estado Mérida.

El diagrama muestra una fuerte correlacion positiva 0 lo que se conoce
también como una correlacion alta y directa. Es alta porque R da mayor de 0,70 (y =
0,5458x + 4,8005R= 0,78); directa porque al crecer, crece Y en la misma proporcion.
Asi bien las concentraciones de arginina y citrulina en los recién nacidos a términos;
conforme aumentaba la concentracion de arginina también aumentaban las de

citrulina.
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Figura 4. Relacion entre la concentracion plasmatica de arginina y citrulina en

neonatos a término y prematuros
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Fuente: electroferogramas. Software Lector CRM. Laboratorio de fisiologia de la
conducta “Eduardo Briese”, Facultad de medicina, Mérida — Estado Mérida.

Es de observarse en el diagrama las correlaciones entre concentraciones de
aminodcidos (citrulina y arginina) de ambos grupos de neonatos; se apreciar la
proporcionalidad que parece existir entre los aminoacidos en los neonatos a términos;
no es igual a la de los prematuros en donde cualquier valor para la variable X
(concentracion de arginina), Y (concentracion de citrulina) puede tener cualquier

valor; no aparece para los prematuros relacion especial entra ambas variables.

Figura 5. Niveles séricos de arginina en neonatos: grupo de estudio vs grupo

comparativo.
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Fuente: electroferogramas. Software Lector CRM.
Laboratorio de fisiologia de la conducta “Eduardo Briese”,
Facultad de medicina, Mérida — Estado Mérida.

En la grafica de barras se evidencia concentraciones del aminoacido arginina

mucho mas elevadas en recién nacidos a término en comparacion a recién nacidos

pretérmino.

Figura 6. Niveles séricos de citrulina en neonatos: grupo de estudio vs grupo

comparativo.
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Fuente: electroferogramas. Software Lector CRM.
Laboratorio de fisiologia de la conducta “Eduardo Briese”,
Facultad de medicina, Mérida — Estado Mérida.

En la grafica de barras describe los niveles del aminoacido citrulina para los
grupos de neonatos. Se puede apreciar niveles de concentraciones micromolares
mucho mas elevadas para los recién nacidos a término, que para el grupo de

prematuros.

Tabla 5. Relacion de las concentraciones plasmaéticas de la arginina y citrulina con

variables perinatales de nacimiento en neonatos a término y prematuros.
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Variables perinatales

Variables Edad
metabolicas comportamiento Peig’i:\lr)macer gestacional (EG)
g semanas
Neonatos Prematuros
Arginina (UM) ﬂ 0,005 0,257
Citrulina (uM) 1l 0,001 0,060
Neonatos a término
Arginina (UM) ﬂ 0,014 1,107
Citrulina (M) i) 0,009 0,732

Fuente: electroferogramas. Software Lector CRM. Laboratorio de fisiologia de
la conducta “Eduardo Briese”, Facultad de medicina, Mérida — Estado Mérida.

En la tabla 5 se puede observar el comportamiento de los aminoacidos arginina y
citrulina de acuerdo a las variables antropométricas y obstétricas al momento de
nacimiento que presentaron los neonatos que formaron parte del estudio. Para los
neonatos prematuros la arginina aumenta 0,005 puM por cada gramo de peso y 0,257
UM por cada semana de edad gestacional. Para la citrulina se observa que por cada
gramo de peso aumenta dicho producto metabdlico en 0,001 uM y que por cada

semana de edad gestacional que avance aumenta 0,060 uM.

Mientras que para los recién nacidos a término la arginina aumenta por cada

gramo de peso en 0,014 uM y 1,107 uM por cada semana de edad gestacional. En
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cuanto a la citrulina se observd el incremento de 0,009 UM por cada gramo de peso y

por cada semana gestacional que transcurra aumenta 0,732 pM.

Discusién de resultados

Los aminoé&cidos constituyen un importante nutriente fetal. No s6lo son requeridos
por el feto para la sintesis de proteinas sino que también son metabolizados por él.
Los aminoacidos proporcionan entre el 20 y el 40% de la energia requerida por la
unidad fetoplacentaria. EI turnover de proteinas se ha descrito que se incrementa en
gestaciones normales un 15% en el segundo trimestre y un 25% en el tercer trimestre,
comparado con una mujer no gestante. Existen entre 15 y 20 sistemas de transporte de
aminodcidos en la placenta humana, con especificidades de sustrato solapadas y

distinta localizacion en la membrana apical y/o basal del trofoblasto (Serrano, 2009).

La concentracion fetal de aminoacidos es superior a la concentracién materna.
Para la mayor parte de los aminoacidos hay una transferencia neta de la madre al feto,
excepto para el aspartato y el glutamato. Los niveles circulantes de aminoacidos en
sangre materna también juegan un papel principal influyendo en la capacidad del
transporte de aminoacidos y, en Gltimo término, determinando el suministro al feto de
aminodcidos (Serrano, 2009).

Hace ya mucho tiempo que se admitié que los requerimientos de arginina pueden

alterarse en ciertas enfermedades. Asi, en algunos defectos congénitos de enzimas del
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ciclo de la urea, la arginina es un amino&cido esencial. Es evidente por su posicion en
el ciclo de la urea que la arginina puede sintetizarse facilmente. Por otra parte, las
soluciones de nutricion parenteral exentas de arginina causan hiperamonemia,
acidosis metabdlica y coma en la especie humana. Ademas, la sintesis de arginina
esta disminuida en los recién nacidos, especialmente en los prematuros, debido a que

varias enzimas del ciclo de la urea maduran alrededor del nacimiento.

La pre-eclampsia es una de las causas fundamentales de retraso del crecimiento
intrauterino, de prematuridad y de comorbilidad asociada. La infusion de 30 g de
arginina a mujeres con pre-eclampsia aumenta la produccién sistemica de 6xido
nitrico (NO) y reduce la presion arterial. Por otra parte, se sabe que el NO inhibe la
contractilidad uterina durante la gestacion. La infusion de 30 g de arginina durante 30
minutos a mujeres con contracciones prematuras reduce espontaneamente la
contractilidad. Todo ello sugiere que la arginina puede ser util en la prevencién de la

prematuridad (Fontana, Sdez, Santisteban & Gil, 2006).

La arginina es un aminoacido semiesencial, su sintesis se realiza
fundamentalmente en el rifion a partir de la citrulina procedente del intestino y de un
donante de nitrogeno, que habitualmente es el acido aspartico. En donde se produce
una sintesis del 40% a nivel intestinal por fuentes alimenticias antes de alcanzar la
circulacion portal, el turnover de las proteinas corporales (representa
aproximadamente el 85% de la arginina circulante) y la via enddgena de sintesis de

novo.
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Teniendo en cuenta que existe una sintesis de novo, nos podriamos preguntar el
porqué de su semiesencialidad en el ser humano. Las situaciones de estrés,
infecciones y la prematuridad, son las 3 situaciones que requieren aportes extras de
arginina y le convierten en un aminoacido semiesencial (Roman, Fuente & Jauregui,

2009).

Si nos enfocamos en la tercera situacion mencionada y es en donde se basa la
presente investigacion como es el caso de la arginina en prematuros; fuentes
bibliograficas describen que la sintesis de novo en el feto ocurre en el enterocito, sin
embargo la expresion del gen que produce la enzima fetal argininosuccinato sintetasa
y argininosuccinato liasa es baja, requiriendo el influjo positivo del cortisol de nifio,
el cual no alcanza suficientes niveles en los prematuros (Roman, Fuente & Jauregui,

2009).

Durante el periodo de lactancia, la mayor fuente de arginina es la biosintesis
intestinal a partir de la citrulina. A medida que pasan los meses, la actividad de estos
dos enzimas (argininosuccinato sintetasa y argininosuccinato liasa) disminuye hasta
hacerse indetectable a nivel intestinal. En este momento existe una transicion a la via
(eje rifidn-intestino), en el cual la citrulina es producida en las células epiteliales del
intestino delgado, a partir de la glutamina y el glutamato. Esta citrulina es secretada al

torrente sanguineo v el rifion extrae esta citrulina del torrente sanguineo produciendo
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arginina a nivel del tabulo proximal. Por otra parte la secuencia de la conversion de
ornitina a citrulina y a arginina no ocurre en el eje rifidn-intestino, sino en el ciclo de

la urea (Roman, Fuente & Jauregui, 2009).

Se evidencia en este estudio concentraciones del aminoacido arginina mucho mas
elevadas en recién nacidos a término (X 42,92 uM) en comparacion a recién nacidos
pretérmino (X 8,36 pM) lo cual se puede deber a que el desarrollo de la mucosa
intestinal son inmaduros ain mas para los prematuros; asi mismo como se menciond
anteriormente la sintesis principal de arginina se realiza por el ciclo de la urea a partir
de la citrulina procedente del intestino lo cual también es baja, es de tener en cuenta
que en los recién nacidos existe un cierto grado de déficit de actividad de dos enzimas
arginosuccinato sintetasa y arginasa en el ciclo de la urea que pueden repercutir en

que los mismo niveles de arginina y citrulina sean bajos.

En la primera época de la vida el neonato presenta una deficiencia de enzimas
implicadas en el catabolismo de determinados aminoacidos, los cuales pueden
producir efectos deletéreos, especialmente dada su gravedad a nivel del sistema

nervioso central, que esta en periodo de desarrollo y maduracion (Mataix, 2009).

El intestino delgado es responsable, no sélo de la digestion y la absorcion de los
nutrientes, sino también del metabolismo de varios aminoacidos, entre ellos, la

glutamina, principal precursor de la citrulina plasmatica. El enterocito ejerce una
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funcién decisiva en el catabolismo de los aminoacidos de la dieta en el primer paso
por el yeyuno. Estos substratos, al contrario de la glucosa, se consideran combustibles
para la mucosa intestinal y algunos son precursores esenciales en la sintesis de otros

aminodcidos, entre ellos, la citrulina (Teixeira et al, 2009).

Aproximadamente, 100% de la citrulina plasmatica es liberada por los enterocitos
en la circulacion portal por medio del metabolismo de la glutamina, principalmente
en la region apical de las vellosidades. No es absorbida por los hepatocitos y llega
intacta a los tejidos periféricos. Esta caracteristica es fundamental para la sintesis de
proteinas en situaciones de estrés metabdlico, como sepsis, estado postoperatorio y
pancreatitis aguda, y para la formacion de la arginina en los rifiones, principal
precursora del 6xido nitrico, componente importante en la respuesta y presencia
sostenida del sistema inmunoldgico, regulacion del flujo sanguineo y cicatrizacion de

heridas (Teixeira et al, 2009).

La citrulina se encuentra como aminoacido libre en el plasma y puede estar
presente en otros fluidos fisiologicos, como orina, sudor, liquido cefalorraquideo y
liguido amnidtico. También presenta funciones que difieren entre las diversas
especies. En humanos sanos, sin insuficiencia renal ni intestinal, las concentraciones

de citrulina sérica varian entre 20 y 60 umol/L, con una media de 40 umol/L.
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La distribucion tisular del metabolismo de la citrulina involucra, especialmente, el
intestino delgado, el higado y los rifiones, con tres importantes reacciones quimicas:
transformacion intrahepética de amoniaco en urea, sintesis de la arginina a partir de la

glutamina en el intestino y en los rifiones, y sintesis del 6xido nitrico.

En el higado, la citrulina es un metabolito intermediario que interviene en el ciclo
de la urea. Esta es una via metabdlica no relacionada con otras vias, porque toda la
citrulina sintetizada en la mitocondria del hepatocito es convertida en el citoplasma
en otros productos del ciclo de la urea, sin que exista ninguna liberacion a la

circulacion sanguinea.

En el intestino, principalmente en el yeyuno, la glutamina proveniente de la
alimentacion (66%) o de la sangre arterial que irriga los tejidos periféricos como el
sistema musculo-esquelético (33%), es absorbida y metabolizada, produciéndose la
mayoria de la citrulina circulante. Mediante el catabolismo, aproximadamente 83%
de la citrulina plasmatica se convierte en arginina, precursora esencial del 6xido

nitrico, en los tubulos renales proximales.

Se determinaron niveles de concentraciones del aminoacido citrulina para los
grupos de neonatos. En donde se puede apreciar niveles de concentraciones
micromolares mucho mas elevadas para los recién nacidos a término con una media

(X 28,22 uM) que para el grupo de prematuros (X 1,96 pM).
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En cuanto a la relacion de arginina con citrulina encontradas para los dos grupos
de estudio; los recién nacidos a término con alta concentracion de arginina tienen
niveles mas bajos de citrulina mostrandose directamente proporcionales en
comparacion con los recién nacidos prematuros que tenian bajo nivel de arginina
cuyo nivel de citrulina fue mas bajo aun (es decir, no se encontraron directamente
proporcionales) asi cualquier valor para la variable arginina, las concentraciones de
citrulina puede tener cualquier valor; no aparece relacion especial entra ambas

aminodcidos.

En un articulo de revision en el 2009; explican las situaciones en las que aumenta
y disminuye la citrulina en el organismo humano; entre ellas describe las
enfermedades de las microvellosidades como por ejemplo la enfermedad celiaca, el
esprue tropical y las enteritis bacterianas. Estas enfermedades comprometen,
principalmente, el yeyuno proximal, donde ocurre la mayor produccion de citrulina.
Otras condiciones asociadas con atrofia de las vellosidades incluyen los sindromes de
inmunodeficiencia primario o secundario, el esprue resistente al tratamiento y el
linfoma de células T. De la misma manera, en enteropatias agudas que llevan a una
importante pérdida de enterocitos, como la enteritis por adenovirus, la citrulinemia
puede estar reducida, pero rapidamente vuelve a los niveles normales después de 1 a

3 semanas.
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Por otra parte indican que puede haber aumento de citrulina cuando ocurre
aumento de la produccion o disminucion en la utilizacion. En el primero, puede ser
provocada por el aumento de la produccion intestinal por disminucién de la ingestién
proteinica, y el segundo corresponde a la disminucion de la depuracién en la orina en

casos de insuficiencia renal.

Deficiencias enziméticas heredadas - argininasuccinato sintetasa (ASS),
argininasuccinato liasa (ASL), arginasa carboxilasa de piruvato. Llevan a un perjuicio

de la transformacion de urea o arginina.

En los casos de la deficiencia en argininosuccinato sintetasa o citrulinemia se
hereda con caracter autosomico recesivo, y conduce a la elevacion de los niveles de
citrulina en sangre y a su excresion por la orina. Las manifestaciones clinicas varian
desde las formas graves (retraso mental y muerte) a la ausencia de sintomas, aunque

el retraso mental ligero a moderado es una secuela frecuente.

En la deficiencia en argininosuccinato liasa se hereda con caracter autosomico
recesivo. En la forma grave se produce intensa hiperamonemia neonatal que puede
llevar a la muerte; en la forma subaguda se produce retraso mental, vomito y
hepatomegalia. Todos los sintomas son consecuencia de la elevacion de los niveles

argininosuccinato en plasma y liquido cefalorraquideo.
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Una forma de tratamiento de estas deficiencias es la restriccion de las proteinas de
la dieta junto con la administracion de suplementos de arginina, cuya funcion es
formar citrulina o argininosuccinatos, que puede ser excretado por la orina, y con ello
se elimina nitrégeno; y ademas la arginina se utiliza para la sintesis de proteinas y de

creatinina.

La deficiencia en arginasa produce hiperargininemia, una patologia muy poco
frecuente, que se hereda con caracter autosdmico recesivo, en la que se produce
cuadriplejia espastica y retraso mental. Los niveles de arginina estan elevados en
plasma y liquido cefalorraquideo, asi mismo los niveles de arginina, lisina y ornitina
estan elevados en orina, pero no suele haber episodios de hiperamonemia intensa. El
tratamiento incluye una dieta baja en proteinas excluye la arginina (Garrido & Teijon,

2006).

Sindrome de la triple H (hiperornitinemia, hiperamonemia y homocitrulinuria). Se
caracteriza por aumento plasmatico de ornitina y amoniaco y presencia de
homocitrulina en la orina, y ocurre debido a una disfuncion del intercambio
mitocondrial ornitinacitrulina. En pacientes con el sindrome de las HHH presentan
niveles elevados de enzimas hepéticas, asi como hiperalaninemia, acidemia lactica
con un lactato elevado a piruvato, y aumento de la excrecién urinaria de lactato,
glutarato e intermediarios del ciclo de Krebs. Estos hallazgos son indicativos de
disfuncién mitocondrial y estan de acuerdo con estudios ultra estructurales que

muestran un mayor numero de grandes y extrafias mitocondrias en el higado, los
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masculos, los leucocitos y fibroblastos de algunos pacientes HHH. Las
manifestaciones hepaticas y neuroldgicas son caracteristicos de algunos trastornos
mitocondriales primarias. Disfuncion mitocondrial secundaria puede contribuir a la
patogénesis de estas mismas caracteristicas en el sindrome de HHH (Korman, et al

2004).

Ademas la disminucion de citrulina sefiala que esta relacionada con un defecto en
la sintesis intestinal, que puede derivarse de una significante reduccion de la masa de
enterocitos, como ya fue descrito, o de una deficiencia de las enzimas mitocondriales
del ciclo de la urea: sintasa de N-acetilglutamato, sintetasa de carbamoilfosfato y

transferasa de ornitinacarbamoilo.

La Deficiencia de sintasa de Al pirrolina-5- carboxilato. Conlleva a un defecto de
la sintesis de ornitina y consecuente disminucion de citrulina y arginina, con un

aumento del amoniaco.

El estrés metabolico grave. Estd asociado a la disminucion de los niveles de
citrulina, como ocurre en la pancreatitis aguda y la sepsis, por disminucién de la
glutamina o de la actividad de la glutamina. Los niveles de citrulina no se alteran en

situaciones de desnutricion grave (Teixeira et al, 2009).

No obstante también existen situaciones en las que la arginina también se ve
alterada como la cistinuria y la intolerancia proteica lisinurica. La primera es un

trastorno autosémico recesivo secundario a un defecto de la proteina D2H o rBAT
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human, responsable del transporte renal y gastrointestinal de cistina, lisina, arginina y
ornitina. La segunda conocida como la IPL (intolerancia proteica lisinurica),
aminoaciduria hiperdibasica de tipo 2, es un trastorno también autosémico recesivo
secundario a un defecto del transporte basolateral de los aminoacidos cationicos
lisina, arginina y ornitina en los tabulos renales y el tracto gastrointestinal. Un gen
presuntamente responsable de la IPL, el ATRC1, el cual codifica un transportador de

aminoacidos catiénicos, ha sido mapeado en el cromosoma 13.

La mayoria de los neonatos alimentados con leche materna son asintomaticos,
aunque algunos pueden desarrollar sintomas de hiperamonemia durante el periodo
neonatal. En el curso de la semana posterior al destete o durante un aumento de la
ingesta proteica, la mayoria de los nifos afectados por este trastorno presentan un
cuadro de nauseas, vomitos y diarrea leve. Més tarde, estos pacientes padecen
trastornos de la alimentacion, retardo del crecimiento, hipotonia severa,
hepatoesplenomegalia, osteoporosis y un retraso evolutivo. Algunos pacientes
presentan un cuadro de infiltracion pulmonar intersticial, proteinosis alveolar o un
compromiso renal severo con lesiones glomerulares y tubulares que progresa
rapidamente hacia un IRC. EI diagnostico se establece por una lisinuria pronunciada,
en contraste con un aumento leve de la excrecion urinaria de ornitina y arginina.
Otros hallazgos en niveles plasmaticos anormales de aminoacidos (Avery, Fletcher,

& MacDonald, 2001).
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Entre tanto las variables perinatales como la edad gestacional, peso y talla al nacer
se encontré en los resultados del presente estudio aumentos pequefios pero
progresivos de los niveles séricos de ambos aminoécidos para ambos grupos de
poblacion estudiada. Asi mismo una investigacion en el afio 2012 en Grecia donde
relacionaron niveles de citrulina plasmatica en los recién nacidos prematuros con
enterocolitis necrotizante sus resultados revelaron también un aumento progresivo de
las concentraciones de citrulina en relacion con la edad gestacional; y desde luego
significativamente mas bajos en comparacion con los niveles de citrulina de su grupo

control.

No obstante en el 2014 un estudio sobre metabolismo en la prematuridad: analisis
de los patrones de aminoacidos, enzimas y marcadores endocrinos por categorias de
edad gestacional. Identificaron que los analitos son los més afectados por el grado de
prematuridad y podria dar una idea de cémo la prematuridad impacta en el
metabolismo examinando las asociaciones entre el grado de prematuridad y los
niveles de aminoacidos, enzimas y marcadores endocrinos en todos los recién nacidos
con y sin ajuste para el peso al nacer, la alimentacion de estado, sincronizacion de la
muestra, la transfusion, y el sexo. Los niveles de tres aminoacidos (arginina, leucina y
valina) eran al menos el 50% diferente entre las cohortes de nifios extremadamente
prematuros y a término. Los niveles de 17-hidroxiprogesterona se incrementaron con
el aumento de la prematuridad, mientras que los valores de la hormona estimulante de
la tirotropina disminuyeron sistematicamente con el aumento de la

prematuridad. Ninguno de los tres marcadores enzimaticos que examinamos mostrd
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una tendencia en los niveles en todas las categorias de la prematuridad. Este estudio
demuestra que los nifios en diferentes etapas de la prematuridad son metab6licamente

distintos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se conto con 30 neonatos a término con adecuado peso al nacer y 29 neonatos

prematuros de bajo peso al nacer.

Predomino el género masculino en un 61,02% de mismas proporciones para
cada grupo de estudio. Mientras que el género femenino solo ocupo un 38,98%

de parte de la muestra.

La media aritmética del peso para el grupo de recién nacidos pretérmino es de
1583 g, la mayoria de los prematuros mostraban una edad gestacional alrededor
de las 32 semanas. En cuanto a los recién nacidos a téermino el comportamiento
de los valores antropométricos son distintos siendo el promedio del peso

encontrado 3053 g y la edad gestacional de 38,6 semanas.

Las concentraciones de arginina y citrulina en los recién nacidos a término de
adecuado peso al nacer conforme aumentaba la concentracion de arginina

también aumentaban las de citrulina.
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En los neonatos prematuros que las concentraciones de Citrulina y Arginina el

crecimiento de ambas no es proporcional.

Las concentraciones del aminoacido arginina estd mucho més elevada en recién
nacidos a término de adecuado peso al nacer en comparacion a los recién

nacidos pretérmino de bajo peso al nacer.

Las concentraciones del aminoacido citrulina esta mucho mas elevada en recién
nacidos a término de adecuado peso al nacer en comparacion a los recién

nacidos pretérmino de bajo peso al nacer.

Para los neonatos prematuros la arginina aumenta 0,005 pM por cada gramo de
peso y 0,257 uM por cada semana de edad gestacional. Para la citrulina se
observa que por cada gramo de peso aumenta dicho producto metabolico en
0,001 uM y que por cada semana de edad gestacional que avance aumenta

0,060 pM.

Mientras que para los recién nacidos a término la arginina aumenta por cada
gramo de peso en 0,014 uM y 1,107 uM por cada semana de edad gestacional.
En cuanto a la citrulina se observo el incremento de 0,009 UM por cada gramo

de peso y por cada semana gestacional que transcurra aumenta 0,732 UM.
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Recomendaciones

Cualquier biomarcador de uso en la préctica clinica en el tiempo han creado valores
estandares y de referencia incluso por poblaciones, razas, ubicacion geografica y
entre otros. Varios paises de Latinoamérica y de otros continentes han creado valores
de referencia para niveles plasmaticos de aminoacidos en grupos tan vulnerables
como lo son los lactantes menores, mayores y nifios. ES necesario crear valores
referenciales de niveles plasmaticos y séricos de aminoacidos para estos grupos
vulnerables, de esta forma se puede observar que tan normal se comporta la poblacion
y ayudaria al diagnostico precoz de diversas patologias en especial las orden genético

y errores innatos del metabolismo.

El adecuado prondstico nutricional metabolico del prematuro se realiza a través de
biomarcadores, el uso de la arginina y citrulina sérica como posible futuro
biomarcador en el seguimiento nutricional puede aportar mas indicios de las
decisiones a tomar acerca del suministro de nutrientes para poder reducir los estragos

de las injurias patoldgicas presentes.

El aminoacido arginina estad implicado en multiples procesos metabdlicos que

estdn encargados de eliminar metabolitos toxicos. Para poder tener un mejor

panorama del metabolismo de la arginina en el neonato es conveniente poder
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determinar el dosaje de los aminoécidos precursores (glutamina y prolina),

precursores metabolicos (ornitina y citrulina) y poliaminas (putrescina y agmatina).
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