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Is6topos estables en estudios de investigacion en nutricion
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RESUMEN. Se presenta una revisién acerca de las ventajas y
limitaciones enlautilizacion de is6topos estables, como metodologia
de eleccién para el estudio del metabolismo de proteinas, lipidos e
hidratos de carbono en el humano. Esta metodologia ofrece preci-
si6n, seguridad y se encuentra dentro de los lineamientos éticos.

INTRODUCCION

Uno de los adelantos més notables en el drea de nutricién,
es el uso de isGtopos estables en investigacién. Los estudios
realizados en 1940, por Schoenheimer y Rittenberg (1) de-
mostraron la ventaja de su utilizacién en el estudio de las
interacciones entre los nutrimentos consumidos en la dieta y
las vias o reservas metabdlicas del organismo. El objetivo de
la presente publicacién es analizar algunas de las ventajas y
limitaciones que ofrece el uso de is6topos estables en la
investigacién biomédica y muy en particular en el drea de la
nutricién humana.

Iniciaremos por describir lo que es un isétopo estable. El
nicleo de los 4tomos de los elementos ligeros presenta varia-
ciones en el nimero de neutrones presentes en el niicleo, loque
da como consecuencia, la presencia de varias formas del
elemento llamados isétopos; que tienen el mismo nimero de
protones y diferente ndimero de neutrones. Por lo general para
cada elemento existen is6topos que son mucho mds abundan-

1. Investigadoras de la Unidad de Investigacién Médica en Nutricion,
Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS. Apartado Postal 7-1069.

México, D.F. CP 06700 México.

SUMMARY. Stable isotopes in nutrition studies. During the last
decades several new techniques have been developed for measuring
the utilization of nutrients in humans. The development and potential
use of techniques with stable isotopes are discussed. Examples of the
different studies are presented for determining whote body aminoacid
and protein dynamics like lipids and glucose metabolism in humans.
The practical use of these diverse stable isotopically labeled
biochemicals provide safe, ethical, noninvasive investigation of
nutritional metabolism in humans.

tes que las otras formas consideradas como formas naturales
del elemento. Algunas otras formas de un elemento también
sonestables, aunque menos abundantes y son llamadas Is6topos
Estables del elemento. (Tabla 1).

Un ejemplo de esto es el hidrégeno. El hidrégeno natural
contiene un neutrén en el nicleo y se considera como la forma
«normal» del hidrégeno, en cambio el deuterium o hidrégeno-
2 (con masa 2), es menos abundante en la naturaleza que el
hidrégeno 1 y forma parte de la llamada «agua pesada» que
contiene un protén y un neutrén y se considera como isétopo
estable. Hay algunas formas que existen tinicamente en breves
periodos de tiempo y que por ser inestables se les llama
is6topos inestables; entre estos existe una forma especial de
hidrégeno que contiene dos neutrones ademés de un prot6n, a
este se le denomina Tritio. Todos los is6topos inestables tratan
de alcanzar un estado de equilibrio mediante un proceso que
se denomina «descomposicién o decaimiento», el cual impli-
cala emisidén de radiacién, motivo por el que se les denomina
is6topos radiactivos. La abundancia de los is6topos estables
en un compuesto se expresa como porcentaje de 4tomos en
exceso, las siglas en inglés son APE. Este concepto es andlogo
al término «actividad especifica» expresado en uCi/umol que
se utiliza para los is6topos radiactivos (2). Tabla 2.
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TABLA 1
ABUNDANCIA NATURAL DE ALGUNOS ISOTOPOS
ESTABLES
Elemento Is6topo Estable % Abundancia Natural

H 1 99.98
0.01

C 12 98.89
13 1.11

N 14 99.63
15 0.37

0] 16 99.76
17 0.03

18 0.20

S 32 95.00
33 0.76

34 422

Fe 54 5.82
56 91.66

57 2.19

58 0.33

Zn 64 48.89
66 27.81

67 4.11

68 18.57

70 0.62

Se 74 0.87
76 9.02

77 7.58

78 23.52

80 49.82

82 9.19

TABLA 2

MASA ATOMICA DEL HIDROGENO

Nimero:
Protones
Neutrones
Electrones

Forma Natural Isétopo Estable Isétopo

Hidrégeno Deuterio
H1 H2
1 1
0 1
1 1

Inestable
Tritio

H3

N =

Una de las principales ventajas en la utilizacién de los
isGtopos estables es que ofrece seguridad, en comparacién al
uso de is6topos radiactivos, ya que no tiene efectos téxicos, ni
nocivos, generalmente los métodos no son invasivos y estdn
dentro de los lineamientos éticos de la investigacién del
metabolismo en humanos.

Otra de las ventajas importantes de esta metodologfa, es
utilizar isGtopos estables como un «marcador» o «guia»
metab6lico. El is6topo a concentracién conocida es adminis-
trado, para posteriormente ser recuperado en diferentes mues-
tras biolégicas (sangre, orina, etc.), dependiendo de las carac-
teristicas del nutrimento o substrato que contiene al is6topo en
su molécula, sera la ruta o via metabdlica y la formacién del
producto final que conservara el isétopo, razén por lo que se
le denomina «marcador» (Ej. Leucina C 13, Glucosa C 13,
GlicinaN15etc.). Laadministracion del is6topo puede ser por
diferentes vias: oral, alimentacién parenteral, infusién
nasogéstrica, bolo intravenoso oinfusién continuaintravenosa.
La duracién del estudio puede variar desde 2 a 3 horas, hasta
72 hs o varios dias dependiendo del tipo del is6topo, del
tiempo de eliminacién y de los objetivos del trabajo. Las
muestras biolégicas para cuantificar larecuperacién del isétopo
pueden ser sangre (venosa o arterial), aire espirado, orina,
leche y en casos especificos biopsias de tejido (3,4).

La medicién de la abundancia de is6topos estables en
muestras biolégicas se fundamenta en diferentes técnicas
fisicoquimicas:

Medici6n del indice refractario de is6topos.

Medicién de la densidad isotGpica.

Espectrometria por emisién éptica.

Espectrometria por absorcién cuantificando la relacién
entre la concentracién del is6topo natural y del isétopo
estable. :

Espectrometria por resonancia magnética nuclear.

f. Espectrometria de masas.

e o

o®

Esta dltima es una de las técnicas mds utilizadas para
determinar la abundancia de is6topos estables administrados
como «marcadores» metabdlicos (5).

La espectrometria de masas, consiste en la cuantificacién
delaconcentraciéndelis6topo por medio de un espectrémetro
de masas, instrumento que permite registrar el perfil de con-
centraciones del isétopo por dos procesos: primero la combus-
tién de la molécula hasta su reduccién en N, CO», Hy Oy y
posteriormente su cuantificacién por un sistema integrado de
cromatografia de gases. Sistemas de gran sensibilidad y pre-
cisién, altamente costosos y por el momento disponibles en
paises con alto desarrollo tecnolégico. La técnica de
espectrometria de masas permite medir con gran precisién la
presencia o «enriquecimiento» del isétopo aun en diluciones
muy elevadas. Un buen ejemplo es el uso de aminodcidos
marcados con N15 o C13; al administrarse el aminodcido en
concentracién conocida s¢.puede lograr el «enriquecimiento»
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(saturacién) de lapoza metabélica de aminoécidos libres hasta
1/100 4tomos en exceso, con lo anterior se logra una dilucién
isotépica de hasta 100 veces. Al seguir diferentes rutas
metabdlicas, el is6topo puede ser incorporado a proteinas
enddgenas o a otros aminoécidos libres diferentes al adminis-
trado, por lo que la dilucién isotdpica puede alcanzar hasta 1/
1000. Elisétopo finalmente es incorporado a un producto final
y puede ser eliminado como es el caso de N15 en ureade orina
o de C13 en CO» del aire espirado (6,7).

Estudio del metabolismo de proteinas

Tal vezuna de las principales aportaciones en lainvestiga-
ci6n de la nutricién mediante el método de is6topos estables y
de la espectrometria de masas, es el estudio del recambio de
proteinas en el humano. Existen numerosos trabajos publica-
dos por diferentes investigadores, que han constituido grandes
avances en este campo (8-12).

Recambio de Proteinas. Existen diferentes modelos para
la valoracién del recambio de proteinas; los dos mds comunes
son el método del Precursos y el método del Producto Final. El
método del precursor se fundamenta en el andlisis del
«enriquecimiento» o presencia del is6topo en la poza de
aminodcidos libres, Ej. medicion del C13 en la leucina
plasmadtica. Por otro lado el método de producto final se
fundamenta en el anélisis del «enriquecimiento» de los pro-
ductos finales del metabolismo de los aminodcidos. Ej. medi-
ci6n de N15 en urea y amonio. Conociendo la abundancia
isotdpica se puede evaluar la sintesis de proteinas corporales
totales obteniendo la diferencia entre el contenido de isétopo
proveniente del producto final (CO,, urea, amonio) y la
concentracién de isétopo del aminoécido administrado (leucina
C13, glicina N15, etc), relacionando la conservacion de la
marca con la proteina corporal sintetizada (6). (Fig. 1). El
modelo desarrollado para humanos se basa en una serie de
postulados que en su mayoria han sido comprobados en
estudios realizados en animales (13) y que son los siguientes:

FIGURA 1
Modelo simplificado para el estudio del metabolismo
de proteinas
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1. El metabolismo del aminodcido «marcador» es reflejo
del metabolismo del total de aminodécidos.

2. La sintesis de proteinas es igual al Flujo menos la
Oxidacién; otras vias metabdlicas no son considera-
das.

3. Se ignora el reciclaje del is6topo originado a partir del
aminodcido o proteina marcada.

4. La dosis utilizada no afecta el recambio de proteinas.

5. El isétopo estable es utilizado en la misma forma que
su correspondiente elemento natural (Ej. C13=C12 o
N15=N14).

6. La distribucién de la marca se considera en forma
homogénea, por lo que puede ser valorado en sangre,
orina 0 CO».

Hace ya cerca de 30 afios, Picou y Taylor-Roberts (14)
publicaron un estudio del recambio de proteinas en nifios
desnutridos y en recuperacién nutricia, utilizando glicina
N15.Elisétopo fue administrado tanto porinfusiénintravenosa
como por infusién intragéstrica durante 30 horas. Los valores
de la velocidad de sintesis y de degradacion de proteinas en
estos nifios fueron calculados con base en la concentracién del
is6topo durante la meseta de equilibrio de N15 alcanzadaen la
concentracién de urea en orina. En este estudio se demostrd
que la velocidad de sintesis de proteinas en nifios en recupe-
raci6én no varia importantemente si la ingesta de proteinas es
alta o baja, sin embargo en los nifios desnutridos la sintesis de
proteinas es mayor cuando la ingesta de proteinas es aumen-
tada. En un trabajo posterior (15) se observé que al someter a
un nifio desnutrido a una dieta con contenido adecuado para
sus requerimientos de proteina y energia, la velocidad de
sintesis de proteinas se incrementaba al doble del nivel basal,
con un incremento concomitante en su velocidad de creci-
miento corporal. Utilizando éste mismo método en nifios
prematuros alimentados con leche humana, se observé au-
mentada tanto la sintesis de proteinas como la retencién de
nitrégeno en comparacién a nifios prematuros alimentados
con férmula (16). Una interrogante interesante es el conocer el
destino del alto contenido de urea en la leche humana (300 mg/
1) y en especial si este elevado contenido de nitrégeno es
metabolizado por el bebé para la sintesis de proteinas. Utili-
zando leche humana enriquecidaconureaN15, se observéque
alrededor del 40% del nitrégeno se recuperabacomo abundan-
cia del N15 en las proteinas plasmaticas del bebé (17). Lo
anterior nos sugiere que en el proceso de degradacién de la
urea de laleche en el intestino del nifio, el nitrégeno resultante
esnuevamente utilizado parala trasaminacién de aminoédcidos
que finalmente son incorporados a proteinas. Por otro lado
Fomon y cols (18) estudiaron la sintesis de proteinas corpora-
les en nifios alimentados con férmula ldctea con un contenido
alto de proteina (1.5%), observaron que la utilizacién de urea
de la leche para la sintesis de proteinas era menor (13 contra
40%) que cuando se ofrece una férmula con un contenido de
proteinas del 1.0%. Esto probablemente es debido a que una
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ingesta alta de proteinas por el nifio sobrepasa sus necesidades
fisiolégicas de nitrégeno y favorece una elevada produccién
de urea endégena, en estas circunstancias la utilizacion de la
urea procedente de la leche materna es menor.

Oxidacién de Aminodcidos. Mediante la infusién
intravenosa de leucina L[1-C13] en humanos sometidos a
dietas con diferentes concentraciones de proteinas, se midi6 el
enriquecimiento en plasma de leucina C13 y de alfa-
cetoisocaproicoC13, (derivadodelaleucinaen su viaoxidativa
y considerado como un indice del enriquecimiento de la
leucina intracelular), en este estudio se demostré que el
enriquecimiento del isétopo proveniente de la leucina
intracelular (alfa-cetoisocaproico) fue de un 20 a 25% menor
que el medido en la leucina C13 del plasma, esta relacion no
se modificé bajo las diferentes condiciones dietarias del
estudio, sugiriendo una distribucion constante de la marca
entre la poza de aminoécidos extra e intracelular. La observa-
cién relevante en este estudio es que la oxidacién de
aminodcidos se incrementa en relacién directa con la concen-
tracién de proteinas de la dieta (19). La observacién de un
aumento en la oxidacién de aminodcidos en respuesta a un
incremento en las proteinas de la dieta habia sido referido
anteriormente en laratamediante el uso de is6toposradiactivos
(20). Otrade las opciones para el estudio de la oxidacién de los
aminodcidos esel utilizar leucina doblemente marcada (leucina
[N15, 1-C13] y seguir la marca como se describe a continua-
cién: Cuando laleucinadoblemente marcada es transaminada,
forma alfa-cetoisocaproico [1-C13], el N15 del grupo amino
es eliminado dentro de la poza de glutamato, cuando el alfa-
cetoisocaproico [1-C13] es reaminado, se forma de nuevo la
leucina C13 (16), de esta manera es posible evaluar: 1) La
oxidacién del amino4cido que se puede medir determinando la
concentracién de leucina doblemente marcada, de leucina [1-
C13] y de leucina no marcada (C12), relaciondndola con la
eliminacién del is6topo (C13) en el COy del aire espirado. 2)
La transaminacién de la leucina mediante la relacién en la
concentraciénde leucinaN 15y leucina C13 referidaal total de
leucina no marcada.

El ciclo de la alanina -glucosa- aminoécidos de cadena
ramificada puede ser estudiado mediante la determinacién del
N15delaleucinaenlaalaninacirculante y del C13 provenien-
te de la leucina administrada en la glucosa circulante (21). Ha
sido demostrado previamente en recién nacidos una significa-
tiva correlacién entre un aumento en la oxidacién de leucina
y laaparicién de alanina marcada en plasma lo que nos indica
el metabolismo de los amino4cidos indispensables utilizados
tan ampliamente en nutricién parenteral infantil. Por medio de
estudios de oxidacién de leucina tanto en el adulto como en
recién nacidos se ha podido estimar cual es el requerimiento de
este aminoécido de acuerdo al ingreso y a las pérdidas irrever-
sibles de la leucina, Scott y cols. estiman el requerimiento de
leucina en 177 mg/kg/dia en nifios de apenas 3 dfas de vida
postnatal (22).

Estudio del metabolismo de lipidos y de glucosa

La posibilidad de utilizar triacilgliceroles marcados con
C13 es un recurso para investigar el metabolismo de lipidos
tanto en problemas clinicos como en investigacién basica de
la nutricién. El triacilglicerol enriquecido con el isétopo
estable C13 puede ser administrado por via intravenosa, por
alimentacién parenteral o enteral, ya sea en dosis tnica o
mediante infusién a corto tiempo. Los principales substratos
utilizados incluyen 1-carboxi- 13C3 trioleina y 1-carboxi-
13C3 trioctanoico, asf como &cidos grasos de cadena media o
larga marcados; el 13CO5 es determinado como el producto
final en la oxidacién del metabolismo de lipidos. Para poder
conocer el patrén de oxidacién de las distintas variedades de
dcidos grasos se mide primero la oxidacion de dcidos grasos
totales y después la de dcidos grasos de cadena media; con
estos datos se puede calcular la oxidacién dc dcidos grasos de
cadena larga (23, 24). En un estudio realizado en 60 nifios
recién nacidos, a los cuales se les administré un programa de
suplementacién con glucosa, aminodacidos y lipidos, tanto en
férmulacomo leche materna, los pacientes recibieron trioleina
C13 aunadosis de 10 mg/Kg de peso corporal. Después de la
administracion del marcador, el contenido del isGtopo en el
aire espirado (13CO,) permite valorar el porcentaje del
substrato oxidado en relacién a la dosis del marcador adminis-
trado. Cuando se analizaron los datos en relacién con los
nutrimentos con que fueron alimentados los nifios, se observo
una correlacién inversa con el consumo de hidratos de carbo-
no. La oxidacién de trioleina mds alta fue observada con el
menor consumo de carbohidratos y lamenos oxidacién, con el
consumo elevado, esto es debido probablemente al efecto
inhibitorio de la glucosa y por lo tanto de insulina sobre la
oxidacién de 4cidos grasos (25, 26).

Es posible obtener glucosa marcada con isGtopos estables
en diferentes posiciones; los is6topos méds comtinmente utili-
zados son [2-d], [3-d], [6,6-d2], [1-C13] y [U-C13] glucosa.
La seleccién del isétopo apropiado dependerd del experimen-
to que se desee realizar as{ como de la técnica o instrumento
para su andlisis.

Es importante mencionar en los estudios con glucosa
marcada que uno de los postulados en los cuales se basa la
metodologia que utiliza un marcador, es que si la marca deja
la poza metabdlica se asume que la marca no regresa; si la
marca regresa en la misma forma molecular de modo que no
pueda ser distinguida de la molécula administrada, esa con-
centracion serd sobreestimada en el cédlculo final. Por lo tanto
esimportante considerarestereciclaje tratdindose de la glucosa,
ya que ésta puede ser degrada hasta compuestos de tres
carbonos marcados con C13 tales como lactato o alanina, los
cuales pueden servir asu vez como precursores pararesintetizar
glucosa (27). El reciclaje de glucosa puede no ser cuantifica-
do, por lo que resulta en la sobreestimacion en la medicion de
la sintesis de glucosa; una alternativa para la valoracién de la
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produccién de glucosa es utilizar glucosa marcada en la
posicién del C1 en lugar de glucosa uniformemente marcada
(U-C13 glucosa); por medio del uso de espectrometria de
masas con cromatografiade gases integrada (GCMS) se puede
valorar la concentracién de cada una de las glucosas. El
principio sefiala que cuando se utiliza la marca en la posicién
del carbono 1 y lamarcarecicla, puede ser identificada, ya que
se determina primero la concentracién del isétopo en la
posicién 1 inicial, substrayendo el valor del enriquecimiento
total en las otras posiciones (2 a la 6). Esto puede hacerse
gracias a la diferenciacién por la cromatograffa de gases
integrada al espectrémetro; la tinica desventaja es que se debe
utilizar alrededor de 500 veces mds isétopo (28). Las limita-
ciones del uso de 1-C13 y U-C13 glucosa son que parte de la
marca se pierde al través de intercambio isotépico en otras vias
metabdlicas tales como la poza del oxalacetato, la reaccién de
la piruvato-deshidrogenasa, el reciclaje del piruvato etc. La
utilizacién de glucosamarcadatiene siempre unacierta impre-
cisién en la valoracién del metabolismo de la glucosa.

Elmetabolismo de diferentes nutrimentos ha sido estudia-
doampliamente en animales mediante la utilizacién de is6topos
radiactivos como es el caso de Carbono 14 y de Tritio. En el
humano sin embargo, existen serias restricciones: es dificil
obtener muestras de tejidos «in vivo» y el uso de isétopos
radiactivos s6lo es permitido bajo ciertas circunstancias y en
ciertos paises. Esto hallevado a que el uso de is6topos estables
se haya incrementado, relegando el estudio en biopsias de
tejidos especificos sélo en circunstancias patolégicas como
son el céncer, cirrosis o post-cirugia.

Una de las mayores limitantes para la utilizacion de
is6topos estables en un pais en desarrollo, es el no contar con
lainfraestructura necesariadebido a su elevado costo asi como
la falta de personal técnico capacitado para el manejo de
equipo de tanto precisién. Esto nos condiciona a que el uso de
estametodologia por nuestros grupos de investigacién, sea por
¢l momento, tnicamente en proyectos de colaboracién con
instituciones de paises desarrollados.

La posibilidad de utilizar is6topos estables constituye un
importante avance en la investigacién clinica de la nutricién,
yaque provee nuevas opciones parainvestigar el metabolismo
de diferentes substratos en el humano, ya sea en situaciones
fisiol6gicas y lo mds importante en condiciones patolégicas,
lo que brinda una excelente base tedrica sobre el manejo de
nutrimentos como es el caso de la nutricién parenteral, en
pacientes con céncer, post-quiriirgicos o con diferentes pade-
cimientos crénicos degenerativos.
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