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RESUMEN

Se estudiaron aspectos metodolégicos y la validacion del método de dilucién con
deuterio, el cual ha sido propuesto para medir la ingesta de leche materna. Una expe-
riencia realizada en nifios de 2 a 3 meses de edad, con estado nutricional normal, in-
dicé que el equilibrio isotopico se aleanza de 6 a 8 horas después de admmlstrar ini-
cialmente una solucién de deuterio al 16.5%/0.

Las mediciones de liquido ingerido, efectuadas en el grupo de nifios en periodo de
recuperacion de desnutricién marasmica, permitieron comparar los resultados de la
dilucién isotopica con el registro directo de leche administrada con biberén. Esta com-
paracion revelo una buena cotrelacién entre los valores respectivos al estimar el agua
corporal total con la f6rmula de Friis-Hansen.

Los resultados sugieren que la técnica de dilucion con deuterio es una valiosa
alternativa frente a los métodos habituales que se utilizan para medir la ingesta de
leche humana,
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INTRODUCCION

Coward et al. (1) describieron una.técnica de dilucion isotépica con
deuterio para medir la ingestién de leche humana. Esta se basa en el enri-
quecimiento del agua corporal del nifio mediante una dosis conocida de
isotopo,’ y la medicién del cambio en la concentracion de deuterio en el
transcurso del tiempo, seglin la técnica de medicion de deuterio por es-
pectroscopia de masas de Halliday y Miller (2). Las muestras represen-
tativas del enrigquecimiento del agua corporal se obtienen midiendo el
contenido de deuterio en la saliva del nifio.

No obstante, 1a literatura no ha comunicado resultados de estudios re-
lacionados con tres aspectos metodoldgicos fundamentales para un manejo
adecuado de la técnica. Estos son: a) la determinacion de la dosis inicial
de deuterio que debe suministrarse al nifio para obtener posteriormente
muestras de saliva suficientemente enriquecidas para medir por espectro-
metria de masas; b) la determinacion de la vida bioldgica del isétopo en
el organismo del nifio, de lo cual depende la duracion 6ptima del experi-
mento, y c) el tiempo de dilucion homogenea del deuterio en el agua cor-
poral. Por otra parte, parece evidente la necesidad de validar este metodo
a través de experimentos controlados en que sus resultados se comparen
con la medicidn directa del volumen de liquidos ingeridos por los nifios.
Nuestros hallazgos en cuanto a este ultimo punto fueron publicados par-
cialmente (3). En el articulo que ahora nos ocupa se dan a conocer los
resultados de dos experimentos en que se abordaron los cuatro temas se-
falados.

MATERIAL Y METODOS

Los tres primeros aspectos fueron estudiados en forma ambulatoria en
tres nifios de dos a tres meses de edad, a los que se les suministré una dosis
enriquecida de D, O después de haber tomado una muestra de saliva para
determinar el nivel basal de deuterio. En las ocho horas siguientes se
tomaron muestras de saliva a intervalos de aproximadamente 1.5 horas y,
posteriormente, cada dos dias durante los 14 dias siguientes. La dosis ini-
cial de deuterio fue suministrada de acuerdo al peso corporal, entregando
2 ml de una solucién al 16.59/0 a nifos cuyo peso eraentre 3y 3.99 kg,
y luego 0.5 ml por cada kg de peso adicional.

La validez del método fue sometida a estudio en un segundo experi-
mento, el cual se llevé a cabo en 10 nifos internados en un centro de
recuperacion nutricional y alimentados exclusivamente con leche artifi-
cial, de manera que se podia medir todo el liquido ingerido. Estos nifios
—que estaban en la fase final de recuperacion de desnutricién mardsmica—
llevaban al menos un mes internados con sobrealimentacion y no tenian
infecciones concomitantes. Sus edades fluctuaban entre 86 y 269 dias y
pesaban entre 3,270 y 5,950 g. El experimento se efectué durante 14
dras, tomando la primera muestra de saliva a las 9 hr de la dosis inicial (1
ml por kg de peso de una solucién de D, 0 al 16.50/0), y luego cada dos
dras. En este periodo se pudo comparar la ingesta diaria de liquido medi-
da en forma directa de los biberones graduados, con los valores
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determinados por el método de dilucién de deuterio. Los hallazgos de
este estudio también sirvieron para complementar los datos del primero.

Las muestras de saliva con voluimenes aproximados de 1 ml, y toma-
das con una jeringa de tuberculina sin aguja, fueron procesadas en la Comij-
sion Chilena de Energia Nuclear, destilandolas en vacio para separar Ia
fraccion acuosa, y reduciendo ésta a H, gaseoso y UO, en el interior de
un horno con uranio metalico a 7500C. La fraccidon de deuterio a hidré-
geno en el gas liberado se analizé por espectrometria de masas en un ins-
trumento Micromass 602 C (Vg Isotopes Ltd.), calibrado contra un pa-
tron VIENNA-SMOW de la Agencia Internacional de Energra Atémica.

La ingesta diaria de liquidos fue calculada de la formula

F(l/d) = TBW(1/kg) W(kg) m(d~?)

donde F es la ingesta diaria de liquido promediada durante la duracidn
del experimento. TBW es la fraccion de agua corporal (total body water),
W el peso del nifio, y m la pendiente de la curva que da la variacion loga-
ritmica de enriquecimiento con el tiempo. El inverso de m es 7, la vida
media bioldgica del isotopo.

RESULTADOS Y DISCUSION

El primer conjunto de experiencias intent6 determinar las condicio-
nes oOptimas para medir ingesta de liquido por dilucion isotépica. Los
resultados revelaron tres etapas bien definidas en la variacién temporal de
la concentracion isotépica (Figura 1).

a) Primero, un periodo de homogeneizacion del isétopo en el agua cor-
poral del nifto hasta alcanzar una distribucién de equilibrio.

b) Un periodo en el que el enriquecimiento E del isétopo en el agua cor-
poral del nifio, disminuye exponencialmente de acuerdo a

E = Eg exp(-t/T)

donde t es el tiempo desde que se administré la dosis de deuterio,
Eo es el enriquecimiento inicial y T es la vida media bioldgica del
isétopo. T.es un parimetro experimental importante del cual depen-
de la precision con la que se puede medir la ingesta de liquido F.

c) Finalmente, un periodo en el que el enriquecimiento del isétopo so-
bre el nivel basal se hace tan pequefio que se pierde el comportamien-
to exponencial, y las mediciones se acercan en forma erritica al nivel
basal.

De acuerdo a resultados obtenidos en tres nifios a quienes se les midid
el enriquecimiento de deuterio en la saliva a intervalos regulares durante
las pcho primeras horas, la distribucion isotopica de equilibrio se alcanza en-
tre las 6 y 8 horas de administrada la dosis inicial, cuando los enriqueci-
mientos isotopicos entran a un régimen de disminucion exponencial. Ello
lo ilustra la Figura 2, donde se comparan los enriquecimientos observados
con los enriquecimientos obtenidos por extrapolacion del régimen expo-
nencial a las primeras horas de la experiencia. Estos ultimos se han
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FIGURA 1

Las tres etapas de un experimento de dilucion isotopica. Datos tipicos para un lactan-
te a los tres meses. Arriba se muestra la curva exponencial en escala aritmética, y abajo
la recta que resulta al usar una escala logaritmica; la linea punteada ilustra el compor-
tamiento real, y la linea continua el modelo teérico, coincidiendo ambas en la zona de

comportamiento exponencial

normalizado —o sea que el enriquecimiento medido se muestra como frac-
ci6on del extrapolado— para permitir la comparacién entre las mediciones

para los tres nifios.

El plazo en que se logra el equilibrio es inferior al de

24 hr encontrado por Mac Lennan et al. (4). El resultado también contra-
dice 1a hipotesis de trabajo usada por Coward et al. (1) y Butte et al. (S),
quienes suponen equilibrio entre 1.5 y 2 horas después de la dosis inicial, y
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FIGURA 2

Acercamiento a la concentracion homogénea. Para cada nifio se muestra el enriqueci-

miento medido (puntos experimentales) expresado como porcentaje del enriqueci-

miento extrapolado del régimen exponencial a las primeras horas de la experiencia
(linea de trazos).
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probablemente explique en parte los pobres acuerdos que ellos obtuvieron
al intentar la validacion del método. La longitud del periodo de homoge-
neizacién implica que la concentracion inicial Eqg sélo puede obtenerse
por extrapolacion del comportamiento exponencial a t = 0.

El periodo exponencial se encontr6é ajustando por cuadrados mini-
mos los puntos experimentales a la recta de la f6rmula

LnE=LnEg- t/T.

Segiin se determind, se observa buena linearidad hasta enriquecimien-
tos de 5 ppm de deuterio sobre el nivel basal; por lo tanto, se puede supo-
ner en forma conservadora, que hay un comportamiento exponencial
entre las 8 horas de la dosis inicial y un enriquecimiento de 10 ppm de
deuterio sobre el nivel basal. Los ajustes en esta region son excelentes,
con factores de acuerdo superiores a 0.99 (Tabla 1), demostrando as1 la
bondad del modelo simple de un compartimiento utilizado para la dilu-
cion isotopica en el cuerpo del nifio. La-vida bioldgica media del isétopo
en el organismo de los nifios también se determiné experimentalmente,
encontrandose valores que fluctuaban entre 4 y 6 dias (Tabla 1).

En sus experimentos con animales, Coward et al. (6) mostraron que
al aumentar los intervalos de medicion por encima de 1.5 veces la vida
media biologica del isdtopo, la precision del método mejoraba conside-
rablemente. Por este motivo, en el presente esutdio se eligio el doble de
la vida biologica media como periodo 6ptimo de observacion.

Esto implica que las experiencias de dilucion en nifios lactantes de-
ben durar alrededor de 10 - 12 dias. De acuerdo a este criterio, las dosis
de deuterio administradas.en el primer experimento resultan ser algo
bajas, ya que se alcanzaron valores cercanos a 10 ppm sobre el nivel basal
justo a los 10 dias. Para evitar imprecisiones debido a bajas concentra-
ciones de deuterio en los dias finales del periodo ttil de observacion, en
los experimentos siguientes se incrementoé la dosis inicial a 1 ml de solu-
cion deuterada al 16.59/0 por kg de peso.

En el segundo experimento se buscé comparar las ingestas de liquido
medidas por dilucion isotdpica, con el volumen de liquido medido direc-
tamente en nifios alimentados con biberén. Los resultados obtenidos al
usar el proceso de medicion sugerido originalmente por Coward et al. (1)
demostraron la necesidad de efectuar algunos cambios en este procedi-
miento. En primer término, se tuvo cuidado en no obtener muestras du-
rante el periodo de homogeneizacion, ni de extender las medidas a nive-
les menores de 10 ppm respecto al nivel basal. También se extendio el
tiempo de medicion a periodos mayores que dos vidas medias bioldgicas
del deuterio en el organismo de un nifio. Sin embargo, el cambio mds
importante se refiere al calculo del agua corporal total (TBW) de los lac-
tantes. Originalmente, Coward et al. (1) propusieron obtener TBW a
partir de la cantidad de deuterio administrado, del nivel basal de deuterio
en la saliva, y del enriquecimiento en deuterio en la primera muestra post-
dosis de saliva, la cual se suponia que representaba una distribucién de
equilibrio. No obstante, todos los intentos realizados en este estudio por
obtener valores realistas de TBW a partir del enriquecimiento inicial Eg,
ya fuese a través de la medicion directa o por extrapolacion de la curva de
concentracion de deuterio vs. tiempo a t = 0,dieron, en 5 de los 10 casos
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TABLA 1

ENRIQUECIMIENTOS INICIALES SOBRE EL NIVEL BASAL DE 165 ppm,
TIEMPO UTIL DE OBSERVACION, VIDAS MEDIAS BIOLOGICAS, Y
PARAMETROS DE AJUSTE OBTENIDOS DURANTE EL EXPERIMENTO.
(LAS DESVIACIONES ESTANDAR CONSTAN ENTRE PARENTESIS)

Enriquecimiento inicial Vidas medias Tiempo util Parametro de
Niiio menos nivel basal de biologicas de observacion ajuste R 0Jo
deuterio (ppm) (horas) (dias)

1 110.2 (1.0) 142.2 (2.3) 12 —0.9977
2 145.2 (4.1) 80.6 (2.2) 8 —0.9952
3 130.5 (1.2) 80.8 (1.4) 8 —0.9937
4 127.6 (1.0) 102.1 (1.5) 11 —0.9993
5 132.6 (1.0) 112.1 (1.5) 11 —0.9996
6 88.8 (1.0) 118.8 (2.5) 11 —0.9980
7 126.4 (1.0) 105.0 (1.5) 13 —0.9992
'8 107.3 (1.0) 108.2 (1.9) 11 —0.9990
9 139.8 (1.0) 122.0 (1.5) 13 —0.9988
10 62.1 (1.0) 103.8 (3.1) 9 —0.9998
11 128.1 (0.9) 108.2 (1.5) 12 —0.9997
12 158.7 (1.01) 99.1 (1.2) 12 —0.9997
13 157.1 (0.9) 111.4 (1.2) 14 —0.9986

estudiados, valores inaceptablemente altos. Esto ocurre probablemente
debido a pérdidas de deuterio por salivacion cuando la concentracion bu-
cal es aun alta durante la etapa inicial de una experiencia (3). Finalmente,
el agua corporal total fue estimada usando una f6rmula empirica obtenida
a partir de estudios de dilucién isotépica por Friis-Hansen (7). Esta for-
mula da el agua corporal en funcién del peso y la talla del lactante, con
una desviacion estindar de 8.20/0, permitiendo corregir las deficiencias en
la medicién de TBW sin aumentar excesivamente el error experimental.
Los valores de la ingesta diaria promedio de liquido calculados con este
procedimiento se exponen en la Tabla 2 y en la Figura 3, las que muestran
que eXxiste una alta correlacién con las cantidades de liquido obtenidos por
medicion directa. -

La comparacién con la medicién directa indica que los resultados que
se obtuvieron por dilucién isotépica, son similares a los medidos directa-
mente. La mayor diferencia observada entre ambos métodos es de 7.89/o,
que es consistente con la desviacion estdndar de 8.20/0 en el TBW calcu-
lado mediante la fé6rmula de Friis-Hansen. La alta correlacién entre las
estimaciones directas e indirectas de la ingesta de 1fquidos, apoya la vali-
dez de la técnica isotopica. Esta presenta claras ventajas en comparacion
con los métodos tradicionales de medicién de volumen de leche en lactan-
tes, ya que obtiene la cantidad de leche ingerida sobre periodos largos de



VOL. XXXVIII (DICIEMBRE, 1988) No. 4 841

TABLA 2

PROMEDIO DIARIO DE INGESTA DE LIQUIDO MEDIDO DIRECTAMENTE
DEL BIBERON Y CALCULADA CON EL METODO DE DILUCION CON
DEUTERIO EN UN GRUPO DE NINOS INTERNADOS

Lactante Medicion directa Método del deuterio Diferencia entre

No. (ml) (ml) métodos (©/o)
1 1.002 963 -3.9
2 762 720 —5.5
3 728 694 —4.7
4 739 715 —3.2
5 877 809 —1.8
6 622 648 +4.1
7 531 519 —-2.3
8 640 656 +7.5
9 600 616 +2.7

10 636 634 —0.3
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FIGURA 3

Ecuacion de regresion entre la ingesta de liquido medida directamente del biberén, y la
calculada por la dilucion del deuterio.
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tiempo. Evita asi, las distorsiones introducidas por fluctuaciones de corto
plazo y, adem4s, no interfiere con la lactancia ni el estilo de vida materno.

El ficil uso deesta técnica en estudios de campo, hace importante in-
vestigar su aplicacion en Latinoamérica. En particular, deberra evaluarse
la posibilidad de usar espectrometria infrarroja como una alternativa de
analisis del enriquecimiento isotépico pues, aunque ello requiere trabajar
con concentraciones dedeuterio de un orden de magnitud mayor, pondria
el método al alcance de numerosos laboratorios que no disponen de
espectrometro de masas.
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SUMMARY
LIQUID INTAKE MEASUREMENT BASED ON DEUTERIUM DILUTION

Studies were carried out to ascertain methodological aspects and the validity of
the deuterium dilution technique to determine maternal milk intake.

Our study, conducted in 2-3 months-old normal infants, indicated that isotopic
equilibrium is reached 6-8 hours after administration of an initial dose of 16.59/0
deuterium solution.

Comparisons of liquid intake measured on a group of infants recovering from
marasmic underutrition, by the isotopic method and by direct recording of bottle-
fed milk, revealed a good correlation of the respective values when the infants’ body
water was estimated using the Friis-Hansen formula.

These findings suggest that the deuterium dilution technique is a valuable alter-
native to the current methods used to the measurement of maternal milk intake.
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