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Prevalence of anemia during pregnancy: Results of Valencia
(Venezuela) anemia during pregnancy study

Arturo Marti-Carvajal, Guiomar Pefia-Marti, Gabriela Comunian, Sergio Mufioz

Clinical Epidemiology Unit, Universidad de Carabobo and Ciudad Hospitalaria “Dr. Enrique Tejera”, Venezuela
and Clinical Epidemiology Unit, Universidad de la Frontera, Temuco, Chile.

SUMMARY. To determine the prevalence of anemia during
pregnancy in Venezuelan pregnant women. By using a cross-
sectional study, 630 Venezuelan pregnant women in their third
trimester at labor from the Valencia Anemia during Pregnancy Study
were studicd. Anemia during pregnancy was defined according to
WHO guidelines (Hb < 11g/dl), iron deficiency was considered
when serum ferritin level was < 12 ng/ml, and when serum folate
level was < 3ng/ml. it was considered as folate deficiency. 630
pregnant women (mean [+ SD] age, 24+ 6.4 years) having an average
of Hb 11.38+1.47 g/dl [95%CI = 11.27 to 11.50] were studied. No
patient had hemolytic anemia nor clinical infections. Almost all
patients were from low or very low socioeconomic status.
Prevalence of anemia was 34.44% (severe: 1.8%, moderate: 15.2%,
and mild: 83%). Iron deficiency anemia (IDA) was presentin 39.2%
(95%Cl= >2.7 to 45.7), prevalence of folate deficiency anemia
(FDA) was 11.98% (95%CI = 7.6% to 16.3%). Combined anemia
(IDA and FDA) occurred in 11.52% (95%Cl= 7.27% to 15.7%).
Multivariate analysis showed that multiparous (odds ratio -OR-:
1.95, 95%ClI= 1.28 t0 2.97, p =.002) and supplement use of iron
(OR: .55 (95%Cl= .33 t0 .91, p=.02) are associated with IDA. The
factors associated with FDA were: supplement use of folic acid
(OR: .37 (95%CI=.19 to .71, p = .003) and appropriate prenatal
control (OR: .51 95%Cl= .27 t0 .96, p = .04). Prevalence of anemia
during pregnancy was found to be high. Educational efforts should
be stressed in order to encourage improvements in the prenatal
care visits. '

Key words: Anemia, pregnancy, prevalence, Venezuela, third
trimester.

INTRODUCTION

Anemia during pregnancy is a worldwide problem (1).
The nutritional anemia is the most important cause of
maternal anemia. Iron deficiency (ID) and folate deficiency
(FD) are considered as the first two causes of nutritional
anemia. Furthermore, iron deficiency anemia (IDA) is the
most important public health problem in hematology in the
developing countries (2). During pregnancy there is an

RESUMEN. Prevalencia de anemia durante el embarazo:
Resultados del grupo de estudio de anemia durante el embarazo
en Valencia, Venezuela. El objetivo fue determinar la prevalencia -
de anemia durante el embarazo. Se utilizé un disefio de corte
transversal. El estudio fue realizado en la Maternidad “ Dr. J.L.
Facchin de Boni”, principal hospital obstétrico y ginecolégico de
Valencia, Venezuela. Se estudiaron 630 embarazadas durante el
tercer trimestre gestacional, en trabajo de parto. Anemia durante
el embarazo fue definida como hemoglobina menor de 11g/dl
(OMS). Deficiencia de hierro fue considerada cuando el-nivel de
ferritina sérica era menor de 12 ng/ml y se diagnosticé deficiencia de
folatos cuando el nivel era menor de 3ng/ml. La edad promedio de
las pacientes fue 24+ 6.4 afios, siendo la mediade la Hb de 11.38+1.47
g/dl [IC 95% = 11.27 a 11.50]. Ninguna paciente tenfa anemia
hemolitica o infeccién clinica. Casi todas provienen de estratos
socioecondmicos bajo o muy bajo. La prevalencia de anemia fue
34.44% (severa: 1,8%, moderada: 15,2% y leve: 83%). La anemia
por deficiencia de hierro (ADFe) estuvo presente en 39.2% (1C95%
= 32.7 a45.7), mientras que la prevalencia de anemia por deficiencia
de folatos (ADFo) fue 11.98% (IC95% = 7.6% a 16.3%). La anemia
combinada (ADFe y ADFo) se diagnésticoen 11.52% (IC95%=17.27%
a 15.7%). El andlisis multivariable mostré que la multiparidad (odds
ratio -OR-: 1.95, IC95%=1.28 2 2.97, p =.002) y el aporte de hierro
(OR: .55 (IC95%= .33 a .9, p= .02) est4n asociados con ADFe. Los
factores asociados con ADFo fueron el aporte de 4dcido félico (OR:
.37 (IC95%=.19 a .71, p = .003) y adecuado control prenatal (OR:
.51 IC95% = .27 a .96, p = .04). Se concluye que la prevalencia de
anemia durante el embarazo es alta. Esfuerzos educacionales deben
ser realizados para incrementar el control prenatal.

Palabras clave: Anemia, embarazo, prevalencia, Venezuela, tercer
trimestre.

increase of iron and folate requirements, therefore the
likelihood of presenting ID and FD is high if there is not
supplementation during the pregnancy. Diagnosing both
deficiencies in pregnant women is critical because several
evidences relate IDA to increased risk of maternal and fetal
morbidity and mortality and premature delivery and low birth
weight.

To our knowledge, there are no investigators in Latin
América who have evaluated a hospital - based sample of
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subjects performing both serum ferritin and serum folate
simultaneously with a sample calculated prior to research.
The Valencia Anemia during Pregnancy Study (VAPS) was
established in 1996 in order to carry out epidemiological
researches in the main industrial city of Venezuela with two
goals: determine the true prevalence of anemia during pregnancy
and determine the association and its magnitude between
prematurity and low birth weight with maternal anemia.

This cross-sectional study was performed in pregnant
women during the third trimester at labor in order to evaluate
the prevalence of anemia during pregnancy in Valencia,
Venezuela. :

METHODS

From May to December 1996, we examined 630
consecutive Venezuelan pregnant women in their third
trimester at labor. No patients had clinical infections,
hemoglobinopathies, or chronic inflammatory diseases.
Almost all patients were from low or very low income families
and live in Valencia, Estado Carabobo.

The research was conducted at the Ciudad Hospnalana “Dr.
Enrique Tejera” in Valencia, Venezuela, a tertiary hospital of
900 beds, center of reference for a population of 3.000.000 in
the north central region of Venezuela. The Department of
Obstetrics and Gynecology is very busied with over 18000
deliveries yearly.

An electronic counter performed complete blood count,
anemia was defined according to WHO guidelines (Hb< 11
g/dl), and it was classified as severe (Hb < 7g/dl), moderate
(7 g/dl to 9 g/dl), and mild (10 g/dl to < 11 g/dl). Serum
ferritin was performed using Spectro Ferritin™ (Ramco
Laboratories, Houston, TX, USA). ID was defined as a serum
ferritin level < 12 ng/ml. Only serum folate was measured in
this research, the kit to measure erythrocyte folate level was
not available. We used a Folate Radioaasay Kit ['*T] (ICN
Pharmaceuticals, Orangeburg, N.Y, USA). FD was defined
when serum folate level was lower than 3 ng/mL according
to Wagner (3). Microcytosis was defined as mean corpuscular
volume (MCV) lesser than 76fL and macrocytosis was
considered when MCV was greater than 96fL.

This research was approved by the Ethical Committee of
the Ciudad Hospitalaria “Dr. Enrique Tejera”, and free
informed consent was obtained from all patients enrolled into
the study.

Sample size: Sample size was calculated assuming an
estimated prevalence of maternal anemia of 37%, a
significance level of 5% and sampling error of 10%. To satisfy
these conditions, the number of subjects needed for the study
was 630 pregnant women.

Statistical analysis: Data is presented as mean+SD unless
otherwise noted. Medians, percentiles and range are presented
since most of the biological variables are not normally
distributed. Categorical variables were compared by using
chi-square test or Fisher’s exact test when appropriate.
Continuous variables were analyzed by using the Student’s
t-test for unpaired data. To compare means between 3 or
more groups, One-way ANOVA procedure was used. To
evaluate equal variances, Bartlett”s test was used. To compare
all pairs of means after ANOVA (multiple comparison post
test), the Bonferroni test was used. All variables that showed
a statistically significant association (a <.1) with anemia in
univariate analysis were included in the multivariate analysis.
Multivariate analysis was applied using stepwise backward
logistic regression. All statistical tests were two-tailed, and
p value < 0.05 was considered to indicate statistical
significance. Stata software (version 6.0, Stata, College
Station, Texas) was used for statistical analyses.

RESULTS

During the study period, data from 630 Venezuelan
pregnant women were studied having an average age of
2446.40 ranging from 14 to 48 years. In this group, {79 of
the 630 pregnant women (28%) were teenagers. Two hundred
and seventeen pregnant women (34.44%) had not appropriate
prenatal control (less than 5 visit), and seventy-four subjects
(11.75%) had no prénatal care visits at all. One-hundred forty
eight pregnant women showed pregnancy -induced
hypertension or eclampsia (23.5%). The general and obstetric
characteristics of the patients are summarized in Table 1.

TABLE 1
General characteristics of pregnant women (n = 630)

Variable Mean (+SD) 95%Cl Median Range n (%)
Age 24 (16.4) 23610246 23 14-48
Parity 1 0-10
Gestation 2 1-15
Interval pregnancy
¢ week 40.8(+32.8) 374t0442 24 0-192
Prenatal Care Visit 527 (£2.78) 5.05t0549 6 0-17
Multiparous 214/630 (34)
Multigesta 364/630 (58)
Uterine Bleeding
None 514/630 (82)
1 trimester 39/630 (6.1)
11 trimester 25/630(3.9)

111 trimester
more than one

35/630 (5.5)
17/630 (2.7)

Total bleeding 116/630 (18)
Iron supplementation 525/630 (83)
Folate supplementation 512/630 (81)

q): 364 pregnant women
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The values of Hb, ferritin and serum folate levels and as
well as MCV are shown in Table 2. The values of Hb ranged
from 5.6 to 15.4 g/dl. The median of Hb, ferritin, serum folate
and MCV was 11.5 g/dl (95%CI = 11.3 to 11.6), 16.9 ng/ml
(95%CI=15.6 to18.5), 6.4 mg/ml (95%CI =6 to 7) and 86 fL
(95%CI = 86 to 87), respectively.

TABLE 2
Hematological characteristics of pregnant women

(n = 630)
Variable Mean(£SD)  95%CI Median  Range
Hb (g/dD) 119F14) 11210115 115 560154
Serum Ferritin (ng/ml) 30.5 ('_*‘2.]) 268t034.7 169 09to781
Serum Folate (mg/ml)  82(}63) 7710 87 64 0441044
MCV (fL) 86.4(16.2) 8591088 86 64tolll

The mean concentration of serum ferritin in women with
toxemia (43.5% 95.6ng/ml, 95%CI= 28 to 59.1) was
significantly higher than that of healthy pregnant women (26.5
+31.2ng/ml, 95%CI = 23.7 to 29.3) (p = 0.0008). The
hematocrit values were not significantly different among the
two groups. Indeed, the mean concentration of hematocrit in
hypertension group was 35.814.1 (95%CI = 35.1 to 36.4),
while in the healthy group, it was 35.5+4.2 (95%CI = 35.2 to
35.9) (p = .57).

Twenty-six patients (4%) had microcytosis, while thirty-
three pregnant women (5%) presented macrocytosis.

From the 630 study participants, 217 had anemia (34.44%,
95% ClI=30.7 to 38.1). The three stages of anemia prevalence
were as follow: 1.8% (4/217) severe, 15.2%(33/217) moderate
and 83% (180/217) mild. The prevalence of IDA was 39.2%
(95% CI = 32.7 t0 45.7), FDA was present in 11.98% (95%
CI=7.6 to 16.3), combined anemia (IDA and FDA) occurred
in 11.52% (95% CI =7.27 to 15.7) and other types of anemia
were found in 37.33% (95% CI = 30.8 to 43.7). Twenty
percent had folate deficiency (125/630). Of them, forty-one
percent (51/125) had FDA. Thirty-four percent had iron
deficiency (217/630), and in this cohort with ID, 51% of the
subjects (110/217) had IDA. .

Table 3 shows the mean of Hb by type of anemia. Analysis
with one-way ANOVA indicated a non statistically significant
difference among the groups (F =023;p=0.87).

3.216

TABLE 3
Mean of hemoglobin according to type of anemia

TYPE (n=217) % Mean (zSD) 95%Cl Range

IDA (85) 39.2 9.7 (1) 951099 5610109
FDA (26) 1198 9.7 (x£98) 9.3t010.1 7.5t010.9
MDA (25) 11.52 9.7 (*79) 9.4t 10.1 7910 10.9

Others Anemia (81) 37.33 9.8 (x£.1) 9.6to 10.1 591to0 10.9

IDA = Iron Deficiency Anemia
FDA = Folate Deficiency Anemia
MDA = Mixed Deficiency Anemia

One-way Analysis of variance analysis showed a non
statistically significant difference among the groups of anemic
patients according their ages. Indeed, the mean of ages is as
follow: IDA (24.9146.1), FDA (24.8+7.6), Mixed Anemia
(23.4£6), and Other types of Anemia (24.1%6.3) (F,, . =
0.47; p = 0.70). :

The mean of MCV was different according to the type of
anemia (F ., = 5.55; p = 0.001) (Table 4). For each of the
six possible pairwise tests, Bonferroni’s correction is as
follow: IDA vs FDA (p = 0.003), IDA vs mixed anemia-(p =
1), IDA vs others anemia (p = 0.04), FDA vs mixed anemia
(p = 0.047), FDA vs others anemia (p = 0.59), and mixed
anemia vs others anemia (p = 0.59).

TABLE 4 .
MCYV among fourth type groups of anemic pregnant.
women(n =217)

Anemia TYPE MCV (fL)
Mean (£SD) n(%)
95%Cl

Iron Deficiency Anemia 83.3(¢7) 85(39.2)
' 69 to 102

Folate Deficiency Anemia 88.5(6.4) 26(11.9)
76 to 101

Mixed Anemia 83.6(6) 25(11.5)
70 to 99

Others Anemia 86.1(%6.3) 81(37.3)
72 to 101

In the teenagers group (179 patients), 59 of them (33%)
had anemia. However, teenager pregnant women did not have
an increased risk of anemia (Table 5).
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TABLE 5
Anemia in pregnant women teenagers

Variable n % OR 95%ClI P
Anemia 59 329 91 63t0l13 .62
Iron Deficiency 53 29.6 .73 .50tol.06 .10
Folate Deficiency 35 195 97 631015 .90
Iron Deficiency Anemia 18 30.5 .64 37tol.1 .11
Folate Deficiency Anemia 10 169 1.6 .72t03.5 .24
Mixed Anemia - 7 11.8 97 4l1to23 .96
Other Anemia 24 406 1.07 .64to17 .79

The odds ratio and 95% confidence intervals of the
variables that were found to have a statistically significant
association with FDA and IDA in the univariate analysis are
as follow: For FDA, multiparous (OR: 1.9, 95%CI = 1.3 to
2.8, p= 0.001), inappropriate prenatal control (OR: 1.8,
95%CI = 1.2t0 3.0, p = 0.001), supplement use (OR: 0.33,
95%CI = 0.21 to 0.51, p= 0.001), and for IDA, multiparous
(OR: 1.8, 95%CI = 1.3 to 2.6, p= 0.001), inappropriate
prenatal control (OR: 1.59, 95%CI = 1.1 to 2.4, p = 0.007),
supplement use ( OR: 0.53, 95%CI = 0.35 to 0.82, p= 0.001)

Primigravid women had protection against ID (OR =0.52,
95%CI =0.371t0 0.73 p =0.0002) and FD (OR = 0.48, 95%CI
=0.32t0 0.73 p = 0.0006)

Associated factors with IDA and FDA in the multivariate
analysis are shown in Table 6.

TABLE 6
Multivariate analysis of risk factors for maternal
nutritional anemia

Anemia Type Odds Ratio 95%Cl P

Folate Deficiency Anemia

Supplement Use 37 1910 .71 .003
Appropriate Prenatal Control .51 27 to 96 .04
Iron Deficiency Anemia

Multiparous 1.95 1.28 t0 2.97 .002
Supplement Use .55 .33 to 91 .02
Mixed Anemia

Multiparous 2.6 1.12t0 5.8 .024
Bleeding 33 071018 15
Inappropriate Prenatal Control 1.9 82t04.2 13

Supplement use of folic acid and appropriate prenatal
control (>5 visits) were independently associated with FDA,
both factors had protector effect against FDA. While
multiparity and supplement use of iron were associated with
IDA. Multiparity had deleterious effects on pregnant women.

DISCUSSION

In this study population, the prevalence of maternal
anemia was 34.44%. This level is as high as others seen in
developing countries (1,4-7). Although the burden of this
problem is higher in some other countries, such as West Africa
(66%) (4), Singapore (81%) (8), or Pert (70%) (9).

Anemia during gestation is an indicator of the precarious
nutritional status of any country and it remains as a world

~wide public health problem. WHO defends that ID is the

most common deficiency disease of the world (10). The main
cause of anemia in pregnancy is nutritional, being ID and
FD its most important responsible factors (11,12).

According to what is mentioned above, we will introduce
the discussion in two sections: first, iron deficiency anemia,
and second, folate deficiency anemia.

As aresult of ID, it is considered that more than half a
billion people of the world have deleterious effects (13). So,
Ogbeide et al (14) recommend a regular review of factors
which may contribute to prevent the maternal anemia.
However, there is still controversy surrounding the impact
of the anemia on outcome of pregnancy, at least in developed
countries (15,16). Nevertheless, Scholl et al point out that
the relationship between inadequate iron intake and increased
likelihood of preterm delivery is kept during the third
trimester (17,18).

Independently of its impact on fetal health, maternal
anemia increases the risk of maternal morbidity (19).
Therefore, it is very important to prevent and to treat maternal
anemia.

Looker et al (20) report 2% to 5% of American teenagers
with iron deficiency. In a recent study in Brasil (21), in Sdo
Paulo, the prevalence of anemia in pregnant adolescents was
14.2%, nevertheless the frequency of ID was high (48.4%).
Regarding Looker’s results (20), our study showed a
prevalence four times higher and in comparison with Brasil
(21) it was twice as high.

Although the pregnant adolescent was not our central
objective, we should mention that the adolescent didn’t have
a statistically significant association with anemia in general
or anyone of its types. Similar results are shown in a review
and Meta-analysis by Scholl et al (22). Contrary to Beard
(23) that points out that adolescence is a risk factor for
maternal anemia. We considered that the rational approach
to IDA in this group is not different to the other pregnant
woman. The evaluation of anemia during pregnancy is not
very different than that of any anemic aduit.

Serum ferritin concentration is currently the gold standard
to detect iron deficiency, however it is also known that ferritin
is an acute-phase reactant associated with acute and chronic
disorders. We found high levels of serum ferritin in patients
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with toxemia; this has also been reported by Tamura (24),
Entman (25) and Maymon (26). The exact mechanisms that
induce an increases of ferritin levels in toxemic pregnant
women are not known. This fact is very important because
our prevalence of ID and IDA could be higher. Therefore, it
is necessary to usc a more sensitive and specific indicator of
body iron stores such as serum transferrin receptors (27-29).

Many and Duffy (11) point out that an increase of ferritin
in the third trimester may rarely be found associated with
inflammatory or autoimmune disorders and toxemia of
gestation. It has pointed out that high serum ferritin
concentration in the third trimester, resulting from a failure
of ferritin to decline, is associated with very preterm delivery
and markers of maternal infection (30).

Two aspects deserve a comment: First, comparing the
healthy group with the toxemia group using the results of
hematocrit, we found that those results permitted to discard
the possibility of insufficient blood volume expansion among
both groups. Second, in connection with the MCV, it must
be kept in mind that its value is limited because there exists
a physiologic increase of the red cell size during pregnancy.
We find that the mean MCV for the patients with IDA is
somewhat lower than the mean for the patients with FDA.

( What would be the reasons to explain the high prevalence
of maternal anemia in our region? The main factors are ID
and FD which are associated with multiparity, low
socioeconomic status, low rate of prenatal control and iron
and folic acid supplementation. The same factors are reported
by others researchers (4,14,31,32). Of course, worldwide,
the main cause of ID in adults is gastrointestinal blood loss,
however, in premenopausal women with IDA the most
important cause is excessive menstrual blood loss or
pregnancy (20).In the tropical area, hookworm is also a very
common cause. We think that in our region another associated
factor for IDA could be the increase of vegetable
consumption. The low bioavailability of iron in vegetables
is well known. Calcium intake during pregnancy could impair
iron absorption (33), even though we can only suggest it since
our study does not include this issue.

Meda et al (4) report hemolysis due to hemoglobino-
pathies and malaria as factor responsible for high prevalence
of maternal anemia, none of our pregnant women showed
hemolytic disorders.

Folate deficiency is considered as the second cause of
nutritional anemia (34). In our city, 20% was the prevalence
of FD but in the pregnant women with FD the magnitude of
the FDA was 51%.

Folate deficiency (FD) is the main cause of megaloblastic
anemia (MA) during pregnancy. But, the majority of MA in
pregnant women are seen during the third trimester and
postpartum period (35). This could be explained by the

existence of an appropriate folate’s storage for up to 20 weeks.
The associated factors with FD and FDA in our pregnant
women were multiparity and inappropriate prenatal control,
which could hide an inadequate diet. It is well established
the effectiveness of periconceptional folate supplementation
to prevent neural tube defects, nevertheless, controversy exists
surrounding the effectiveness of folic acid to prevent low
birth weight (LBW), duration of gestation (36), and other
obstetric complications. None of our pregnant women had
newborn with malformations. It has been described that lower
concentrations of serum folate at week 28 are associated with
a greater risk of preterm delivery and low birth weight (37).
To the moment, this paper was written, we are analyzing the
association between maternal anemia, FDA, IDA, LBW and
prematurity.

Despite the significant body of evidence about the various
aspects of ID and FD, why do ID and FD remain as a major
public health problem throughout the world, specially in
developing countries? Are the health policy makers doing
all efforts to reduce the magnitude of the problem? Do health
programs have enough effectiveness to reduce it? All data
indicate lack of effectiveness and poor efficiency. Without
any doubts, the programs remain poorly implemented. What
is the main etiologic fraction of the cause that does not allow
reducing the problem? Why do not we globalize the health
all over the world?

In order to reduce the burden of the problem, we propose
some strategies for preventing IDA and FDA during
pregnancy: 1.- Use of quality assurance methods (QA) such
as those proposed by Abubaker et al (38). They authors
demonstrated that QA has been effective in reducing iron
deficiency anemia in a rural population from Egypt, 2.- We
consider that, at least in those developing countries with high
or very high rate of maternal anemia, it must be mandatory
guarantee free iron and folic acid supplementation to pregnant
woman, even six month postpartum. This must be all
associated with food fortification. This last issue has been
proved useful by Layrisse et al (39). 3.- Practitioners should
take decisions related to the strategies “daily versus
intermittent” iron supplementation based on economic,
cultural, personal aspects of the pregnant woman, and side
effects of drug.

In an elegant review, Walker (40) asks himself “what
priority should it have? in relation to the remedying of iron
deficiency”. He recommends iron supplementation associated
with food fortification. Suggestions about how to do
prophylactic iron administration in pregnancy and
management of IDA and FDA appears in many reviews
(11,13,31,41). 4.- Medical Societies of Hematologists and
Obstetricians must use their position in society to influence
public opinion and government health planners.
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To have carried out this study might have contributed to
give an idea of the magnitude of the problem in this city and
in Venezuela. These results can be the tip of the iceberg that
is the national situation.

One limitation of this study was that red blood cell folate
levels, which reflect tissue levels, could not be measured.
Despite that limitation, however, this factor does not obscure
the basic message that pregnant women in this city have a
significant FD, and it is very important to supply this
micronutrient to this population. Also, these results have
contributed, in Venezuela, to improve the knowledge of the
epidemiology of this very important public health problem
in hematology.

In summary, in the conditions studied, there is a high
prevalence of nutritional anemia in pregnancy in Valencia,
main industrial city, in Venezuela. Strategies must be carried
out to reduce the burden of the problem.
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Indicadores de riesgo para la deficiencia de vitamina A en
menores de 15 afios de una comunidad marginal de Valencia,
Venezuela
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RESUMEN. La deficiencia subclinica de vitamina A (VA) es dificil
de evaluar pues no existe un tnico indicador apropiado para todas
las situaciones. Con el objeto de conocer el estado de VA en grupos
vulnerables, se estudiaron 590 niflos menores de 15 afios,
aparentemente sanos de una comunidad marginal de Valencia,
Venezuela. Se evalu6 ingesta de VA por recordatorio de 24 horas,
riesgo por consumo deficiente segin metodologia [IVACG, estado
de VA por niveles séricos de retinol (HPLCr) y Citologia de
Impresiéon Conjuntival (CIC) segin metodologia ICEPO. Se
clasificé el grupo por edad en menores de 7 afios, entre 7 y 10 afios
y 11 afios 0 més. Se calcularon estadisticos descriptivos y pruebas
no paramétricas (Mann Whitney, x*). Ségin IVACG se encontrd
0,6% a riesgo alto de déficit, 8,8% moderado y 90,6% leve. Segin
retinol sérico se detecté 0,7% de déficit (<20 pg/dl) y 25,1% de
niveles marginales (20-30 pg/dl) y por CIC 11,1% de déficit, sin
encontrarse asociaciéon con la edad ni sexo. Estas prevalencias,
identifican la deficiencia de VA como un problema leve de salud
publica en el grupo. A pesar de no detectarse déficit franco (<10
pg/dl) un porcentaje importante (25,1%) presentaba niveles séricos
marginales y 11,1% mostraban alteraciones en sus epitelios.
Palabras clave: Estado de vitamina A, citologia de impresion
conjuntival, poblacién infantil, deficiencia de vitamina A,
Venezuela.

INTRODUCCION

Hasta hace poco tiempo, la hipovitaminosis A, como
problema de salud piblica, se definfa por la prevalencia de
sintomas y signos clinicos tales como ceguera nocturna, y
xeroftalmia en sus distintos grados, que a veces se
corroboraban con el registro de concentraciones sanguineas
muy bajas de esa vitamina. Actualmente, debido a que
numerosos trabajos han encontrado que algunas infecciones
son mds graves y generan un mayor riesgo de mortalidad
cuando las reservas de vitamina A del organismo son bajas,
se consideran poblaciones con deficiencias de vitamina A,
no sélo aquellas que presentan manifestaciones clinicas sino
también aquellas donde las reservas hepéticas se encuentran

SUMMARY. Risk indicators of vitamin A deficiency in children
from slum area of Valencia, Venezuela. Subclinical vitamin A
(VA) deficiency is difficult to assess since there is not a single
suitable indicator for every situation. With the objective of assessing
VA status in a vulnerable group, 590 healthy children (<15 years of
age) from a low-income community of Valencia, Venezuela, were
studied. VA intake was assessed through 24 hour dietary recalls,

‘risk of VA intake deficiency was assessed following the IVACG

methodology, VA status was assessed through serum retinol levels
(HPLCr) and Conjuntival Impression Citology (CIC) according to
ICEPO methodology. The sample was characterized by age (less
than 7 years old, from 7 to 10 years old, and 11 years old or older).
Descriptive statistics and non-parametric tests (Mann Whitney, X?)
were performed. According to IVACG, 0,6% were at high risk of
deficiency, 8,8% had moderate risk and 90,6% had low risk. Results
from serum retinol showed 0,7% of deficiency (<20 pg/dl), and
25,1% of low levels (20-30 pg/dl); according to CIC, 11,1% of the
sample was deficient. No relationship was found by age or sex.

~ These prevalences identify the VA deficiency as a mild public health

12

problem. Although there was no deficiency per se (<10 pg/dl), this
group has a higher vulnerability to infectious diseases since 25%
of the sample showed low levels of serum retinol and 11,1% showed
abnormalities in its epithelial cells.

Key words: Vitamin A status, conjuntival impression citology,
children, vitamin A deficiency, Venezuela.

disminuidas, aun .cuando no se presenten manifestaciones
clinicas (1-7).

En el-dmbito poblacional, la hipovitaminosis A subclinica,
llamada a veces marginal, es dificil de determinar porque no
existe un solo indicador definitivo apropiado para todas las
situaciones. Se han desarrollado distintos métodos para
determinar el estado corporal de vitamina A, sin embargo
todos presentan ciertas limitaciones, por lo que el uso de
uno solo de ellos es inadecuado (3,8).

Los indicadores comiinmente usados incluyen ingesta
dietaria de vitamina A, niveles de retinol sérico y adaptacién
nocturna, los cuales tienen sus limitaciones en precision,
especialmente cuando se aplican en estudios clinicos o en
nifios pequefios (generalmente los més vulnerables). Nuevos
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indicadores se han venido desarrollando entre los que se
encueniran la prueba de Dosis Respuesta Relativa (DRR) o
la Dosis Respuesta relativa Modificada, la Citologia de
Impresién Conjuntival (CIC) y la Dilucién Isotépica para
estimar las reservas corporales totales. Todos estos métodos
segin Underwood son muy prometedores, pero requieren
trabajo adicional para verificar su sensibilidad, especificidad
y valor predictivo como indicadores tanto al nivel individual
como de comunidad (3,8,9).

La prueba de Citologia de Impresién Conjuntival (CIC)
ha sido propuesta como indicador precoz de la deficiencia
de vitamina A y evalda microscépicamente los cambios
histolégicos en los tejidos epiteliales antes de que ocurra la
manifestacién clinica (8-11). Es un indicador logisticamente
factible a nivel de campo por su simplicidad en el manejo y
transporte de las muestras debido a que no requieren
refrigeracion, sin embargo tiene la limitacién de que se
requiere la colaboracidn del paciente para la toma de muestra,
lo que hace su uso poco factible en nifios menores de 3 afos
(12,13).

En Venezuela, si bien las hojas de Balance de Alimentos
para la década 1980-1990 reflejaban una baja disponibilidad
de vitamina A (530 ER/persona/dia para el afio 1990, lo que
representa un 78,7% de los requerimientos del venezolano),
a partir de 1993 la disponibilidad mejoré notablemente al
fortificar la harina de maiz con este nutriente, siendo para el
afio 1997 de 1371ER/persona/dia lo que representard un 171%
de los requerimientos promedios de la poblacién (14-16).

Poco se conoce sin embargo, sobre el estado de la vitamina
A del venezolano, medido éste como reservas corporales de
retinol. En los dltimos afios algunos grupos de investigacion
han aportado resultados de niveles plasmdticos de retinol en
distintos grupos etarios de pequeiias poblaciones: Gerardi y
col reportan una prevalencia de déficit de 78,8% en un grupo
de nifios de 2 a 12 aiios de dos comunidades de la Isla de
Coche (17); Yépez y col en un estudio realizado en 86 nifios
en edad preescolar de una comunidad suburbana de Valencia
reportan 10,6% de deficienciay 35,3% de valores marginales
para el afio 1992 y 16,5% con valores marginales para el afio
1993 (18,19); Solano y col. en dos estudios poblacionales
realizados, uno en un grupo de 460 escolares y otro en 523
preescolares de una zona marginal de Valencia, en los afios
1994 y 1995, respectivamente, reportan una prevalencia de
deficiencia de vitamina A (<20 pg/dl) de 2% para escolares
y 11% para preescolares y con niveles marginales (20-30
ug/dl) en 10,7% de los escolares y 21% de preescolares
(20,21). Estos datos demuestran que aunque la prevalencia
de deficiencia de vitamina A segin los niveles séricos varia
notablemente entre los grupos, estd presente y es en algunos
casos importante.

Con el objeto de hacer una aproximacién mds adecuada
al diagnéstico de Vitamina A en grupos vulnerables, en este

estudio se evalué la deficiencia de vitamina A por tres
indicadores, en un grupo de nifios menores de 15 afios a riesgo
de deficiencia por su bajo nivel socioeconémico.

METODOLOGIA

Poblacién y muestra: La muestra estudiada estuvo
conformada por 590 nifios aparentemente sanos de ambos
sexos, en edades comprendidas entre 2 y 14 afios, integrantes
de una comunidad marginal de la ciudad de Valencia, sin
enfermedades agudas y a riesgo de deficiencia de vitamina
A por su precaria situacién econémica. Estos nifios fueron
captados de una Escuela Nacional y de un preescolar
localizados en la misma comunidad, y fueron evaluados
durante el periodo Marzo-Mayo de 1998.

Para el célculo del tamafio de esta muestra se considerd
la prevalencia de valores inadecuados de vitamina A en
escolares y preescolares de la misma comunidad (12,7% en
escolares y 33,5%.en preescolares), y un nivel de confianza
del 95%. La muestra seleccionada fue de 607 nifios los cuales
se escogieron aleatoriamente del total de la matricula de la
Escuela Nacional Bdrbula y del Preescolar Barbula (N =
1.832). Se explicé a los representantes en que consistia el
estudio y de los 607 niflos seleccionados, los representantes
de 590 dieron consentimiento por escrito.

METODOS
A los nifios seleccionados se les realizé una evaluacién

integral que incluyé: una evaluacién socioecondmica; una
historia clinica donde se registré fecha de nacimiento, el sexo,

el peso, la talla, los antecedentes de enfermedades infecciosas

y el consumo de suplementos vitaminicos; una evaluacién
antropométrica; una evaluacién de la ingesta de calorfas,
proteinas, grasas y vitamina A y una evaluacién del estado
de vitamina A por dos indicadores que fueron niveles séricos
de retinol y citologia de impresién conjuntival.

El estrato socioeconémico se midié segiin el método de
Graffar modificado para Venezuela por Méndez Castellano
(22). Laedad se estimé basandose en la fecha de nacimiento
y fecha del examen, para el peso y la talla se utiliz una
balanza con tallimetro marca HealthoMeter.

Se evalué el estado nutricional antropométrico mediante
el Indice de Masa Corporal utilizando como valores de
referencia Frisancho (23) y los indicadores Peso/Talla y Talla/
Edad, utilizando valores de referencias NCHS/WHO. Los
puntos de cortes segin OMS fueron: IMC en déficit menor o
igual al percentil 10, normal entre Percentil 10y 90, y exceso,
por encima del percentil 90. Para los indicadores Peso/Talla
y Talla/Edad se consideré déficit por debajo de -2DS, riesgo
entre -2DS y -1 DS; normal entre -1DS y 2 DS y exceso
mayor de +2 DS (24).
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Las mediciones de peso y talla fueron realizadas por
personal debidamente entrenado y estandarizado segin la
metodologia descrita por Gibson, R (25).

Se consulté a la madre la presencia de enfermedades
infecciosas (diarrea, sarampién y enfermedades respiratorias
del tracto inferior y superior), en los dos meses previos a la
toma de muestra de sangre y a la evaluacién antropométrica.

Para determinar el riesgo por consumo deficiente de
Vitamina A, en los nifios menores de 7 afios, se utilizé una
frecuencia de consumo dirigida especificamente a la
evaluacién de alimentos ricos en vitamina A, que fue
estructurada y analizada segun la metodologia desarrollada
por IVACG para este grupo etario, la cual permite medir el
riesgo de deficiencia de vitamina A a nivel comunitario. La
encuesta de frecuencia de consumo de alimentos se elaboré
con base en los alimentos ricos en vitamina A de consumo
usual de esta comunidad. Los alimentos seleccionados fueron
clasificados segin su contenido de vitamina A (Equivalentes
de Retinol (ER) en una racién bdsica de alimento) en las
categorias de bajo, moderado o alto, y se registré el tamafio
de cada racién y su frecuencia de consumo. Se asigndé un
puntaje a cada alimento consumido que dependia de su
contenido de vitamina A y se calculé el puntaje UPF (Usual
Pattern of Food Comsumption). El cdlculo de este puntaje
permite, segin la metodologia IVACG, clasificar el riesgo
por consumo en alto (UPF< 120), moderado (UPF entre120
y 210) y bajo (UPF>210) (26). '

Se estim§ el consumo diario de calorias, proteinas, lipidos,
carotenos y vitamina A total a través de tres recordatorios de
24 horas no consecutivos, utilizando los valores de la Tabla
de Composicién de Alimentos para Venezuela (27). Los
recordatorios fueron realizados por nutricionistas entrenadas
y estandarizadas, pertenecientes al Centro de Investigaciones
en Nutricién. Se calculé el consumo promedio de los tres
recordatorios para los distintos nutrientes y se compararon
los valores promedio con las Recomendaciones de Energfa y
Nutrientes para la poblacién venezolana (28), lo cual permitié
determinar la adecuacién al consumo de estos nutrientes.

Se registrd el uso de suplementos de vitaminas y minerales
clasificando los mismos en tres grupos: suplementos sin
vitamina A, polivitaminicos que contenian vitamina A y
suplementos de vitamina A. Esta informacion fue recogida
de forma cualitativa (uso, tipo de suplemento y frecuencia) y
no se incluyd en la estimacién del consumo de vitamina A
por los métodos cuantitativos ya mencionados.

Para determinar los niveles séricos de retinol se tomé una
muestra de sangre (5 ml) del paciente en ayunas, en
penumbras, y se colocé en un tubo sin anticoagulante,
protegido de la luz solar para obtener la muestra de suero.
Una vez en el laboratorio se separé el suero y este se
guardé en un tubo dmbar a ~70°C hasta el momento de su

andlisis. Se determiné la concentracién de retinol sérico
utilizando la técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC), segin el método desarrollado por el
International Vitamin A Consultative Group (29). Se utilizé
para ello un cromatégrafo liquido marca Hewlett-Packard
modelo 1050 utilizando como fase estacionaria una columna
de fase reversa (25 cm de largo x 4 mm de didmetro interno)
(C18) tipo Spherisorb OD2, con un tamaifio de poro de 80A
y un tamafio de particula de Smm, y como fase mévil
Metanol:Agua en proporciones 95:5.

Para la Citologia de Impresién Conjuntival se utilizé la
metodologia descrita en el «Manual de Entrenamiento para
Determinacién del Estado de Vitamina A por Impresién
Citolégica de la ICEPO” (30). Para el diagnéstico se
considerd la presencia o ausencia de mucina y células
caliciformes en la impresién conjuntival y las caracteristicas
del tejido epitelial, estableciéndose los siguientes criterios
de diagnéstico: Normal: Extendido laminar continuo de
pequeiias células epiteliales, con abundante células
caliciformes y puntos de mucina; Marginal: Muy pocas
células caliciformes o puntos de mucina y células epiteliales
agrandadas que comienzan a perder continuidad dentro del
extendido; Anormal: Ausencia de células caliciformes o
puntos de mucina y un marcado agrandamiento de las células
epiteliales que se presentan claramente separadas.

Se agrupé la poblacién en tres categorias de edad:
menores de 7 afios; entre 7 y 10 afios; e iguales o mayores a
11 afios. Se calcularon los estadisticos descriptivos bésicos
para las distintas variables y se utiliz6 la prueba y? para buscar
asociacién entre los distintos indicadores del estado de
vitamina A y entre ellos y las variables sexo y edad. Se
utilizé la prueba no paramétrica de Mann Whitney para
comparar el consumo de vitamina A, la adecuacién y los
niveles séricos de retinol por grupos de edad. Se realizé un
analisis de regresién miltiple tomando como variable
dependiente los niveles séricos de retinol y como
independientes las variables previamente mencionadas Para
el diagnéstico antropométrico se utilizé el programa Epi-
Info versién 6.04 y para el andlisis estadistico el paquete
estadisticos SPSS versién 8.0.

RESULTADOS

La muestra seleccionada estuvo conformada por 139
preescolares y 451 escolares cuya distribucién por sexo y
grupo de edad se presenta en la Tabla 1. El 91,6% de las
familias de estos nifios se encontraban en situacion de pobreza
(estratos IV y V) y de ellos el 20,4% en pobreza critica
(estrato V).
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TABLA 1
Distribucion del grupo estudiado por sexo y grupo de edad

Sexo Grupo de edad Total

<7 afios 7-10,99 afios > 11afios
Masculino 100 (34,1%) 144 (49,1%) 49(16,7%) 293 (100%)
Femenino 86 (29.0%) 168 (56,6%) 43(14,5%) 297 (100%)
Total 186 (31.5%) 312(52,9%) 92(15,6%) 590 (100%)

En cuanto al estado nutricional antropométrico se
encontré que un 12,9% presentaban déficit nutricional segin
el Indice de Masa Corporal y 7,3% exceso, 6,4% presentaron
talla baja y 27,6% riesgo de talla baja. Segiin el indicador
peso para la talla 0,6% estaba en déficit (menor a -2DS) y
10,2% estaban a riesgo de desnutricién (entre -2DS y -1DS)
sin detectarse ningtn caso de desnutricién moderada o grave
(por debajo de -3DS). No se encontré asociacién significativa
entre estos indicadores y el sexo. Sin embargo la prevalencia
de desnutricién segun el IMC fue significativamente mds alta
en los mayores de 11 afios (23,9%) que en los menores de 11
afios (10,8%).

Se encontré que el 17% de los nifios habian tenido al
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menos un episodio de diarrea en los dos meses previos al
estudio, un 37% habian presentado enfermedades
respiratorias del tracto superior y 28% del tracto inferior,
pero no se reportaron casos de sarampion.

La ingesta energética oscild entre 517 y 3.998 kcal/dia
con una mediana de 1.587 kcal/dia que representa una
adecuacién mediana de 87% de acuerdo a las
recomendaciones por edad y sexo venezolanas (28). La
ingesta proteica oscilé entre 8 y 183 g/dia con una ingesta
mediana de 53 g/dia lo que significa una adecuacién mediana
igual a 94%. La ingesta total de grasas presenté un rango
entre 1,3 y 143 g/dia con una mediana de 44 g/dia,
representando el 25,5% de las calorfas totales, valor que se
encuentra dentro del rango recomendado para menores de
16 afios (25% a 30% de las calorias totales) (28).

El aporte dietético de retinol fue sumamente variable y
oscil entre 44 y 10.813 ER con una mediana de 765 ER, lo
que representé una adecuacién mediana de 124%, sin
embargo el 23% de los nifios mostraron un consumo inferior
al 80% de sus requerimientos. No se encontré asociacion
entre la adecuacién al consumo por sexo pero si por grupos
de edad (Tabla 2). .

TABLA 2
Prevalencias de déficit segiin adecuacién al consumo de VA, niveles séricos de retinol y citologia de impresién
conjuntival del grupo total y por grupos de sexo y edad

Adecuacion al consumo Retinol sérico CIC fo-
de vitamina A :
<80% RDA  280% RDA  <20pg/di 20-30pg/dl > 30pg/dl Anormal Normal
Sexo ’ ;
Varones 63 (23%) 211 (77%) 2 (0,7%) 70 (25%) 209 (744%) 27 (11,7%) 204 (88,3%)
Hembras 63(23%) 211(77%) 2 (0,7%) 75 (26%) 213 (73,4%) 24 (10,5%) 204 (89,5%)
x® p:NS x? p:NS X2 p:NS
Edad
< 7 afios 9 (5,2%%) 163 94,8%) 1 (0,6%) 53 (30,1%) 122 (69,3%) 16 (10,5%) 137 (89,5%) -
7 a 10,9 ailos 74(25,9%)  213(74,1%) 2 (0,7%) 81 (26,6%) 221 (72,7%) 24 (10,4%) 206 (89,6%)
> 11 afios 43(47,8%) 47 (52,2%) 1(1,1%) 11(12,1%) 79 (86,8%) 11(14,5%) 65(85,5%)
x* p: 0,000 : x> p:NS x> p:NS
TOTAL 126 (23%) 422 (77%) 4 (0,7%) 145 (25,4%) 422 (739%) 51 (11,1%) 408 (88,9%)

Alrededor del 33% del aporte dietético de este nutriente
fue suministrado como carotenoides mientras que un
porcentaje importante del mismo (66%) provenia de la
vitamina A preformada de alta biodisponibilidad. Los
alimentos con el mayor aporte de esta vitamina A en la dieta
fueron el higado de pollo y res, el mango, la zanahoria, la
guayaba, la lechosa, 1a leche y derivados, los huevos, la harina
de maiz enriquecida y de otros cereales enriquecidos.

Se encontré un uso elevado de suplementos vitaminicos:

el 43% de los nifios recibian algtn tipo de suplemento, y de
estos, el 70% recibian suplementos que contenian vitamina
A. En el 95% de los casos este suplemento era suministrado
diariamente.

Al evaluar el riesgo de los preescolares (< 7 afios), por
consumo deficiente de vitamina A segin la metodologia
IVACG, se encontré que sélo 0,6% presentaban riesgo alto,
8,8% se encontraban en riesgo moderado y que el 90,6% se
encontraban dentro de la categoria de riesgo leve.
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En cuanto al estado de vitamina A del grupo (Tabla 2)
segin el indicador retinol sérico no se detecté ningdn caso
de déficit franco (niveles séricos menores a 10pg/dl) vy
solamente un 0,7% de la poblacién presento niveles séricos
deficientes (<20 pig/dl), sin embargo un porcentaje importante
del grupo (25,4%) mostré concentraciones séricas de retinol
marginales (entre 20 pg/dl a 30 pg/dl). Mediante el indicador
citologia de impresién conjuntival se detecté 11,1% de
deficiencia representados por 3,3% marginales y 7,8%
anormales. No fue posible obtener la impresién conjuntival
en el 12,7% (n=75) de los nifios debido a que por ser de corta
edad la colaboracién no fue adecuada y del total de
impresiones realizadas (n=515) en el 11% de las muestras no
se pudo realizar diagnéstico por muestra insuficiente, por lo
que el nimero de citologias diagnosticadas fue de 459.

No se encontré asociacién significativa entre la CIC y los
niveles plasmdticos de retinol. (3% 1,3; p = 0,52). Tampoco
se encontré asociacién significativa entre la adecuacién al
consumo y los diagndsticos realizados por CIC (x2: 0,64; p =
0,80), ni los niveles séricos de retinol. (¥*: 3,03; p = 0,22).

En la Tabla 2 se presentan las prevalencias de déficit por
sexo y por grupos de edad, los porcentajes de déficit fueron
similares entre los sexos para los tres indicadores, sin
encontrarse asociacién entre los diagnésticos y el sexo. Si
existid asociacidn significativa para la edad con la adecuacién
del consumo (y% 56,8 p<0,000) pero no para la Citologia de
impresién Conjuntival. Siendo el porcentaje de déficit mayor
en los mayores de 11 afios.

En la Tabla 3 se presentan los estadisticos descriptivos
del consumo de vitamina A, la adecuacién al consumo y los
niveles de retinol sérico por grupos de edad y del grupo
total. La adecuacién del consumo de vitamina A disminuyd
con la edad, siendo los nifios mayores de 11 afios los que
presentaron la menor adecuacién, sin embargo los niveles
séricos se comportaron diferente, aumentando
significativamente con la edad, reportdndose el valor més alto
en el grupo mayor de 11 afios.

TABLA 3
Valores medios del consumo de vitamina A, adecuacién al
consumo y niveles de retinol sérico por grupos de edad

Edad Consumo de vitamina A Adecuaciénal  Retinol  (pg/dl)
(ER) consumo (%) sérico
X+ DS Mediana  Mediana X +DS Mediana
< 7 afios 805 + 445 729 182%*  34,0+798 32,8®
7 a 10,9 anos 843 =490 764 109%*  36,8+9,15 35,3°
>11afios 1177+1529 797° 83%°¢ 413+11,61 399¢
TOTAL 886 + 767 765 124% 36,3 +9,34 35,1

Mann Whitney letras diferentes indican medianas diferentes p<0.05

Al realizar el andlisis de regresiéon muiltiple por pasos
fueron seleccionados la edad, el estado nutricional como
Indice de Masa Corporal y el estrato socioeconémico como
predictores de los niveles séricos de retinol (R = 0,265)
excluyéndose del andlisis el sexo, el consumo de calorfas,
proteinas, grasas y retinol, y la Citologia de Impresién
Conjuntival.

DISCUSION

En la muestra seleccionada para este estudio, las
prevalencias de desnutricién segin el indicador peso/talia
fueron muy bajas (<1%), no detectdndose casos de
desnutricién moderada ni severa, mientras que la talla baja
se detectd en el 6,4% del grupo. Estos porcentajes estdn por
debajo de las prevalencias nacionales reportandose para el
afio 1996 un porcentaje de déficit de 11,9% para menores
de 15 aiios segin el indicador peso/talla y un déficit de talla
de 29,3% para menores de 7 afios y 33,4% para el grupo de
7 a 14 afios (31). Las prevalencias de déficit encontradas en
este estudio segun los indicadores peso/talla y talla/edad son
bajas y permiten descartar a la desnutricién como un factor
de riesgo para el déficit de vitamina A en el grupo estudiado
(32).

El consumo de proteinas fue adecuado en el 70% de la
muestra. EI aporte promedio de los Iipidos a las calorfas
totales (25,5%) también se ubicé dentro del rango esperado,
aun cuando se encontraba cerca del limite inferior, si se toma
en cuenta las recomendaciones venezolanas para menores
de 16 afios que sugiere que la energia en forma de grasa
aporte entre 25 y 30% del total consumido (33).

Un 23% de los nifios presentaban un consumo de vitamina
A inferior al 80% de sus requerimientos, estas prevalencias
de riesgo por consumo deficiente son similares (24,3%) a
las reportadas por otros estudios realizados en comunidades
de la misma regién y de condiciones socioeconémicas
similares (34).

Los porcentajes de déficit segtn los niveles séricos de
retinol (0,7%) son mds bajos que los reportados por Solano
y col. (20,21) quienes encontraron para una comunidad de
la mismaregién y de condiciones socioecondmicas similares,
una prevalencia de deficiencia de vitamina A de 2% para
escolares y 11% para preescolares, sin embargo las
prevalencias de niveles marginales (20-30ug/dl) encontradas
en el presente trabajo son mds altas (25,4%) que las
reportadas por Solano y col para ambas poblaciones (10,7%
de los escolares y 21% de preescolares). Estas prevalencias
sin embargo clasifican un mismo nivel de riesgo para la
deficiencia de vitamina A como problema de salud publica,
es decir “leve” (35).

El andlisis de consumo segin la metodologia IVACG
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también identifica el riesgo de deficiencia de vitamina A por
consumo, en el grupo de menores de 7 afios, como un
problema leve. En general las prevalencias de déficit
encontradas en este trabajo para vitamina A son mds bajas
que las reportadas para el resto de Latinoamérica (6,36).

Segiin Underwood, la pobreza no es una causa
fundamental de la xeroftalmia, pero puede llevar a una
alimentacién inadecuada para atender las necesidades de
vitamina A de los grupos vulnerables, particularmente en
los nifios en edad preescolar (4). En el grupo estudiado se
pudo comprobar que a pesar de su alto indice de pobreza
(92%), el consumo fue adecuado en un 77% de la muestra,
el riesgo segin la metodologia IVACG fue leve y las
prevalencias de d¢ficit segtin los indicadores retinol sérico y
CIC clasificaron a la poblacién como de bajo riesgo de
hipovitaminosis A.

El hecho de que los distintos indicadores mostraron
distintas prevalencias de déficit e identificaron a distintos
individuos como deficientes, es un hallazgo reportado
también por otros investigadores. Gadomski y col y Makdani
y col, encontraron, al correlacionar los diagnésticos de CIC
con los niveles plasmaéticos que los resultados por CIC no
mostraban asociacién clara con los niveles plasmdticos de
retinol en grupos donde la deficiencia de vitamina A no era
severa y concluyeron que la CIC no era un buen indicador
para los estados de deficiencia marginal (37,38), sin embargo
Reddy y col al comparar los métodos en 246 nifios menores
de 10 afios encontré que los niveles séricos de retinol eran
significativamente mds bajos en el grupo que presentaba CIC
anormal y que este grupo respondfan al tratamiento con
vitamina A mostrando una CIC normal después del
tratamiento (39). Esto parece indicar que a nivel individual
los diferentes indicadores identifican distintos estadios de la
deficiencia de vitamina A. Sin embargo a nivel poblacional
parecen identificar un mismo nivel de riesgo.

El sexo nose identificé como un factor de riesgo adicional
ya que las prevalencias de déficit por los distintos indicadores
fueron similares en varones y hembras. De acuerdo con los
resultados obtenidos por otros investigadores (4), la ausencia
de diferencias entre sexos confirma la falta de un riesgo
fisiolégico determinado por género.

El comportamiento de los indicadores por grupos de edad
fue contradictorio. Si bien el consumo de vitamina A no fue
diferente entre los tres grupos de edad, al corregir por los
requerimientos segtin edad y sexo, se encontrd que el riesgo
por consumo deficiente aumentaba con la edad, y que los
nifios mayoresde 1 afios presentaban la més baja adecuacién
(83%) y por ende el mayor riesgo. Esta tendencia se encontrd
también para la CIC, siendo la prevalencia de déficit mds
alta en estos mismos nifios. Sin embargo, los niveles séricos
de retinol no siguieron el mismo comportamiento, siendo

significativamente mas altos en el grupo de mayor de 11 afios
(35,1ug/dl) lo que coincide con reportes de que la edad, el
sexo y la etnia son factores que pueden afectar la
concentracién plasmdtica de retinol independientemente de
las reservas hepéticas de vitamina A. (9,40). De hecho, al
realizar el andlisis de regresion miltiple para la vitamina A
sérica, la edad fue seleccionada como variable predictora,
no ocurriendo lo mismo para el sexo ni los otros indicadores
del estado de vitamina A (consumo de vitamina A y CIC).
Se puede asumir que aquellos nifios que tienen al menos -
dos indicadores del estado de vitamina A normales tienen
una mayor probabilidad de presentar un estado de vitamina
A adecuado. Al seleccionan todos aquellos nifios que
presentan un adecuado consumo de vitamina A y una citologfa
de impresién conjuntival normal (n=292) y realizar la
distribucién percentilar de los niveles séricos de vitamina A
en esta muestra por grupos de edad, "se encontré que los
niveles séricos del percentil 10 eran similares entre los
menores de 7 afios (25,3 ug/dl) y entre 7 y 11 afios (25,1 ug/
dl) pero que estos eran mds altos en los nifios mayores de 11
afios (27,2 ug/dl). Adn tomando en cuenta el tamafio muestral
como una limitacién, estos resultados pudieran sugerir la
necesidad de ajustar los puntos de corte para el diagnéstico
de “marginal” segiin la edad.

CONCLUSIONES

Todos los indicadores utilizados en este trabajo
diagnosticaron un mismo nivel de riesgo al problema de
déficit de vitamina A en esta poblacidn, es decir, “leve”. Sin
embargo no hubo correlacién entre los resultados obtenidos
por los niveles séricos de retinol y los otros dos indicadores
(CIC y consumo). Los diagnésticos por los distintos
indicadores de acuerdo a la edad fueron paradéjicos, pero
parecieran indicar que existe una mayor vulnerabilidad a
déficit de vitamina A en los mayores de 11 afios. Atn cuando
no hubo deficiencias francas de vitamina A (niveles séricos
<10 pg/dl), no se puede descartar el riesgo de hipovitaminosis
A en este grupo ya que un 25% presentd niveles séricos
marginales y un 11% mostré alteraciones en sus tejidos
epiteliales.
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RESUMEN. Para comparar la morfologfa intestinal con la funcién
absortiva se produjo diarrea en ratas agregando laxantes en la dieta.
El estudio de 14 dias, incluy6é dos grupos de ratas con diarrea
(osmética o secretora), dos grupos sin diarrea pero con desnutricién
equivalente a la observada en las ratas con diarrea (desnutridas sin
diarrea) y un grupo bien nutrido(control). La inclusién de los
laxantes (lactosa o bisoxatin acetato) en la dieta, produjo una
reduccion de la ingesta, diarrea y desnutricién. Ademds, disminuy6
la digestibilidad de la protefna y la grasa dietarias. Esta disminucién
en la funcién absortiva fue proporcional a la severidad de la diarrea
y mds severa en las ratas con diarrea secretora. En las ratas
desnutridas sin diarrea, la desnutricién no afect$ la capacidad
absortiva. En las ratas con diarrea osmética o secretora se produjo
una hipertrofia del intestino delgado cuya magnitud fue proporcional
a la severidad de la diarrea e independiente de su etiologia. En los
intestinos de las ratas con ambos tipos de diarrea hubo evidencias
de inflamacién, un mayor ndmero de figuras mitéticas y no se
observé el aplanamiento de las vellosidades observado en las ratas
desnutridas sin diarrea. En la diarrea osmética, se detecté ademds
zonas de rompimiento de la chapa estriada y aumento de células
caliciformes, indicando un mayor deterioro de la mucosa. Como
estas ratas absorbieron més proteina y grasa, se concluy6 que los
cambios morfolégicos no fueron predictivos de la funcién absortiva
intestinal. Este estudio mostré ademds que la diarrea tuvo un efecto
tréfico sobre el intestino que no se vio en la desnutricién sin diarrea.
Palabras clave: Diarrea, osmética, secretora, ratas, morfologia
intestinal, morfometria, funcién.

INTRODUCCION

La diarrea, un problema de salud publica debido a la alta
morbilidad y mortalidad (1-4), estd vinculada estrechamente a
la nutricién. Asi, la evidencia existente indica que la diarrea es
la principal causa de la desnutricion infantil (5) y a su vez, la
desnutricion predispone a episodios mds prolongados de diarrea,
que son justamente los que estdn asociados con una mayor
mortalidad (6). Dc acuerdo con esto, las estadisticas disponibles
indican que al menos la mitad de los casos de mortalidad por
diarrea, ocurren en nifios desnutridos (1).
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SUMMARY. Effect of osmotic or secretory diarrhea on rat
intestinal function and morphology. In order to compare intestinal
morphology and function, diarrhea was produced in rats using
Iaxatives in the diet. The 14 day study included two groups of rats
with diarrhea (osmotic or secretory), two groups without diarrhea
but with a degree of malnutrition which was similar to that seen in
the rats with diarrhea (malnourished without diarrhea) and a well-
nourished group (control). The inclusion of laxatives(lactose or
bisoxatin acetate) cause a reduction in food intake, diarrhea an
malnutrition. It also caused a reduction in dietary protein and fat
digestibility which was proportional to the severity of diarrhea and
more pronounced in secretory diarrhea. In the malnourished rats
without diarrhea, malnutrition did not affect their absorptive function.
Both in the rats with secretory and osmotic diarrhea an intestinal
hypertrophy was observed. This hypertrophy was proportional to the
severity of diarrhea and independent of its aetiology . In the intestines
of the rats with both types of diarrhea there was inflammation, a
greater number of mitotic figures but the flattening of the villi seen
in the malnourished rats without diarrhea was not seen. In osmotic
diarrhea there was ,in addition, a patchy damage of the surface of the
jejunal mucosa and an increment in the number of goblet cells,
indicating a more severe intestinal deterioration. Since despite this
greater deterioration, these rats absorbed more protein and fat we
concluded that the alterations in intestinal morphology seen in this
study was not predictive of intestinal function. The study also showed
that diarrhea had a trophic effect on the intestine which did not occur
in malnourished rats without diarrhea. ’

Key words: Diarrhea, osmotic, secretory, rats, intestinal
morphology, morphometry,

La desnutricién asociada a la diarrea se produce por una
serie de factores, entre los que destaca en primer lugar la
anorexia propia del que tiene diarrea (7). Sin embargo, hay
otros que también contribuyen, como es la disminucién de
la capacidad absortiva que afecta a todos los nutrientes pero
que incide principalmente en la absorcién de las proteinas
(7) y algunos micronutrientes (8). Los factores responsables
de esta reduccién, son un aumento en la velocidad de trdnsito
intestinal, que reduce el tiempo de contacto entre los
nutrientes y sus sitios de absorcion en el intestino y ademas
cambios estructurales de la mucosa intestinal que reducen



EFECTOS DE LA DIARREA SECRETORA'Y OSMOTICA 21

su capacidad absortiva, En la préctica, durante la diarrea estos
dos factores, que afectan la funcién intestinal, actdan al
mismo tiempo y es dificil decidir cual de los dos es mds
importante. Esto se debe a que la diarrea produce desnutricién
y la desnutricién per se afecta la morfologia del intestino ya
que este es uno de los érganos que tiene una de las més altas
tasas de recambio en el organismo (9). Asf, es dificil saber
cuales son los cambios morfolégicos asignables a la diarrea
y cuales a la desnutricion.

Dentro de este marco de referencia, el objetivo de este
estudio fue comparar la absorcién de proteina y grasa como
indicadores de la funcidn intestinal con los cambios
morfométricos y morfolGgicos del intestino, producidos por
dos promotores de diarrea en ratas. Vale la pena agregar aqui
que de acuerdo a los expertos (10) la digestibilidad proteica
medida en ratas es la mejor forma de predecir la digestibilidad
proteicaen humanosy que la digestibilidad de la grasa medida
en ratas y humanos también son semejantes (11).

Los agentes utilizados para producir la diarrea fueron la
lactosa (7) y el bisoxatin acetato (7). El primero produce una
diarrea de tipo osmdético mientras que el segundo produce
una diarrea secretora (7). La lactosa ya ha sido usada para
producir una diarrea experimental en ratas (8,12) y el
bisoxatin acetato es el compuesto activo del laxante comercial
conocido como Regoxal que distribuyen en Venezuela los
Laboratorios Vargas.

En es.adios preliminares, se observé que estos dos
laxantes producen, ademds de diarrea, una reduccién
voluntaria importante del consumo de alimento. Esto hace
que en estos animales se produzca diarrea y desnutricién.
Por esta razén, en el experimento que se reporta aqui, se
incluyeron, ademads de las ratas que recibieron los laxantes,
grupos de ratas a las que se les ofrecié la dieta sin laxante,
pero al mismo nivel de consumo registrado en los grupos
con laxante. Esta restriccién del consumo, introducida aqui
como parte del protocolo experimental, produjo desnutricién
pero no diarrea. Asf, en este experimento se pudo comparar
la funcién y morfologia intestinal en animales con cl mismo
grado de desnutricién pero con y sin diarrea. Este tipo de
manejo experimental se pueden hacer s6lo con modelos
animales y fueron los que motivaron la bisqueda de estos
modelos no infecciosos de diarrea.

MATERIALES Y METODOS

Diseito experimental: Para este estudio se utilizaron 35
ratas Sprague-Dawley machos con un peso inicial de
aproximadamente 60g. Se sometieron previamente a un
periodo de acondicionamiento de dos dias con dieta control
(Tabla 1), la cual cubre los requerimientos de la rata en
crecimiento (13). Luego, las ratas fueron distribuidas al azar
en cinco grupos de siete ratas cada uno. El grupo 1, (Control)

consumi6 ad libitum la dieta definida como control en la
Tabla 1. Los grupos 2 y 3 fueron los grupos con diarrea. Al
grupo 2 (Diarrea Secretora) se le suministré una dieta que
contenfa 3.84% de Bisoxatin Acetato agregado a expensas
del almidén. El grupo 3 (Diarrea Osmética) recibid una dieta
en la que la Lactosa reemplazé al 60% del almidén (Tabla
1). Los dos grupos con diarrea consumieron las dietas
asignadas ad libitum.

TABLA 1
Composicién de las dietas control y con laxantes
(Bisoxatin Acetato y Lactosa) ofrecidas a las ratas durante
el experimento

Dieta
Control Con Laxante

Ingrediente (%) Bisoxatin acetato Lactosa
Caseina 16.2 16.2 16.2
Aceite de maiz 5.0 5.0 5.0
Minerales AIN-76 3.5 3.5 35
Vitaminas AIN-76 1.0 1.0 1.0.
Bitartrato de colina 0.2 0.2 0.2
Metionina 0.3 0.3 0.3
Almidén de maiz 73.8 70.0 29.8
Laxante 0 3.8 440
Total 100 100 100

Como en experimentos preliminares, se observé que las
ratas a las cuales se les ofrecieron dietas, con lactosa o con
Bisoxatin Acetato, presentaban diarrea, anorexia y
desnutricién, en este experimento se incluyeron grupos de
ratas que recibieron la dieta control, sin laxantes, pero
restringiendo su consumo al nivel medido en las ratas que
recibieron los laxantes. Asf, al grupo 4 se le ofrecid
diariamente una cantidad de dieta control similar a la que
habfan consumido las asignadas a la dieta que contenia
bisoxatin acetato el dia anterior. Asimismo, el grupo 5 recibié
dieta control al nivel medido en las ratas que consumian la
dieta con lactosa. Asi, en estos grupos se pudo reproducir el
bajo consumo y la desnutricién observada en las ratas con
diarrea pero sin producirles diarrea. Resumiendo, este
experimento incluyé 5 grupos de ratas de los cuales los tres
primeros recibieron las dietas asignadas (Dieta control, dieta
con Bisoxatin Acetato y dieta con Lactosa) ad libitum y dos
grupos adicionales a los que se les restringié la oferta de
alimento, para que consumieran la misma cantidad de dieta
medida en los grupos con bisoxatin acetato o lactosa. El
consumo de agua en todos los animales fue ad libitum.

Las ratas se alimentaron con las dietas asignadas por un
periodo de 14 dias. Durante este periodo de tiempo se llevé
un control de la ingesta de alimento y peso corporal para
determinar consumo de alimento, eficiencia y crecimiento.
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Durante los dias 11-13 del perfodo experimental se hicieron
colecciones de heces sobre mallas de acero inoxidable (8)
para determinar la absorcién de la dieta, del nitrégeno y de
la grasa.

Al finalizar el experimento se sacrificaron la totalidad de
los animales, se disecaron los intestinos, se midieron y
anotaron las observaciones macroscépicas y se procesaron
para su observacién microscépica utilizando la técnica de
inclusién en parafina y coloracién de Hematoxilina-Eosina.

Determinaciones quimicas en dietas y heces: Se
determiné el contenido de agua, secando las muestras hasta
peso constante en una estufa a 105°C. El contenido de
nitrégeno se determiné por el método colorimétrico de Hevia
& Cioccia, 1988 (14) y el de grasa por el método modificado
de Blight & Dyer, 1959 (15).

Determinacion de la absorcion aparente de la dieta,
nitrégeno y grasa: La absorcién aparente de la dieta,
nitrégeno y grasa se obtuvo aplicando la siguiente férmula:

Absorcién aparente (%) = Consumo - Perdida en heces x 100
Consumo

Procesamiento de los tejidos para el analisis
microscépico: El intestino delgado fue removido desde el
piloro hasta la vdlvula ileocecal, se pesé e inmediatamente
se midié y se tomé una seccién de 2 cm en la seccién del
yeyuno. El intestino grueso fue igualmente removido desde
el ciego hasta la porcién terminal del colon descendente en
su unién con el recto y se tomé una seccién de 2 centimetros
a nivel del colon transverso. Tanto las muestras de intestino
delgado como de intestino grueso se fijaron en formol (90%)
para ser procesadas para microscopia de luz. Las muestras
de 2 cm de intestino delgado e intestino grueso de cada rata,
se embebieron en parafina utilizando el Autotechnicon y de
cada una se prepararon 18 cortes histoldgicos que luego se
colorearon con Hematoxilina-eosina.

Evaluacién histolégica y estudios morfométricos: En
cada uno de los cortes histolGgicos bajo el microscopio, se
inspecciond el aspecto de la mucosa y de las células del
epitelio de revestimiento, ademds se realizaron mediciones
morfométricas en las vellosidades y criptas. Para estas
mediciones, se seleccionaron 10 campos en cada una de las
preparaciones histolégicas y en estos, se midié el grosor de
la pared, la altura de las vellosidades, la profundidad de las
criptas, y se contaron las figuras mitéticas y células
caliciformes en la regidn de las criptas. Estas mediciones se
realizaron al azar usando cédigos que se identificaron con
los grupos a los que pertenecian las muestras sélo una vez
terminada la inspeccién total.

Anilisis estadistico: Los resultados obtenidos se
analizaron usando andlisis de Varianza de Una Via (16).
Luego, las medias de cada grupo se compararon usando como
prueba a posteriori los Rangos Multiples de Duncan (17).
En ambas pruebas, el nivel de significancia se fij6 en un 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Diarrea, crecimiento y consumeo. La Figura 1 muestra
que tanto la diarrea osmética como la secretora estuvo
asociada con una reduccién del consumo de alimento, lo
cual coincide con la disminucién del consumo observada en
nifios con diarreas de diferentes etiologias (7,18,19). Esta
reduccién fue del 59.7% en el caso de la diarrea secretora y
de 34.1% en el caso de la diarrea osmética.

FIGURA 1
Consumo de alimento (A) y crecimiento (B) de ratas sin
diarrea que recibieron la dieta control ad libitum, de ratas
con diarrea secretora u osmotica producida con laxantes
(1) y de ratas sin diarrea a las que se les restringié (2) el
consumo de la dieta control
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Las barras muestran la media + la desviaci6n tipica de 7 ratas.

1. La diarrea secretora fue producida con 3.8 % de bisoxatin
acetato en la dieta y la diarrea osmética fue inducida con un
44 % de lactosa en la dieta.

2. En ambos paneles, los controles restringidos consumieron la
misma cantidad de dieta sin laxante que las medidas en las
ratas con diarrea mientras que las controles ad libitum tuvieron
libre acceso a esta misma dieta.

a-b. En cada variable (consumo o crecimiento), barras con letras
distintas son estadisticamente diferentes (P<0.05)

*  Diferencia significativa entre tratamientos
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Al inicio del experimento, ambos laxantes produjeron
reducciones semejantes del consumo que se detectaron de
inmediato. Sin embargo, las ratas que consumian lactosa, de
acuerdo con observaciones anteriores (8) con el transcurso
del tiempo, se adaptaron parcialmente al consumo de este
carbohidrato y aumentaron su ingesta. En contraste, las ratas
expuestas al bisoxatin acetato no mostraron este
comportamiento y la reduccién de consumo, detectada al
inicio, se mantuvo constante durante todo el experimento.

La Figura 1 muestra ademés que los dos grupos de ratas
con diarrea crecieron menos. Sin embargo, el retardo en el
crecimiento en las ratas con diarrea secretora fue mayor que
el observado en las ratas con diarrea osmética, pero en ambos
casos la desnutricién producida por la diarrea fue evidente.
Estos resultados también concuerdan con los efectos de la
diarrea sobre el estado nutricional en nifios (7).

Finalmente, la Figura 1 sefiala que la restriccién del
consumo produjo reducciones del crecimiento similares a
las observadas en las ratas con diarrea. Lo cual, permitié
disponer de ratas con y sin diarrea con los mismos niveles de
desnutricién. Estos resultados también indican que en este
caso, tal como se ha sugerido en nifios (7), los efectos
negativos de la diarrea sobre la nutricién, estdn asociados
principalmente con la anorexia que produce.

Laxantes y masa fecal. La Figura 2 muestra el efecto
que tuvieron los laxantes utilizados para producir diarrea,
secretora u osmdtica, sobre la masa fecal. Se observa que
con ambos laxantes, la produccién de heces aument6 con
respecto a las ratas que consumieron la dieta control. Este
aumento se detecté tanto en las heces hiimedas como en las
heces secas, indicando que la diarrea no sélo produce un
aumento en el contenido de agua sino también en el contenido
de sélidos de las heces.

La idea de expresar la masa fecal en funcién del alimento
consumido, la motivé el hecho de que 1a produccion de heces
depende de la cantidad de alimento consumido. Asi, la
excrecién fecal de las ratas que recibieron la dieta control ad
libitum, o restringida a los niveles de la diarrea secretora y
osmética, sin corregir por la cantidad de alimento consumido,
fue de 0.9, 0.28 y 0.56 g/3d respectivamente. Sin embargo,
estas diferencias se deben exclusivamente a las diferencias
de consumo ya que después de corregidas, estos mismos
valores fueron muy similares y alcanzaron 19.9, 18.8 y 20.2
mg de heces hiimedas por gramo de alimento consumido.
Esto, justifica la correccién utilizada aqui, para poder
comparar la excrecién fecal en animales con consumos de
alimento tan diferentes como los mostrados en la Figura 1.

Algo que destaca en la Figura 2, es que la masa fecal de
las ratas con diarrea secretora fue mayor que la de las ratas
con diarrea osmdtica. Esto, resulta de 1a adaptacion de las
ratas al consumo de lactosa y no al consumo de bisoxatin

acetato. La adaptacién de las ratas al consumo de lactosa, ya
se ha reportado (8) y resulta en una mejora progresiva en el
consumo y crecimiento y en una disminucién en la severidad
de la diarrea. Esta adaptacién depende del tiempo de
exposicién a la lactosa y se expresé aqui, debido a que, con
el fin de dar mayor oportunidad a que estos laxantes
produjeran cambios en la estructura del intestino, el
experimento se prolongé por 14 dfas. Es posible que si las
variables recién discutidas se hubieran medido durante los
primeros dfas del experimento, el efecto de los dos laxantes
hubiera sido similar en magnitud.

FIGURA 2
Masa fecal (1) de ratas controles y con diarrea producida
con laxantes (2,3)
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1. La masa fecal himeda se refiere a la suma del peso de las
heces diarias recolectadas durante los dias 11-13 del
experimento.

2. La masa fecal seca se refiere al peso de las heces luego de
secadas a 105 grados C en sus rejillas de recoleccion. En ambos
casos, el peso de las heces se expresd en funcién del alimento
consumido para uniformar los resultados obtenidos.

3. La diarrea secretora fue producida con 3.8 % de bisoxatin
acetato en la dieta y la diarrea osmética fue inducida con un 44
% de lactosa en la dieta.

4. No se incluyeron las masas fecales de los controles cuyo
consumo se restringié ya que su excrecidn fecal corregida por
el consumo de alimento fue idéntico al observado en las ratas
que consumieron la dieta control ad libitum.

Funcién intestinal. La principal funcién del intestino es
permitir la absorcién de los nutrientes dietarios. Con el fin
de evaluar esta funcién, en este estudio se determind la
absorcion aparente de la dieta, de la grasa y del nitrégeno
consumidos por las ratas a las que se les ofrecié la dieta
control ad libitum o en forma restringida y en las ratas a las
que se les indujo diarrea secretora o diarrea osmética. Los
resultados de estas determinaciones se muestran en la Tabla
2 en la que de acuerdo con la discusién anterior, las ratas que
consumieron la dieta control ad libitum son ratas bien
nutridas, las ratas a las que se les restringié el consumo de
esta misma dieta, son ratas desnutridas sin diarrea, mientras
que las ratas que recibieron las dietas con laxantes tenian,
ademads de desnutricién, diarrea.
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TABLA 2
Absorcion Aparente de la dieta, la grasa y el nitrégeno en ratas que consumieron la dieta control ad libitum y
restringida y en ratas con diarrea producida con laxantes

Dieta Control

Dieta con Laxantes

Absorcién Consumo ad Consumo Consumo restringido Diarrea secretora Diarrea osmética
aparente (%) libitum restringido segtin DS (1) segin DO (2) DS (3) DO 4)
Dieta 98.5£0.21a 98.1+1.24 a 98.3+0.39 a 88.2+4.44b 92.543.5a
Grasa 96.6+0.64 a 95.242.23 a 96.3+1.30 a 84.6+7.84 b 86.716.56 b
Nitrégeno 97.810.47 a 97.3+2.25a 97.5+0.77 a 83.3+6.59%¢ 88.3£5.86 b

La Tabla muestra la media + la desviacién tipica de 7 ratas (a-¢). Medias con letras diferentes son diferentes (P < 0.05) de acuerdo a la

prueba de los rangos muiltiples de Duncan.

1. A estas ratas se les ofreci6 'a misma cantidad de alimento que consumieron las ratas con diarrea secretora.

2. Recibieron la misma cantidad de alimento que las ratas con diarrea osmética.
3. La-diarrea secretora se produjo incorporando bisoxatin acetato al 3.8% en la dieta a expensas del almidén.
4. La diarrea osmdtica se produjo reemplazando el 44% del almidén dietario por lactosa.

I.a Tabla 2 sefiala que la desnutricién sin diarrea no tuvo
ningin efecto sobre la digestibilidad de la dieta, la grasa
dietaria o el nitrégeno dietario. Asi, a pesar de que el
crecimiento de las ratas asignadas a los grupos restringidos
fue sustancialmente menor que el de las ratas que consumieron
la misma dieta ad libitum, la funcidn intestinal determinada
en la forma en que se la midié aqui, no se afecté. Estos
resultados estan de acuerdo con observaciones anteriores (20)
que indican que desnutriciones caldrico-proteicas de una
duracion similar a la observada en este experimento, no
afectan la capacidad del intestino de absorber los
macronutrientes dietarios.

En contraste con lo observado en las ratas desnutridas sin
diarrea, la desnutricién con diarrea si afectd la funcién
intestinal. Asf, las ratas con diarrea secretora mostraron una
menor capacidad de absorber la dieta en su totalidad, la grasa
y el nitrégeno dietario. En el caso de la diarrea osmética, aun
cuando, no se afectd la capacidad de absorber la dieta como
tal, si se redujo la capacidad de absorber componentes
especificos presentes en ella, como fueron la grasa y el
nitrégeno. Como los niveles de desnutricién detectados en
las ratas con diarrea secretora u osmética fueron idénticas a
las impuestas aquf, a sus respectivos grupos restringidos, se
puede concluir que los efectos sobre la funcién intestinal
observados en las ratas con diarrea osmética o secretora,
estuvieron asociados con la diarrea y no con la desnutricién
que esta les produjo.

Adicionalmente a estas observaciones, los datos de la
Tabla 2 sefialan que la diarrea secretora tuvo un efecto mas
negativo sobre la digestibilidad de la dieta, la grasa y el
nitrégeno o en general sobre la funcién intestinal, que la
diarrea osmética. Estos resultados no indican necesariamente
que la naturaleza de la diarrea tenga un efecto especifico
sobre la funcién intestinal ya que en estudios anteriores tanto
en nifios con diarreas de diferentes etiologias (19) como en

ratas (7), la capacidad de absorber los macronutrientes, es
inversamente proporcional a la severidad de la diarrea. De
acuerdo con esas observaciones, en el presente estudio,
coincidié que la diarrea més severa estuvo asociada con las
absorciones mds bajas y esto se observé en las ratas con
diarrea secretora.

Morfometria intestinal. La Tabla 3 muestra el peso, el
largo del intestino delgado, asi como el grosor de la capa
muscular de este intestino en las ratas estudiadas.
Comparando estas medidas en las ratas que consumieron la
dieta control, se aprecia que la restriccidn del consumo de
esta dieta y la desnutricién que esta restriccidén produjo,
estuvo asociada con intestinos mds livianos y cortos y con
una reduccién en el grosor de la pared muscular. Estos
cambios fueron mds aparentes en la ratas asignadas al grupo
cuyo consumo de alimento se restringié mds y que en
consecuencia eran también las mds desnutridas. En contraste
con este efecto de la desnutricidn, la Tabla 3 muestra que las
ratas con desnutricién y diarrea ya sea osmética o secretora
tenfan intestinos mas pesados, mds largos y con una pared
mds gruesa que los desnutridos sin diarrea. Estas ratas, aunque
pesaban sustancialmente menos que las bien nutridas
(controles ad libitum) tenian, en general, dimensiones
intestinales iguales o mayores, indicando que ladiarrea causa
una hipertrofia de este érgano. Aunque los datos anteriores
demuestran que la diarrea aumenta el peso, la longitud y el
grosor del intestino delgado, la magnitud de este aumento
es dificil de apreciar ya que los animales bien nutridos eran
mucho mds pesados que los desnutridos con o sin diarrea
por lo que naturalmente tenfan intestinos mayores. Por esta
razoén, se corrigieron las medidas anteriores por el peso de
los animales. Los resultados de este andlisis se muestran en
la Tabla 3 como peso, longitud y grosores intestinales
relativos al peso corporal de cada grupo. Expresando los
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valores en esta forma, se puede concluir que la desnutricién
no afecta ni el peso ni el grosor del intestino, pero en casos
de desnutriciones severas, como ocurrid en el grupo en que

la oferta de dieta se redujo a lo medido en las ratas con diarrea
secretora, la desnutricién estuvo asociada con un aumento
en la longitud del intestino delgado.

TABLA 3
Morfometria del intestino delgado de ratas que consumieron la dieta control ad libitum y restringida y de ratas con diarrea
producida con laxantes

Dieta Control

Dieta con Laxantes

Intestino Consumo ad Consumo Consumo  Diarrea secretora Diarrea osmética
delgado libitum restringido restringido DS (3) DO 4)
segiin DS (1) segin DO (2)

Peso (g) 58+1.75a 2.7+0.27b 4.240.26 ¢ 7.4£1.87 d 7.7£1.73 d
Largo (cm) 100.348.31 a 74.843.29 b 77.0+10.76 b  98.818.64 ab 105.848.14 a
Grosor de la pared (mm) 5.1%1.17 a 2.610.62 b 47+1.11 a 4.7+0.88 a 524095 a

Peso relativo 5 (mg/g) 36.148.57 a 34.3+1.13 a 36.742.09 a 112.2+129b 66.119.61 ¢
Largo relativo 5 (cm/g) 0.6£0.05 a 1.1£0.06 b 0.7£0.09 a 1.520.28 ¢ 1.240.23 be
Grosor de la pared relativo 5 (um/g)  30.0+£10.25a  30.1£10.11 a 40.5£10.2 a 80.2420.5 b 40.1£10.2 a

La Tabla muestra la media & la desviacién tipica de 7 ratas (a-c). Medias con letras diferentes son diferentes (P < 0.05) de acuerdo a la

prueba de los rangos muiltiples de Duncan.

I. A estas ratas se les ofrecié la misma cantidad de alimento que consumieron las ratas con diarrea secretora.

LA WS

En contraste con el escaso efecto de la desnutricién sobre
estas medidas intestinales, la diarrea produjo un aumento
notable en todas estas medidas. Este aumento fue
proporcional a la severidad de la diarrea ya que las ratas con
diarrea secretora, que fue la més severa de las diarreas
inducidas aqui con laxantes, fueron las que mostraron una
mayor hipertrofia del intestino delgado. De acuerdo con esto
los coeficientes de correlacién entre la masa fecal excretada
y el peso, longitud y grosor del intestino delgado en todas
las ratas estudiadas fue de r = 0.99, r = 0.94 y r = 0.85
respectivamente. Estos altos coeficientes de correlacién
indican que las medidas intestinales de todas las ratas
estudiadas, independientemente de si tenfan diarrea 0 no o
del tipo de diarrea que se les indujo, se ordenaron bien en
lineas rectas, de acuerdo, exclusivamente, a la magnitud de
la masa fecal excretada.

La dependencia del tamafio del intestino delgado de la
masa fecal, descrito aquf, estd de acuerdo con las
observaciones de Elsenhans y colaboradores (21), que
detectaron un aumento en la longitud del intestino en
respuesta a consumos de carbohidratos no digeribles. Estos
autores, atribuyeron estos cambios al estimulo mecédnico
ejercido por el volumen vy flujo peristaltico sobre la mucosa
intestinal y sus capas musculares subyacentes. Sin embargo,
el aumento en la longitud del intestino delgado, detectado
en las ratas sin diarrea pero con un consumo de alimento

Recibieron la misma cantidad de alimento que las ratas con diarrea osmdtica.

La diarrea secretora se produjo incorporando bisoxatin acetato al 3.8% en la dieta a expensas del almidén.
La diarrea osmética se produjo reemplazando el 44% del almid6n dietario por lactosa.

Magnitud de variable dividido por el peso de la rata de la que se obtuvo el intestino.

restringido al nivel medido en las ratas con diarrea secretora,
sugiere que parte de este aumento, pudiera reflejar una
respuesta compensatoria que se manifiesta en desnutriciones
severas y que pudiera contribuir a aumentar la capacidad de
absorber los nutrientes consumidos.

Los tratamientos estudiados, también afectaron el tamafio
del intestino grueso. Sin embargo, en estaregidn del intestino,
los cambios morfométricos observados, fueron lo opuesto
de lo descrito en relacién con el intestino delgado. Asf,
mientras en el intestino delgado la mayor h'i_pertrofia se
detecté en las ratas con diarrea secretora, las ratas con diarrea
osmdtica tenian intestinos gruesos notablemente més
voluminosos que aquellas con diarrea secretora. Esto, se
reflejé especialmente en el peso relativo del intestino grueso
que, aunque fue siempre mayor en las ratas con diarrea que
en las controles nutridas o desnutridas, en las ratas con diarrea
secretora se duplicé mientras que en aquellas con diarrea
osmdtica fue cuatro veces mayor a el observado en las ratas
bien nutridas.

Morfologia del yeyuno. La Tabla 4 muestra el efecto de
los tratamientos estudiados sobre algunos aspectos de la
morfologfa del yeyuno, observados bajo el microcopio de
luz, en cortes coloreados con hematoxilina-eosina.
Comparando, el tamafio de las vellosidades y criptas, se
observa que los cambios mas notables, ocurrieron en las ratas
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sin diarrea pero desnutridas a [os niveles observados en la
diarrea secretora. Estas ratas junto con las ratas con diarrea
secretora fueron las que mostraron las desnutriciones més
severas del experimento pero sélo las desnutridas mostraron
una notable disminucidn en la altura de las vellosidades, en

la profundidad de las criptas y en el cociente entre estas dos
medidas. Estos resultados no sorprenden ya que
tradicionalmente estos cambios, se han asociado con
problemas de desnutricién (22) o de la inactividad del
intestino que resulta de la alimentacién parenteral total (23).

TABLA 4
Medidas morfoldgicas del intestino delgado de ratas que consumieron la dieta control ad libitum y restringida y de ratas
con diarrea producida con laxantes

Dieta Control

Dieta con Laxantes

Intestino Consumo ad Consumo Consumo  Diarrea secretora Diarrea osmdtica
delgado libitum restringido restringido DS (3) DO 4)
segin DS (1) segin DO(2)

Altura de las vellosidades (um) 4.4+1.20a 22+0.39b 424093 a 421081 a 4.0£1.02 a
Profundidad de las criptas (um) 1.340.31 a 0.9010.15b 1.340.30 a 1.310.14 a 1.240.15 ab
Altura vellosidades Profundidad criptas 3.7£0.81 a 2.440.34 b 3.440.51 a 3.440.56 a 34+101 a
Nimero de mitosis 1.93+1.21 a 1.30+£1.22 b 1.82+1.07 ab 3.27£1.53d 3.10£1.71 d
Nimero células caliciformes 6.122.47 a 5.7£2.41b 6.74£3.36 a 5.6£3.14b 894283 ¢

La Tabla muestra la media + la desviacidn tipica de 7 ratas (a-c). Medias con letras diferentes son diferentes (P < 0.05) de acuerdo a la

prueba de los rangos miiltiples de Duncan.

. A estas ratas se les ofrecié la misma cantidad de alimento que consumieron las ratas con diarrea secretora.
2. Recibieron la misma cantidad de alimento que las ratas con diarrea osmética.

3. La diarrea secretora se produjo incorporando bisoxatin acetato al 3.8% en la dieta a expensas del almidén.
4. La diarrea osmética se produjo reemplazando el 44% del almid6n dietario por lactosa.

La Tabla 4 indica ademas que estos cambios morfolégicos
de la mucosa, requieren de una desnutricién severa ya que
las ratas a las que se les restringié el consumo al nivel de las
-que tenfan diarrea osmética y que no estaban tan desnutridas
como las anteriores, tenfan vellosidades y criptas similares a
las ratas que consumieron la dieta control ad libitum y que
estaban bien nutridas.

En contraste con los resultados recién descritos, 1o que
sorpicuue en la Tabla 4 es que la altura de las vellosidades y
la profundidad de las criptas de las ratas con diarrea eran
idénticas a las medidas en las ratas controles bien nutridas.
Esto, a pesar de que las ratas con diarrea osmética tenian
cierto grado de desnutricién y que las ratas con diarrea
secretora estaban severamente desnutridas. Por esta razén,
se concluye que el aplanamiento de las vellosidades y criptas
debe ser resultado de la desnutricién y no de la diarrea. La
diarrea méas bien, evité este aplanamiento, tal como lo
demuestra la comparacién de la altura de las vellosidades y
la profundidad de las criptas en las ratas con diarrea secretora
y sus controles restringidos. Estos dos grupos estaban
igualmente desnutridos pero sélo los que recibieron el laxante
tenfan diarrea con vellosidades y criptas normales.

Adicionalmente a los cambios en el tamafio de las
vellosidades y criptas asociados con la desnutricién y la
diarrea, el estudio histolégico del yeyuno, revelé que el

ndmero de figuras mitéticas presentes en las criptas se redujo
ligeramente en los grupos desnutridos sin diarrea mientras
que en los grupos desnutridos con diarrea,
independientemente de si era secretora u osmética, el nimero
de células en esta condicién, aumentd substancialmente. Esto,
indica que los dos tipos de laxantes utilizados en este estudio,
a pesar de la desnutricién que produjeron, estimularon los
procesos de divisién celular en esta regién del intestino (24)
y probablemente, esto justifica la hipertrofia del intestino
delgado que se observd aqui, exclusivamente en las ratas
desnutridas con diarrea.

Asf como, la capacidad de absorber la grasa y proteina
de la dieta, el tamafio del intestino delgado, la altura de las
vellosidades, la profundidad de las criptas y el ndmero de
figuras mitéticas respondieron al hecho de tener diarrea o a
la severidad de la misma, sin diferencias sustanciales entre
el tipo de diarrea, la Tabla 4 indica que el niimero de células
caliciformes aumenté considerablemente, sélo en el caso de
la diarrea osmética. En este tipo de diarrea, se observé
ademads un dafio al nivel de la mucosa intestinal caracterizado
por un aspecto vesiculoso del citoplasma supranuclear de
los enterocitos y la presencia de zonas de discontinuidad de
la chapa estriada en la superficie apical de las células
absortivas. El aumento en las células caliciformes en este
tipo de diarrea, posiblemente represente un mecanismo de



EFECTOS DE LA DIARREA SECRETORA'Y OSMOTICA 27

adaptacién para aumentar la produccién de moco y asf,
reducir el efecto de la lactosa que se utilizé para producir la
diarrea osmética. Una situacién similar se ha observado por
la accién de sustancias irritantes (25) y también en dietas
con exceso de lactosa (12).

El dafio del borde estriado, observado aquf en las ratas
con diarrea osmdtica, también se ha observado en caso de
diarreas producidas por infecciones con Giardia y Yersinia
Enterocolitica (26) y se le ha asociado con una disminucién
en las disacaridasas. Estas observaciones también coinciden
con lasde Bueno y col. (12) que observaron en los enterocitos
de ratas con diarrea producida por lactosa, extensas regiones
con dafio de las microvellosidades y pérdida de la
delimitacién del 4rea celular.

Ademds de estos profundos cambios en la morfologia del
yeyuno observados en las ratas con diarrea osmética, los dos
tipos de diarrea estudiados aqui, produjeron una reaccién
inflamatoria al nivel de la mucosa de esta regién del intestino,
caracterizada por una infiltracién celular, principalmente por
linfocitos que se detectaron tanto en la mucosa como en la
submucosa y el epitelio de revestimiento. Es posible que el
deterioro del estado nutricional de la vitamina E, observado
en ratas con diarrea osmdtica inducida con lactosa, (8) esté
asociado con este proceso inflamatorio.

Las observaciones microscpicas realizadas a nivel del
colon, mostraron también un aumento en el nimero de células
caliciformes hacia el fondo de las criptas, exclusivamente en
el caso de la diarrea osmdtica. Asimismo, en este tipo de
diarrea, se observaron formaciones saculares en la pared con
aspecto de vesiculas llenas de un liquido seroso. En contraste,
en las ratas con diarrea secretora, la morfologia del colon
fue muy similar a la observada en las ratas controles.

Es posible que los cambios morfolégicos, observados aqui
en el colon de las ratas con diarrea osmética, sean en parte
responsables por la aparente hipertrofia y distensién del colon
que se detect$ durante la autopsia de esta ratas.

CONCLUSION

El disefio experimental utilizado, permitié diferenciar los
efectos de la diarrea de los asociados con la desnutricién que
esta patologia produce, en relacién con la funcién y la
estructura del aparato gastrointestinal. A diferencia de lo
esperado, los dos efectos no fueron aditivos, sino que la
diarrea modificé completamente los efectos producidos por
la desnutricién. Asi, 1a desnutricién aislada, no tuvo mayores
consecuencias en relacién con las medidas intestinales y
cuando fue severa produjo un aplanamiento de las
vellosidades que no tuvo efectos en su funcidn absortiva. En
contraste, la diarrea tuvo un marcado efecto tréfico sobre
todas las medidas intestinales y evité la atrofia de las

vellosidades causada por la desnutricién. Sin embargo, esto
no fue suficiente para compensar completamente la capacidad
de absorber los nutrientes dietarios.

La inclusién de dos tipos de laxantes, que produjeron
diarreas de diferente severidad y efectos distintos sobre la
morfologfa intestinal permitié establecer la importancia de
estos cambios morfoldgicos sobre la funcién intestinal. Asf,
aunque la diarrea osmdtica produjo las alteraciones
morfolGgicas més severas tanto a nivel del yeyuno como en
colon, fue mayor la absorcién de la proteina y la grasa
dietaria. Esto indica que, los cambios morfoldgicos
producidos por los laxantes no fueron determinantes en
relacion con la funcién intestinal. Parece mds bien, que lo
que determiné la capacidad de absorber fue la severidad de
la diarrea producida, ya que las ratas con diarrea secretora
presentaron menos alteraciones morfoldgicas, pero diarreas
mds severas. Quizds lo que determine la capacidad de
absorber los macronutrientes, sea el tiempo de contacto entre
los nutrientes y la mucosa més que la integridad de la mucosa.

Este estudio, permitié establecer que, en ratas, la diarrea,
provoca un efecto tréfico en el intestino proporcional a su
severidad. Es posible que este aumento en el tamafio del
intestino asf{ como en la altura de las vellosidades, sea un
factor adaptativo estimulado por la diarrea que evita mayor
pérdida de la funcién absortiva en una situacién en la cual el
tiempo de trénsito intestinal disminuye y la morfologfa del
intestino sufre alteraciones importantes.
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El estado nutricional modifica la efectividad de un suplemento
dietario de bacterias lacticas sobre la aparicion de patologias
de vias respiratorias en ninos

Maria Esther Rio, Liliana Beatriz Zago, Hugo Garcia y Luis Winter

Citedra de Nutricién. Facultad de Farmacia y Bioquimica. Universidad de Buenos Aires. Departamento de Pediatria.
Hospital Prof. Dr. Alejandro Posadas. Provincia de Buenos Aires

RESUMEN. Se estudiaron 100 nifios de alto riesgo social entre 6
y 24 meses de edad, clasificados como normales o desnutridos,
segtin el indicador antropométrico Peso/Talla %, que recibieron a
ciegas durante 3 meses, entre el otofio y el invierno, un suplemento
de L. acidophilus y L. casei vivos, en una concentracién de 107-
10%/ml de leche fermentada (Grupo LB) o una cantidad equivalente
de leche fluida pasterizada (Grupo L), utilizada como control para
descartar posibles efectos inespecificos del vehiculo. Los nifios
fueron controlados en los consultorios externos del Hospital Prof.
Dr. A. Posadas (Gran Buenos Aires), registrindose todos los
episodios de patologias de vias respiratorias (PVR). La severidad
se cuantificé de acuerdo al cédigo de enfermedades de la OMS
como: catarro de vias aéreas superiores (CVAS), bronquitis (B),
bronquitis obstructiva recurrente (BOR) y neumonfa (N). De los
58 nifios que completaron el estudio, 22 pertenecfan al grupo LB y
36 al grupo L; 21 fueron clasificados como desnutridos y 37
presentaron un valor de P/T% dentro de los limites normales.
Durante el perfodo del estudio no se registraron muertes. Se
registraron 103 episodios de patologias de vias respiratorias, 34 en
el Grupo LB y 69 en el control, con una frecuencia de 1,55 y 1,92
episodios/nifio respectivamente. En el grupo LB se registré un
méximo de 3, mientras que en el L se llegé a 7 episodios/niiio
(p=0,0373). El anlisis de las patologfas por gravedad mostr§ mayor
severidad en el grupo L que en el LB: 0,06 vs 0 para neumonias;
0,69 vs 0,45 para B+BOR y 1,17 vs 1, 09 para CVAS. En los
desnutridos que consumieron leche control, la frecuencia de las
patologfas de mayor severidad duplicé la de los normales: 0,08 vs
0,04 para las neumonias, 1,08 vs 0,50 para las bronquitis, sin
diferencias para el CVAS. El suplemento de lactobacilos previno
las neumonias y disminuyé la frecuencia de las bronquitis en
normales y desnutridos. En este estudio la presencia de desnutricién
increment6 la predisposicién hacia las patologias de mayor
severidad y limit6 la efectividad del suplemento para morigerar la
gravedad, probablemente por limitar la capacidad del organismo
para llevar a cabo la respuesta inmune.

Palabras clave: Patologfas de vfas respiratorias, desnutrici6n,
probidticos, probidticos en desnutricién, nifios.

29

SUMMARY. Undernutrition affect live lactobacillus effect on
respiratory tract infections in children from social risk areas.
One hundred children 6 to 24 month old, normal or undernourished
according to weight for height index, received during three months
-autumn to winter- a dietary supplement of live Lactobacillus
acidophilus and Lactobacillus Casei, 10'-10%ml in fermented milk
(LB) or an equivalent amount of fluid milk (L) as control. Children’s
follow-up was performed as outpatients in the Hospital Posadas
(Great Buenos Aires). Episodes of respiratory tract infections were
recorded and classified according to severity as: Pneumonia (N);
Bronchitis (B), Recurrent Obstructive Bronchitis (BOR) and upper
respiratory tract infections (CVAS). 58% of children fitted the study
protocol, 22 in the LB and 36 in the L group; 21 were undernourished
and 37 presented normal weight/height. No deaths were recorded.
Total episodes were 103: 34 in LB and 69 in L, that means a
frequency of 1.55 and 1.92 episodes/children respectively. In LB a
maximum of 3 episodes/children was recorded, meanwhile the
number reached 7 in L (p=0.0373). Severity was higher in L than
LB: 0.06 vs. O for N; 0.69 vs. 0.45 for B+BOR and 1.17 vs. 1.09 for
CVAS. In the control group frequency of severe pathologies was
about twice in undernourished than in normal: 0.08 vs. 0.04 for N;
1.08 vs. 0.50 for B+BOR; no difference was found for CVAS. Live
lactobacillus supplement suppressed pneumonia and decreased
bronchitis in undernourished as well as in normal. In this study
undernutrition not only increased the chance of suffering severe
acute respiratory tract infections but also impaired the effectiveness
of the supplement to decrease severity. The effect is explained on
the basis of the immunocompetence depression linked to an
inadequate nutritional status.

Key words: Probiotics, undernutrition, acute respiratory tract
infection, probiotics and undernutrition, children.
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INTRODUCCION

El intestino grueso habia sido considerado de escasa
importancia fisiolégica, fundamentalmente para la
eliminacién de desechos, hasta que en la década del ‘80
adquiri6 gran interés al reconocérsele funciones importantes
para la salud, a partir de la composicién de su microbiota (1-
4). La modulacién de la flora coldnica por los alimentos,
destinada a exaltar las propiedades benéficas y controlar los
microorganismos patégenos, se convirtié desde entonces en
un importante objetivo a ser alcanzado a través de desarrollos
tecnoldgicos que involucran a materias primas alimenticias
(5-9).

Miiltiples investigaciones realizadas sobre el tema nos
permiten saber hoy que el intestino grueso es la regién mds
altamente colonizada de todo el tracto digestivo, alcanzdndose
recuentos de mas de 10" bacterias/g de contenido intestinal.
A través de procesos fermentativos las bacterias colénicas
son capaces de producir un amplio espectro de compuestos
con actividad biol6gica, local o sistémica, favorables o
desfavorables para la salud; la mayoria de los
microorganismos presentes en el colon son anaerobios
estrictos y entre los numéricamente predominantes se
encuentran las bifido-bacterias y los lactobacilos; éstos
presentan una serie de efectos benéficos que pueden deberse
tanto a la inhibicién del crecimiento de los patégenos cuanto
a la estimulacién de la funcién inmune, mejora de la digestion
y absorcién de nutrientes, sintesis de vitaminas, etc. (8-10).
Dichos efectos dieron origen al concepto de «Probidtico», el
que se ha definido como: “Un suplemento de microbios vivos
que ‘produzca efectos benéficos sobre la salud del huésped y
que mejore el balance microbiano intestinal” (11). Entre los
alimentos que presentan mayor posibilidad de ser utilizados
como vehiculos de probiéticos se encuentran los productos
lacteos fermentados con diversas cepas de lactobacilos (12-
16).

En este trabajo, realizado en nifios de alto riesgo social,

menores de 2 afios, se analizé el efecto producido por la -

ingestion de un suplemento de bacterias vivas de
Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus casei sobre la
aparicién de cuadros de patologias de vias respiratorias
habituales en esa etapa de la vida (17). También se evalué la
influencia de la presencia de desnutricién, como factor
modificador del riesgo de sufrir diferentes cuadros de
patologias de vias respiratorias y la efectividad del suplemento
para prevenir dichos cuadros.

MATERIALES Y METODOS

Sujetos: El estudio se llevé a cabo en 100 nifios, entre 6 y
24 m de edad, seleccionados seglin el siguiente esquema:
nifios antropometricamente normales y clinicamente sanos,

odesnutridos de grados I o II segiin el pardmetro Peso/Talla%
de acuerdo a la clasificacién de Ariza Macias (18), sin otra
patologia clinica diagnosticada al inicio del estudio; los
fueron asignados al azar a grupos que recibieron diariamente
durante los meses de otofio e invierno, de abril a septiembre,
a ciegas y durante un minimo de 90 dias, un suplemento
dietario de L. acidophilus y L. casei viables en 250-300 mL
de una leche cultivada hasta una concentracién de 107-10%
mL (Grupo LB, n=50), o una cantidad equivalente de leche
fluida pasterizada (Grupo L, n=50), utilizada como control
para descartar posibles efectos inespecificos del vehiculo.
El protocolo fue aprobado por el Comité de Docencia e
Investigacién del Hospital Prof. Dr. A. Posadas y por el
Comité de Docencia en Nutricién de la Sociedad Argentina
de Pediatria. En todos los casos se obtuvo el consentimiento
informado de los padres o tutores.

Métodos: El estudio se realizé en forma ambulatoria
excepto cuando se presentaron casos de neumonia que
hicieron necesaria la internacién. Los nifios fueron
controlados durante el seguimiento en los consultorios
externos del Hospital Prof. Dr. A. Posadas localizado en el
Partido de Morén, Gran Buenos Aires.

Durante el estudio se registraron todos los episodios de
patologias de vias respiratorias (PVR) y la severidad se
cuantificé de acuerdo al c6digo de enfermedades de la OMS
como: catarro de vias aéreas superiores (CVAS), bronquitis
(B), bronquitis obstructiva recurrente (BOR), y neumonia
(N). Para los andlisis estadisticos se utilizé el test de Fisher
para estudios de casos y controles mediante el programa
Instat.

RESULTADOS

Los resultados que se analizan corresponden a los nifios
que permanecieron en el proyecto y tuvieron seguimiento
satisfactorio; el nimero final de casos analizados fue de 58,
con una retencién aproximada del 60%, cifra muy elevada
para este tipo de estudios (17). La distribucién final de los
nifios en los grupos segun la leche que recibieran fue: 22
nifios recibieron leche suplementada con lactobacilos (Grupo
LB) y 36 solo leche fluida pasterizada (Grupo L). Durante
el periodo del estudio no se registré ninguna muerte.

Frecuencia y gravedad de patologias de vias respiratorias

El andlisis del nimero de episodios de PVR registrados
durante el periodo del estudio arrojé un total de 103 episodios,
de los que 34 correspondieron al grupo LB y 69 al grupo L o
control. Esto hace una frecuencia de aparicién de PVR de
1,55 y 1,92 episodios/nifio para los grupos LB y L
respectivamente.
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Cuando los resultados se expresaron como el nimero de
veces que los nifios presentaron alguna de las patologfas
consideradas, se obtuvo la distribucién porcentual para los
grupos experimental y control que se muestra en la Figura 1.
Como puede apreciarse, los nifios que recibieron el
suplemento de lactobacilos acumularon el 100% de los casos
entre 0 y 3 episodios, con el mdximo de frecuenciaen 1y 2.
En el grupo control L, si bien la mayor frecuencia estuvo en
0 y 1 episodio, hubo casos en los que se presentaron mds de
4 episodios, alcanzdndose la cifra mdxima de 7 episodios/
nifio. Las diferencias entre los grupos experimental y con-
trol fueron significativas a nivel de p= 0,0373.

FIGURA 1
Distribucién porcentual de los grupos estudiados segiin
el niimero de episodios de patologias de vias respiratorias
por nifio

% Poblacién

Numero de episodios por nifio

Se presenta el porcentaje de poblacion segiin el nimero de episodios
de patologfas de vias respiratorias por nifio, en el grupo que recibié
leche suplementada (LB) y en el grupo control que recibi6 leche
fluida pasterizada (L).

También se analiz6 la gravedad de los episodios de PVR
que tuvieron lugar durante el estudio, dividiéndolos en las
Categorias establecidas por la OMS ya mencionadas. Se
observé un mayor nimero de episodios para todas las
categorias en los nifios del grupo L: 2 episodios de Neumonia,
25de B + BOR y 42 de CVAS. En el grupo LB se registraron:
10 episodios de B + BOR y 24 de CVAS. Esta informacién,
€xpresada como niimero de episodios/nifio respecto del total
de nifios del grupo, se muestra en la Figura 2.

FIGURA 2
Frecuencia. de aparicién de patologias de vias respiratorias
en los grupos estudiados

Episodios/nifo

Se presenta el nimero de episodios/nifio de neumonias, bronquitis
+ bronquitis obstructiva recurrente (B+BOR) y catarros de vias
aéreas superiores (CVAS) registradas en el grupo que recibid leche
suplementada con lactobacilos (LB) y leche control (L).

Influencia del estado nutricional

En la Tabla 1 se presentan los datos de frecuencia media
de aparicién de PVR en funcién del estado nutricional,
agrupados segiin el grupo experimental al que habfan sido
asignados. En la Figura 3a se muestran los datos
correspondientes a los nifios desriutridos, presentdndose la
frecuencia de aparicién de las patologias segtin su severidad
en los grupos LB y L. En la Figura 3b se muestran los datos
correspondientes a los nifios antropometricamente normales.

TABLA 1
Frecuencia de patologias de vias respiratorias registradas
durante el estudio agrupadas segin estado nutricional

Episodios/nifio

Grupo n Desnutridos n Normales
LB 9 1,56 13 1,54
L. 12 2,33 24 1,71

Se presenta el nimero de episodios/nifio para su grupo

n = ndmero de nifios

LB = leche suplementada con lactobacilos; L = leche fluida
pasterizada
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FIGURA 3
Patologias de vias respiratorias en nifios desnutridos
y normales segtin el producto recibido
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Se presenta el ndmero de episodios/nifio de neumonias, bronquitis
+ bronquitis obstructiva crénica (B+BOR) y catarros de vias aéreas
superiores (CVAS) registrados en nifios desnutridos (3a) y normales
(3b) segiin recibieran leche suplementada con lactobacilos (LB) 6
leche control (L).

DISCUSION

Desde su aislamiento por Tissier en 1899, hace ya 100
aflos, las bacterias ldcticas han sido tratadas con una mezcla
de entusiasmo y escepticismo en relacién a los beneficios
potencialmente derivados de su ingestién en estado viable.
El término “probidtico” originalmente aplicado a la guerra
biolégica de microorganismos en el intestino, es actualmente
utilizado para definir el uso de microorganismos vivos como
aditivos alimentarios cuyo objetivo es alcanzar un estado de
bienestar y salud (9,11). Entre las miiltiples funciones

benéficas descritas, tan diversas que van desde el control del
nivel del colesterol sanguineo a la prevencién del cdncer
(10,15), no hemos hallado referencias en relacién a patologias
de vias respiratorias.

Como se expuso en la introduccién, el uso de productos
lacteos fermentados con lactobacilos ha cobrado enorme
importancia en el mundo a partir de la década del *80. En
nuestro pais, el Centro de Referencia para Lactobacilos
(CERELA) desarrollé una leche fermentada con L.
acidophillus y L. casei, que demostré estimular la respuesta
inmune (13), ser de utilidad en el control de la diarrea aguda
y mejorar la tolerancia a la lactosa (19,20).

En este trabajo, se analizé el efecto de dicho suplemento
sobre la prevalencia y/o severidad de las patologias de vias
respiratorias, tan frecuentes en el grupo etario estudiado
debido a la condicién de riesgo social de los nifios y la época
del afio en la que se realizé el estudio.

Efecto global del suplemento de lactobacilos

El efecto del suplemento de lactobacilos puede apreciarse
en la Figura 2, en la que se muestra la distribucién de los
episodios de PVR que se presentaron durante el estudio,
estratificados segun su severidad clinica; en este grafico las
bronquitis fueron tratadas como una tnica entidad (B+BOR)
para evitar el excesivo fraccionamiento de la informacidn.
Como puede observarse, solo se registraron neumonias en el
grupo L, mientras que en el grupo LB las patologias de mayor
gravedad fueron las bronquitis, cuya aparicién fue, sin
embargo, muy inferior que en el grupo L. Es evidente que el
suplemento morigeré la aparicidn de PVR, siendo su efecto
mayor sobre las de mayor severidad.

Este andlisis complementa las observaciones mostradas
en la Figura | al demostrar que la introduccién del
suplemento de lactobacilos no sélo limité el nimero de
episodios totales sino que modificd la severidad con la que
éstos se presentaron. Respecto de este punto es importante
destacar la ausencia de neumonias y la disminucién de los
casos de B + BOR (0,45 vs. 0,69 episodios/nifio), con
minimas diferencias en los CVAS (1,09 vs. 1,17). Por
consiguiente, el suplemento resultd efectivo tanto para
prevenir las patologias de vias respiratorias, tan frecuentes
en los dos primeros afios de vida que puede llegar a
representar el 67% de la morbilidad total (17), cuanto para
morigerar la severidad con la que se presentaban.

Efecto del estado nutricional

Como ya se ha mencionado, y podia esperarse dadas las
caracteristicas de la poblacidn estudiada (17), se registré una
considerable cantidad de episodios de patologias de vias
respiratorias, que se presentaron tanto en los nifios
desnutridos cuanto en los clinica y antropométricamente
sanos.
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El efecto de 1a desnutricién puede apreciarse en la Figura
3, en la que se muestra el ndmero de episodios/nifio de las
PVR que se presentaron durante el estudio, estratificadas
segln su severidad clinica. Se presenta el comportamiento
de los nifios desnutridos (Figura 3a) y normales (Figura 3b)
en funcién del producto recibido. En los desnutridos que
consumieron leche como control, las patologias de mayor
severidad se prescntaron con una frecuencia que duplicé la
de los normales: 0,08 vs. 0.04 para las neumonfas y 1,08 vs.
0,50 para las B + BOR; no se observé el mismo efecto a
nivel de CVAS. El panorama puesto de manifiesto en esta
figura confirma un hecho conocido desde la década del 60 y
mds recientemente revisado por Scrimshaw (21): el estado
nutricional actda como factor que predispone a contraer
infecciones.

Al analizar la distribucién de patologfas en los nifios que
recibieron el suplemento de lactobacilos la primera
observacién es que no se presentaron casos con neumonfa,
tanto en los normales cuanto en los desnutridos. En cuanto a
las B + BOR el descenso en la frecuencia se produjo tanto en
normales como en desnutridos, pero sin alterar la relacién
entre la frecuencia observada en desnutridos y normales (0,67
vs. 0,31), mostrando la misma duplicacién del nimero de
casos que lo observado para el grupo control.

La situacion inversa se observé con los CVAS en los que
la frecuencia fue mayor en los normales que consumieron
LB que en los desnutridos que consumieron LB, y la relacién
entre normales y desnutridos de 1 en el grupo L aument$ a
1,38 en el grupo LB (1,23 vs. 0,89). Este comportamiento
pone de manifiesto que en los nifios normales el suplemento
de lactobacilos provocé un efecto de acumulacién de los
episodios en los CVAS, mientras que en los desnutridos el
desplazamiento en el sentido de la patologia de menor
gravedad fue menos efectivo.

En resumen, en este estudio la presencia de desnutricién
no solo incrementd la predisposicion hacia las patologias de
mayor severidad, como ha sido descrito por otros autores
(22-24) sino que ademads limitd la efectividad del suplemento
de lactobacilos para producir el desplazamiento en el sentido
de las de menor gravedad. El hallazgo es compatible con
resultados de la literatura para estudios en animales de
laboratorio (13,25,26).

El andlisis conjunto del nimero de casos de PVR
observados durante el seguimiento y de su severidad apoya
la hipétesis de que la leche cultivada con Lactobacillus
acidophillus y L. casei tiene efectos preventivos sobre
patologias de vias respiratorias en nifios pertenecientes a
grupos en estado de riesgo social. Sin embargo, debe
destacarse que aunque la morigeracién de los cuadros mas
graves se observo tanto en los niftos normales cuanto en los
desnutridos, la eficacia final del producto, se relacioné con
el estado nutricional. Sobre esta base podrfa inferirse que la

inmunoestimulacién asociada a la ingestién de Lactobacillus
acidophyllus y L. casei estd limitada por la capacidad del
organismo para dar una adecuada respuesta inmune, hecho
que estarfa ligado al comportamiento del suplemento como
vacuna oral de lactobacilos vivos (27).

Una extrapolacién posible de los hallazgos de este trabajo
es que la limitacién del efecto del suplemento de lactobacilos
para lograr niveles de prevencién Sptimos y morigeracion
de la patologia de vias respiratorias, pueda también
manifestarse en presencia de cuadros de desnutricién sobre
otros de los efectos benéficos descritos, en particular las
diarreas agudas que, en poblaciones como las incluidas en
este estudio, habitualmente se presentan con mayor frecuencia
y/o severidad en los nifios desnutridos.

Esta hipétesis se sustenta en miltiples publicaciones que
relacionan desnutricién con sistema inmune en humanos (21-
24) ya que la informacién disponible sobre las interacciones
entre estado nutricional y efecto probiético de los lactobacilos
es escasa, parcial y basada fundamentalmente en resultados
de animales de laboratorio (13,25,26), bajo condiciones de
dieta y medio ambiente controlados, con las dificultades de
interpretaciéon que esta situacién conlleva para su
extrapolacién a los humanos (28). Creemos que este tipo de
estudios son otro importante objetivo a cubrir en los paises
donde la desnutricién sigue siendo un real problema de salud
publica.
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RESUMEN. Tomando como referencia los niveles de ingestién de
protefnas y vitamina A informados en los estudios de la poblacién
cubana durante ]a epidemia de neuropatia de 1993, se ejecuté un
biomodelo en ratas, con el objetivo de evaluar la incidencia de
estos niveles sobre algunos indicadores del estado nutricional y de
la respuesta inmune. Para ello se ensayaron 4 dietas: control,
deficiente en protefnas, deficiente en vitamina A y deficiente en
protefnas y vitamina A. La Interleucina 1 (IL-1) se evalué a partir
de su expresidn en las placas de Peyer y los resultados obtenidos
se relacionaron con indicadores del estado nutricional como peso,
ingesta, recambio proteico, protefnas plasmdticas y vitamina A,
con indicadores inmunolégicos (conteo celular y complemento
hemolitico total) y con el estudio histol6gico realizado en timo,
bazo ¢ higado. La deficiencia de protefnas disminuy6 la expresi6n
génica de IL-1, la cual se asocié con lesiones degenerativas y de
atrofia en los érganos estudiados. La deficiencia de protefnas y
vitamina A provocd una estimulacién de la expresién génica de IL-
1, asociada ademds con indicadores sensibles del estado
inflamatorio, que pudiera ser el resultado de una movilizacién
deficiente de retinol hacia los tejidos. Los resultados obtenidos en
el biomodelo abren la posibilidad de utilizacién de las citocinas en
la deteccién de afectaciones subclinicas del sistema inmune
provocadas por deficiencias nutricionales.

Palabras clave: Citocinas, interleucina 1, malnutricién proteico-
energética, hipovitaminosis A, inflamacién.

INTRODUCCION

La malnutricién por defecto es la causa més frecuente de
inmunodeficiencias en el mundo actual. Dentro de las
deficiencias nutricionales sobresalen la Malnutricién
Proteico-Energética (MPE) por defecto y la hipovitaminosis
A (1,2). La coincidencia de ambas, agudiza enfermedades
crénicas transmisibles y no transmisibles (3).

La MPE es considerada la causa més frecuente de
afectacion del sistema inmune y la deficiencia de vitamina
A se ha relacionado con procesos inflamatorios previos a
enfermedades infecciosas. Ambas deficiencias afectan
mayormente la inmunidad mediada por células, y causan
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SUMMARY. Gene expression of Interleukin 1 in vitamin A and
protein deficiency. The influence of low levels of protein and
vitamin A on indicators of the immune response was assayed in
rats. The levels of protein and vitamin A intake of the Cuban
population affected by epidemic neuropathy in 1993 was reproduced
in 4 diets: control, protein deficiency (DP), vitamin A deficiency
(DA), protein and vitamin A deficiency (DAP). The Peyer’s patches
evaluated the Interleukin 1 expression gene and was related with
corporal weight, food intake, serum protein, vitamin A, immunology
indicators and histology evaluation (spleen, thymus and liver).
Protein deficiency generated a significant decrease of the expression
gene of Interleukin 1. Atrophy signs in lymphoid tissues and
morphologic changes in the liver were associated with the dietary
protein utilization. Protein and vitamin A deficiency generated
significant stimulation of the Interleukin 1 expression gene with
increase of the level of the inflammatory state indicators as serum
o protein, total complement and neutrophils. This stimulation could
be generated by a deficient retinol mobilization to tissues. These
results support the hypothesis of the function of citokines as
mediators of subclinical symthoms of the immune system during
the nutritional affectations.

Keyworks: Citokines, Interleukin 1, protein energetic malnutrition,
vitamin A deficiency, inflammatory state.

atrofia de los tejidos linfoides primarios y periféricos,

" fundamentalmente los regiones de linfocitos T. Los retinoides

modulan la proliferacién y diferenciacién celular, de células
epiteliales y el descubrimiento de sus receptores nucleares
ha puesto en evidencia su papel inmunomodulador sobre
células del sistema inmune, especializadas y més
recientemente sobre células mononucleares, como tipicos
mensajeros intracelulares de los mecanismos de sefiales (4,5).

En las dltimas décadas se ha profundizado en el estudio
de las citocinas, teniendo en cuenta su importante papel como
mediadores, involucrados en los mecanismos de transduccién
de sefiales entre las células del sistema inmune y otras células
especializadas en tejidos, a través de las cuales regulan y
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activan la respuesta inmune aferente y eferente (6,7).
Recientemente se ha reconocido el término malnutricidn
inducida por citocinas, teniendo en cuenta no sé6lo que la
sintesis y la actividad bioldgica de las citocinas se afectan
por cambios en la disponibilidad de macro y micronutrientes,
sino porque pueden ser responsables del desgaste metabdlico
que a su vez, puede incidir negativamente sobre el estado
nutricional (8). Este término se ha asociado particularmente
con las citocinas proinflamatorias (Interleucina 1,
Interleucina 6 y Factor de Necrosis Tumoral) (9,10), que por
su actividad pleiotrépica y reguladora actian de forma intensa
y duradera ocasionando un desgaste severo al organismo,
alterando el metabolismo y con ello, el estado nutricional
(11). Los aspectos relacionados con la respuesta inflamatoria
requieren de un buen control que garantice el proceso de
homoestasis que permita la continuidad de las funciones
vitales del huésped (12).

Estudios clinicos y modelos experimentales han descrito
afectaciones en la sintesis y capacidad de respuesta de
Interleucina 1(JL-1) en la MPE (13-16). Mufioz y col. (17)
describieron una disminucién de la produccién de Factor de
Necrosis Tumoral (FNT) en nifios mardsmicos y Schattner y
col. (18) observaron esta misma afectacién en jévenes con
anorexia nerviosa.

Investigaciones recientes han mostrado que la deficiencia
de vitamina A sélo incide negativamente en la liberacién de
citocinas tipo 1 (Interferén 7y , Interleucina 2) a través de la
inhibicidn de la actividad de la Protein Kinasa C (19).

A partir de 1989, la disponibilidad de alimentos y la
situacién alimentaria de Cuba generé afectaciones del estado
nutricional de la poblacién con relacién a varios nutrientes,
entre ellos proteinas y vitamina A. Los resultados de los
estudios realizados durante la epidemia de neuropatia
epidémica en 1993 reflejaron niveles de ingestién de estos
nutrientes inferiores al 50% de las recomendaciones
nutricionales vigentes en el pais (20).

Fue objetivo de este trabajo, estudiar los niveles de
expresion génica de Interleucina 1 y relacionarlos con
indicadores del estado nutricional y de la respuesta inmune
en un biomodelo disefiado con niveles de ingestién de
proteinas y vitamina A semejantes a los encontrados en la
poblacion cubana durante la neuropatia epidémica.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion del biomodelo se disefiaron y
prepararon las dietas tomando una concentracién de proteinas
en las dietas deficientes inferior a la recomendacién de la
AOAC (21) 3%) y en el caso de la vitamina A se
seleccionaron como referencia los niveles de ingestién
registrados en el estudio de casos y controles de neuropatia

epidémica en la Isla de la Juventud por Gay y col. (20), los
cuales representan sélo la tercera parte de los niveles
requeridos para este indicador. Las dietas fueron preparadas
isocaldricas, de acuerdo a las recomendaciones de 1la AOAC
(21)(Tabla 1).

TABLA 1
Resultados de la composicién centesimal

y de vitamina A de las dietas experimentales

Composicion Dieta  Dieta Dieta Dieta

Control DP DA DAP
Proteinas (%)(21) 17,03 3,23 16,85 3,31
Grasas (%) (21) 7.8 8,02 8,04 794
Humedad (%) (22) 114 124 11,59 11,55
Cenizas (%) (21) 4,48 3,07 432 364
Fibra dietética (%) (21) 6,2 6,9 5,7 6,0
Carbohidratos (%)* 53,07 66,38 53,5 67,56
Energfa bruta (23) kcal/g) 4,3 4,1 44 4,2
Energia metabolizable (kcal/g) 3,70 3,68 3,73 3,73

Vitamina A (Ul/g) ( 24) 20,4 20,2 7.2 8,6

* Los carbohidratos se calcularon por diferencia del resto de los
componentes determinados segin las recomendaciones vigentes

DIETA DP- Dieta deficiente en proteinas
DIETA DA-Dieta deficiente en vitamina A
DIETA DAP- Dieta deficiente en proteifnas y vitamina A

El diseiio del biomodelo se realizé de acuerdo a las
indicaciones de la Universidad de las Naciones Unidas (UNU)
para las investigaciones con animales de laboratorio. Se
utilizaron ratas Sprague Dowley macho, en desarrollo, de
un peso corporal inicial de 241 + 11 g obtenidas del Centro
para Animales de Laboratorio (CENPALAB) de un mismo
dia de paricién, procedentes de una colonia bien nutrida y
bajo estricta supervisién veterinaria. Los animales fueron
distribuidos en 7 grupos experimentales: Control (C),
Deficiente en Proteinas (DP), Deficiente en Vitamina A (DA),
Deficiente de Proteinas y Vitamina A (DAP), Alimentacién
Pareada de Deficiente en Proteinas (PP), Alimentacidn
Pareada de Deficiente en Vitamina A (PA), Alimentacién
Pareada de Deficiente en Proteinas y Vitamina A (PAP).

Las ratas se colocaron en jaulas metabdlicas individuales
en un ambiente controlado de temperatura (23-26 ‘C), con
ciclos de luz y oscuridad de 12 horas y con una humedad
relativa controlada entre 50-60%. Bajo estas condiciones
fueron sometidas a un proceso de adaptacién durante 1 mes
antes de iniciar el biomodelo.

El peso de los animales fue controlado al inicio, 2 veces
por semana y al inicio y final del balance de nitrégeno. Los
grupos de Alimentacién Pareada consumieron la dieta
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utilizada para el grupo control, pero en las cantidades
consumidas por los grupos tratados, teniendo en cuenta las
posibles diferencias de ingestién en los grupos con dietas
deficientes.

El agua se le suministrd ad libitum y la dieta ingerida fue
controlada y registrada diariamente durante 28 dias. El dltimo
dfa de ensayo, las ratas fueron desangradas por via femoral,
después de 12 horas de ayuno, para la extraccién de las
muestras biolégicas que se describen a continuacién.

Para evaluar la expresion de Interleucina 1 a partir de
linfocitos de placas de Peyer se extrajo el intestino de las
ratas previamente anestesiadas en el momento del sacrificio
segin el método descrito por Mengheri y col. (25) y
conservadas a —70°C hasta el momento de ser procesadas.
Las muestras fueron procesadas segiin Chomozinski y Sacchi
(26), con el objetivo de lograr la extraccién del ARN,
Posteriormente fueron leidas a 260 nm en Espectrofotémetro
UNICAM para ajustar su concentracién a 1 pug/uL y
sometidas a un proceso de reverso transcripcién de acuerdo
a la metodologfa descrita (27). La reverso transcriptasa
utilizada fue obtenida del virus de la leucemia murina
Moleney.

Laamplificacién de los fragmentos de ARNm transcritos
se realizé en Minicycler (TM) (MJ Research) y se incubé a
96°C por 1 winuto (desnaturalizacién), 30 ciclos a 63°C por
I minuto (hibridizacién) y 30 ciclos a 73°C por 1 minuto y
30 segundos (polimerizacion). Finalmente se colocaron a 4°C
para su posterior evaluacién y cuantificacién. Como control
interno se utilizé la amplificacién de un fragmento de 702
pb del gen que codifica para la enzima Gliceraldehido 3’
fosfato deshidrogenasa (GADPH) en ratas. La secuencia de
su iniciador es 5'-GCC ATC AAC GAC CCC TTC AT3 gy
5-CGCCTG CTTCACCACCTT CT-3' (28). La secuencia
del iniciador para Interleucina 1P de rata es 5-GAA GCT
GTC GCA GCT ACC TAT GTC T-3' ) y 5'-CTC TGC TTG
AGA GGT GCT GAT GTA C-3',,(25). Para detectar posibles
contaminaciones se utilizé como control negativo, una
muestra sin ARN. Las muestras amplificadas fueron
sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%
en tampé6n Tris-Borato, pH=8. Las bandas de interés fueron
visualizasas utilizando tincién con plata (Promega). En cada
corrida se colocé un patrén de peso molecular (Promega)
como referencia de las bandas visualizadas. Este patrén
utilizado tiene un rango entre 1500 y 100 pares de bases. El
andlisis densitométrico de las bandas permitié una
cuantificacién relativa de la expresién génica de la citocina
en estudio, a través del cdlculo individual de la relacién entre
la banda relacionada correspondiente a la Interleucina 1y su
control interno (GADPH). Para lograr este objetivo la lectura
de los geles se realizé en un sistema BIO-RAD GS-700 con
el programa Imaging Molecular Analysis.

Muestras de sangre fueron utilizadas para realizar el
estudio hematoldgico (29) que incluyé hemoglobina,
hematocrito y conteo leucocitico total y diferencial. Los
sueros se conservaron a -70°C y fueron utilizados para las
determinaciones de: Complemento Hemolitico Total (CH50)
por adaptacién de la microtécnica del Manual de Laboratorio
de Diagnéstico Inmunolégico (30) y su automatizacién en el
equipo SUMA pR-521; protefnas totales realizadas por
modificacién del método Biuret (31) que permitié también
automatizacion en el SUMA pR-521 a través de un
micrométodo previamente estandarizado; electroforesis de
protefnas en acetato de celulosa (32); y vitamina A por
cromatografia liquida de alta resolucién segtin Thurham y
col (33).

En el momento del sacrificio fueron extraidos el timo, el
bazo y el higado de cada rata y se pesaron para determinar la
relacién de cada érgano analizado con el peso corporal del
animal (peso relativo). Para la evaluacidn microscdpica se
tomaron muestras de los tejidos a evaluar de todos los
animales en estudio, las cuales fueron fijadas en formaldehido
tamponado al 10%, incluidos en parafina, seccionados a 5
pm y coloreadas con hematoxilina y eosina para luego ser
observadas en un microscopio de luz Axiolab (Carl Zeiss).

Todos los indicadores son el resultado del procesamiento
de las muestras bioldgicas por duplicado o triplicado.

El andlisis estadfstico se realiz6 a través del programa
Tonystat disenado en la Facultad de Biologia, Universidad
de la Habana (34). De ellos se obtuvieron medias y
desviaciones estandar. Las diferencias encontradas se
obtuvieron por la prueba de Kruskall-Wallis y las intergrupos
a través de la prueba de Student-Newman-Keuls.

El indicador incremento de peso fue evaluado
sometiendo los valores a una transformacién previa, teniendo
en cuenta que su comportamiento en algunos grupos era
decreciente y por tanto sus valores negativos. Se correlacioné
este indicador con los pesos iniciales y se comprobé que su
distribucién era normal y las varianzas de los grupos,
homogénea. Con el objetivo de eliminar las pbsibles
diferencias en el peso inicial en los tratamientos realizados
se realizé un Andlisis de Covariaza de clasificacién simple
que permitié trabajar con las medias ajustadas y una prueba
de comparacién miltiple de Duncan con el objetivo de
detectar las diferencias intergrupos para este indicador.

El comportamiento de los grupos en el estudio histolégico
se evalué analizando los resultados por la prueba G para
tablas de contingencia R x C y en los casos de tablas (2x2)
fue utilizada una prueba exacta de Fisher para comprobar las
diferencias obtenidas.

El nivel de significacién utilizado fue del 95%, con
excepcién de los indicadores albimina la fraccién o y
vitamina A, en los cuales se obtuvo un nivel de significacién
del 99%.
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RESULTADOS

La electroforesis visualiza las bandas correspondientes a
la expresién génica de GADPH (banda superior) y de la
Interleucina 1 (banda inferior) (grupos Control, grupo DPy
grupo PP) (Figura I).

FIGURA |
Electroforesis en gel de poliacrilamida para fragmentos
amplificados de Interleucina 1
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La expresidn génica de Interleucina 1 se muestra mediante
el célculo de la relacién de los resultados densitométricos
obtenidos con relacién a la banda del control interno (Tabla
2). Es importante destacar que el grupo DP mostré una
disminucién de su expresién y el grupo DAP por el contrario,
la incrementd, siendo en ambos casos de forma significativa.

TABLA 2 .
Resultados del analisis densitométrico de la expresién
génica de interleucina 1 realizada por la técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa (X = DS)

Grupos

Los niveles de ingestién de los grupos DP y DAP
mostraron una disminucién significativa, que se correspondié
con sus respectivos de alimentacién pareada. El grupo DA
no mostré alteraciones en sus ingestas promedio (Tabla 3).

TABLA 3
Niveles de ingestién diaria corporal de dieta e incremento
de peso en ratas alimentadas durante 28 dias con dietas
deficientes en proteinas y vitamina A (X £ DS)

Grupos Dieta ingerida  Incremento de peso
(n=7) @ ©®
Control (n=6) 14,38 £ 0,882 93,0 £14,5ab
DP 11,67 +0,96b =245+ 4,38 ¢
DA 14,74+ 0,24 a 102,1 £5,75 a
DAP 1031 £1,33¢ -453+745f
PP 11,79+ 1,13 b 489+7,71 ¢
PA 14,72 £ 0,25a 929+11,09b
PAP 9,86 £1,80 ¢ 39,2+4,55d

(n=7) Indice
Control (n=6) 0,77 £0,19
DP 0,57 £ 0,08¢c
DA 0,80£0,16b
DAP 1,07£0,06 a
PP 0,76+ 0,14 b
PA 0,81 £0,10b
PAP 0,78 +0,18b

Letras diferentes en la misma columna difieren significativamente;
las letras se encuentran ordenadas de forma decreciente. Las
diferencias encontradas son para p < 0,05.

Letras diferentes en la misma columna difieren significativamente;
las letras se encuentran ordenadas de forma decreciente. Las
diferencias encontradas son para p < 0,05.

En el caso de los grupos DP y DAP existi6 una relacién
entre la disminucién de la ingestién y el indicador incremento
de peso, lo cual fue mas evidente en el grupo DAP. Los grupos
de alimentacién pareada PP y PAP con una ingestién similar
a los grupos tratados no mostraron la disminucién de peso
manifiesta en los grupos DP y DAP, pero su incremento de
peso no fue comparable con el grupo control. El grupo DA
mostré un comportamiento del peso corporal comparable
con el grupo control y con su grupo de alimentacién pareada,
por lo que la dieta deficiente en vitamina A en los niveles
ensayados no provocd afectaciones en el peso corporal. Estos
resultados aparecen en la Tabla 3.

Los tejidos evaluados no mostraron macroalteraciones
cuando se evaluaron sus pesos relativos, con excepcién de
los bazos en el grupo DAP, que mostraron diferencias
significativas con relacién al grupo control y a su grupo de
alimentacién pareada (PAP). Sin embargo, los resultados de
la evaluacién microscdpica realizada en estos tejidos indican
lesiones degenerativas de tipo ligera en higado,
fundamentalmente metamorfosis grasa en los grupos DP y
DAP. Es de interés sefalar ademés que en el caso de los
6rganos linfoides evaluados se observaron sefiales de atrofia
cortical en el bazo y pérdida de células linfoides en bazo y
timo, mayormente en el grupo DAP. Las alteraciones
microscépicas detectadas en estos tejidos no indicaron
afectaciones severas en ninguno de los grupos evaluados.
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TABLA 4
Indicadores bioquimicos relacionados con el
metabolismo y niveles de vitamina A sérica en ratas con
dietas deficientes en proteinas y vitamina A (X £ DS)

TABLA 5
Indicadores inmunoldgicos evaluados en ratas
alimentadas con dietas deficientes en proteinas
y vitamina A (X = DS)

Grupos Proteinas totales  Albumina (%) o (%) Vitamina A
(gL) (ng/mL)

Control  69,26+5,46 a 52,22+2.83 a 22,56+0,60c  11,4+0,67b
n=s n=5 n=5 n=5

DP 56,86+2,41b 46,88+1,32b  24,04x1,73b 11,6+0,64b
n=5 n=5 n=5 n=5

DA 66,11+4,50 b 55,80+2,99 a 26,16+2,90a 13,1+0,50a
n=7 n=5 n=5 n=5

DAP 58,74+6,98 b 47,22+2,52b  25,54+1,23a  8,8+0,94c
n=5 n=5 n=5 n=4

PP 65,0+5,15b 51,64+5,74a  23,373,51c  11,6%1,6b
n=5 n=7 n=7 n=7

PA 63,22+6,51b 53,9+3,81 a 22,17+3,96¢  11,9+0,97b
n=6 n=7 n=7 n=6

PAP 75,85+8,41a 54,36+£1,40a  22,73x1,22¢ 10,9+1,44b
n=6 n=7 n=7 n=6

Las letras se encuentran ordenadas de forma decreciente; letras diferentes en
la misma columna difieren significativamente. Los indicadores proteinas
totales, albimina, fraccién proteica oy vitamina A se evaluaron para p <
0,01.

Las proteinas totales manifestaron una disminucién
significativa en los.grupos DP y DAP con relacién al grupo
control y sélo en el caso del grupo DAP significativamente
diferente a su grupo de alimentacién pareada, lo que pudiera
indicar que las proteinas séricas totales se afectan por la
combinacién de ambas deficiencias (Tabla4) . La albimina
resultd ser un indicador mds sensible en el caso de los grupos
tratados DP y DAP, pues mostré diferencias significativas
(p< 0,01) al compararse con el grupo control y con los de
alimentacién pareada respectivamente. La fraccién o de las
globulinas séricas mostré un incremento significativo en los
grupos DP, DA y DAP con relacién al control y a sus grupos
de alimentacion pareada; las fracciones By y no mostraron
alteraciones en el modelo realizado. Los resultados obtenidos
en las protefnas totales, la albimina y la fraccién o se
obtuvieron con un nivel de significacién de 99%.

El grupo DA manifesté un incremento significativo de
los niveles de vitamina A sérica, a pesar de estar expuesto a
una dieta con deficiencia moderada de esta vitamina por 28
dfas. Sin embargo el grupo DAP que estuvo expuesto a ambas
deficiencias disminuyé sus niveles circulantes de vitamin
A. :

La Tabla 5 contiene los resultados de indicadores
relacionados con la respuesta inmune en los diferentes grupos
de ensayo.

Leucocitos (qu/L) Linfocitos (%) PMN (%) CHS0 (U)

Control  6,560+1,45a 0,788+0,04a  0,178+0,03d 17,8+0,98 ¢
n=5 n=5 n=5 =5

DP 4,080+1,07d 0,62+0,03 ¢ 0,3330,02¢  16,940,73¢
n=5 n=5 n=5 n=4

DA 4,550+0,37d 0,60+0,03 ¢ 0,378+0,02b 21,6 £1,73b
n=6 n=6 n=6 n=5

DAP 3,0404+0,68 ¢ 0,51440,03d  0,458+0,03a 23,7+0,75a
n=5 n=>5 n=5 n=4

PP 5,400+0,77 ¢ 0,758+0,04b  0,202+0,03d 19,7+1,68¢
n=6 n=6 n=6 =5

PA 5,633+0,42b 0,73740,04b  0,225+0,05d 19,8+1,76¢
n=6 n=6 n=6 n=6

PAP 5,457+0,73 ¢ 0,737+£0,04b  0,236+0,03d 19,2+2,60¢
n=7 n=7 n=7 n=6

CH350 Complemento Hemolitico Total; PMN- Leucocitos Polimorfonucleares.
Las letras se encuentran ordenadas de forma decreciente; letras diferentes en
la misma columna difieren significativamente. Las diferencias encontradas
son para p < 0,05.

El conteo total de léucocitos - disminuyé
significativamente en los tres grupos tratados, tanto con

“relacién al control como con los grupos pareados, aunque

s6lo se encuentran en el rango patolégico para ratas, los
valores encontrados en el grupo DAP. Los grupos de
alimentacién pareada mostraron diferencias con el grupo
control. En el caso del conteo diferencial se observé
linfopenia y neutrofilia con variaciones significativas con el
grupo control y con los de alimentacién pareada, en los tres
grupos tratados. Los valores del conteo de linfocitos en los
grupos DP y DAP y los neutréfilos en el grupo DAP se
encontraron fuera del rango normal para ratas con este tiempo
de desarrollo. Los valores de hemoglobina y hematrocrito
no mostraron afectaciones significativas.

Los grupos DA y DAP mostraron un incremento
significativo del CH50 con relacién al control y a sus grupos
de alimentacidn pareada, aspecto que puede relacionarse con
otros indicadores de la inflamacién expuestos anteriormente
como los leucocitos polimorfonucleares y la fraccién o de
las proteinas plasmdticas. Es vdlido destacar que el
incremento del CHS50 es mayor de forma significativa en el
grupo DAP que en el grupo DP.

DISCUSION

La deficiencia de protefnas en los niveles ensayados
(grupo DP), provocé una disminucidn de la expresion génica
de IL-1. La afectacidn de las citocinas y de la IL-1 en
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particular frente a cambios en el suministro de macro y
micronutrientes se ha descrito previamente (13-16).

Las placas de Peyer, como 6rganos linfoides periféricos
son responsables de la respuesta inmune inicial
gastrointestinal y se ha comprobado en biomodelos que Ia
IL-1 juega un papel fundamental en el proceso de
diferenciacién de células intestinales (25), por lo que los
resultados obtenidos en este grupo comprueban que la mucosa
intestinal responde de forma sensible a las deficiencias de
nutrientes, y de proteinas en particular.

Los resultados obtenidos con la IL-1 en el grupo DP se
relacionan en primer lugar con una disminucién significativa
del peso corporal que a su vez se corresponde con una
ingestion deficiente que repercute en indicadores del
metabolismo y recambio proteico, asi como, en las
afectaciones encontradas de forma significativa en higado,
que indican el inicio de un proceso degenerativo tipico de
malnutricién proteico energética. .

Se ha descrito la existencia de una relacién entre
malnutricién proteica y la inflamacién que puede conducir a
enfermedades crénicas a través de anorexia y catabolismo
generados como consecuencia de la activacién de indicadores
de la inflamacién (35), aspecto que no Ilega a ocurrir en el
grupo DP.

Por otra parte, la deficiencia de vitamina A no provocé
afectaciones en la expresién génica de IL-1, pero sin embargo,
al combinarse ambas deficiencias en el grupo DAP se produjo
una estimulacién significativa de la expresién de IL-1 en las
placas de Peyer.

La respuesta inflamatoria es el resultado de mecanismos
de sefiales que son capaces de activar células y mediadores
distribuidos ampliamente por el organismo (12). La IL-1y
otras citocinas proinflamatorias estimulan centros del
hipotdlamo y generan la activacién de la respuesta inmune.
Estos cambios requieren de protefnas, lipidos vy
micronutrientes en tejidos periféricos, que a su vez son la
fuente necesaria para lograr el buen funcionamiento del
sistema inmune y la recuperacién de los tejidos como
consecuencia de la accién de moléculas oxidantes (12,36).
Para ello el organismo dispone de una reserva de aminodcidos
libres que son los precursores para la sintesis de proteinas en
el higado, dentro de las cuales se encuentran las de transporte
como la albdmina, apolipoproteinas, prealbimina, proteinas
de unién al retinol, muchas de las cuales son consideradas
como proteinas de fase aguda y reparadoras de tejidos (37).

En el grupo DAP muestra el efecto negativo del consumo
de dietas deficientes en proteinas sobre la ingestiom de
alimentos y su eficiencia de utilizacién en términos de
crecimiento corporal, que si bien es cierto no se manifiesta
de forma macroscépica en los tejidos evaluados, si se observa
en sefiales ligeras de atrofia de timo y de bazo y en seiiales
degenerativas del higado como la metamorfosis grasa, que

se plantea puede tener como causa a la insuficiente
movilizacién de triglicéridos hacia los tejidos por
disminucién en la sintesis de apolipoproteina B'. Estos
aspectos pudieran relacionarse ademds con niveles
disminuidos de proteinas séricas y de albdmina en particular,
como se observa en el grupo DAP.

En condiciones fisiol6gicas, el higado es responsable de
sintetizar proteinas plasmdticas en concentraciones normales,
pero en la respuesta inflamatoria su perfil anabdlico se
modifica para priorizar la sintesis de fase aguda (12), sin
afectar los niveles de protefnas como hemoglobina que
adquiere prioridad de acuerdo con sus funciones en el
organismo (1), aspecto que se refleja en el grupo DAP, en el
cual no mostré afectaciones significativas de la hemoglobina,
pero si un incremento de la fraccién o, dentro de la cual se
encuentran la mayor parte de las proteinas de fase aguda de
la inflamacion.

Los cambios en los niveles plasmdticos de proteinas de
fase aguda se deben a modificaciones en la transcripcién
genética y se encuentran mediados por promotores que se
unen a factores nucleares activados por citocinas. Estudios
in vitro con citocinas proinflamatorias plantean que a su vez,
las citocinas liberadas regulan, estimulan y redistribuyen el
metabolismo proteico. En células de hepatoma, la IL-1 y el
FNT o inducen la disminucién de albimina sérica y el
incremento de la sintesis de proteinas de fase aguda (38).

La vitamina A y los compuestos con actividad de retinol
requieren de la presencia de proteinas transportadoras para
poder llevar a cabo sus funciones en el organismo (39). Estas
proteinas forman parte de una superfamilia, encargadas de
la movilizacién y transporte de metabolitos relacionados
con la vitamina A, a través de receptores celulares (40).
Niveles bajos de vitamina A provocan desajustes en la sintesis
hepética de proteina de unién al retinol, por lo que una
ingestién deficiente puede provocar una disminucion de su
sintesis que impide su movilizacién hacia los tejidos (41).

Los valores de vitamina A al finalizar el ensayo muestran
un incremento significativo en el grupo DA, que pudiera ser
la consecuencia de su movilizacién hepatica. Sin embargo,
el grupo DAP mostré una reduccién significativa relacionada
quizds con la deficiencia proteica, que impide su
movilizacién hacia los tejidos. Ello podria ser la causa de
una carencia de vitamina A y compuestos relacionados en la
periferia y con ello de su accién antioxidante, que pudiera
provocar la estimulacién de indicadores de la inflamacién.
El incremento de la expresién génica de IL-1 puede
relacionarse con otros indicadores como el complemento que
constituye uno de los mecanismos iniciales estimulados en
la fase aguda y con la neutrofilia observada en este grupo
que manifiesta una activacién de los mecanismos
inespecificos de la respuesta inmune en el hospedero.

La leucopenia y linfopenia en el grupo DAP se
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encontraron fuera del rango normal para ratas con este tiempo
de desarrrollo, lo que pudiera relacionarse con la atrofia
observada en drganos linfoides primarios y periféricos, asi
como con una movilizacién deficiente de vitamina A hacia
los tejidos.

El concepto de inmunoestimulacién comprende una
cadena de eventos muy bien integrados, que provocan entre
otros, la respuesta de fase aguda frente a estimulos bien
establecidos (42). Las citocinas proinflamatorias y la
Interlcucina 1 en particular, dirigen todos los cambios
metabdlicos que caracterizan el proceso inflamatorio.
Modclos experimentales en ratas, a las cuales se les ha
administrado IL-1 o TNF « reproducen la neutrofilia (43).

Los resultados obtenidos en la expresién génica de
Interleucina 1 en el grupo DAP, con una estimulacién
significativa en relacidn con la neutrofilia, con los valores
incrementados de CH50 y con el incremento de la fraccién
a de las proteinas séricas, que pudiera ser provocado por el
efecto activador de la Interleucina 1, sugieren una posible
activacién de la inflamacién a través de un desajuste entre
proteinas y vitamina A en los niveles moderados ensayados,
que inciden en la movilizacién de vitamina A hacia los tejidos.
Esto provocauna afectacién en tejidos periféricos que pudiera
inducir la activacién de indicadores relacionados con la
inflamacién y por lo tanto el incremento del catabolismo a
expensas de la movilizacién de proteinas estructurales como
las del misculo esquelético, con una mayor utilizacién del
nitrégeno enddgeno y una mayor recirculacién de fuentes de
nitrégeno como la urea.

Esta posible estimulacién inflamatoria ha sido reconocida
como infeccién “inaparente”, ante la ausencia evidente de
procesos infecciosos y con la elevacién de uno o mds
indicadores de la inflamacién como el conteo de leucocitos
y proteinas de fase aguda como la proteina C reactiva, en
poblaciones de Guatemala con afectaciones en el crecimiento
en el estudio de Solomons y col. (44).

Los modelos experimentales en los estudios nutricionales
muestran enormes ventajas al permitir el control de una serie
de factores como ambiente, tipo de dieta y caracterizacién
exhaustiva de los efectos provocados segiin el modelo
disefiado, pero sus resultados no pueden extrapolarse
totalmente al humano, debido a las reconocidas diferencias
interespecies. Aunque las deficiencias ensayadas se
encuentran dentro de niveles moderados y fueron probadas
durante un periodo corto, estos resultados obligan a
profundizar en los mecanismos fisiolégicos involucrados, para
poder dirigir medidas para la prevencién de enfermedades
crénicas transmisibles 0 no, y con ello incrementar la calidad
de vida.

Los resultados ofrecen la posibilidad de profundizar y
definir los mecanismos involucrados con la deficiencia de
ambos nutrientes y la expresién de citocinas, con el fin entre

otros de utilizarlas como posibles marcadores para la
deteccién de afectaciones subclinicas del sistema inmune
provocadas por deficiencias nutricionales.
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RESUMEN. Se analizaron 16 férmulas de inicio con base en leche
de vaca con el objetivo de calcular su aporte de “proteina verdadera”
y evaluar la digestibilidad proteica “in vitro” para estimar los niveles
de proteina potencialmente utilizable. Diez de ellas estaban
destinadas a neonatos nacidos a término: 7 con unarelacion caseina:
protefnas del suero 40: 60 (leches adaptadas) y 3 con una relacién
80:20 (no adaptadas); las 6 restantes (adaptadas) eran férmulas
para prematuros. El nitrégeno se determiné por el método de
Kjeldahl. La proteina verdadera se calculé como (N total - N no
proteico) x 6,25. EI NNP se determiné en la fraccidn soluble, luego
de precipitar las proteinas con acido tricloroacético al 24% y
posterior centrifugacién. La digestibilidad se evalué por digestién
con pepsina-y pancreatina, con base en el incremento del N no
proteico después de la accién enzimética. Los limites de protefna
verdadera fueron de 1,3 2 2,3 g/dL y el de N no proteico se encontrd
entre 4,5 y 13,7%. La digestibilidad proteica oscilé entre 59,0 y
92,5% observandose una tendencia inversa con el contenido
proteico. Considerando el aporte de proteina «verdadera» asi como
la proporcién que serfa digerida, la totalidad de las férmulas
destinadas a. prematuros y el 60% de las de término contendrian
niveles de proteina potencialmente utilizable por debajo de los
valores recomendados. Estas observaciones constituyen un llamado
de atencién, a pesar de que el método «in vitro» representa s6lo
una aproximacion a los procesos fisiolégicos; sin embargo, podria
resultar Gtil para evaluar la intensidad de los tratamientos térmicos
alos que han sido sometidas estas formulas. Por otra parte, dado
que el NNP permite estimar la proteina verdadera que aportan las
férmulas, serfa aconsejable incluir en el rétulo el % de NNP o el
contenido de proteina verdadera.

Palabras clave: Férmulas infantiles, contenido de proteinas,
digestibilidad proteica, proteina utilizable, nitrégeno no proteico.

INTRODUCCION

El periodo neonatal es uno de los mds vulnerables de la
vida, particularmente con respecto a la nutricién. El neonato
pasa por etapas de desarrollo y maduracién muy réapidas, 1o
que resulta en una elevada demanda de nutrientes especificos.
Ello implica que las necesidades nutricionales son criticas,
ya que ciertas deficiencias pueden ocasionar efectos
prolongados e incluso irreversibles en el crecimiento y
desarrollo del nifio y atin en la fisiologia del adulto (1).
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SUMMARY. Estimation of potentially available protein in
starting formulas for term and preterm infants. Sixteen milk-
based starting formulas were analyzed with the aim of calculating
their “true protein” content and assessing “in vitro” protein
digestibility, in order to estimate levels of potentially available
protein. Ten of them were designed for term infants: 7 had a
casein:whey protein ratio 40:60 (adapted formulas) and 3 a ratio
80:20 (non-adapted); the 6 remaining formulas (all adapted) were
for preterm infants. Nitrogen was determined by the Kjeldahl
method. True protein was calculated as (total N- non-protein N) x
6.25. NPN was determined in the soluble fraction, after protein
precipitation with 24% trichloroacetic acid and centrifugation.
Digestibility was assessed by digestion with pepsin and pancreatin,
and defined as the increase in non-protein N after enzymatic
digestion. Values for true protein were from 1.3 to 2.3 g/dL and for
non protein N, from 4.5 to 13.7%. Digestibility values varied
between 59.0 and 92.5%; an inverse trend was observed between
protein digestibility and protein content. Considering both the “true
protein” levels and their digested proportions, all preterm and 60%
of the term formulas would present potentially available amounts
below those recommended. These observations constitute an alert,
even though this method of assessing “in vitro” protein digestibility
represents only an approximation to physiological processes;
however, it could be useful in order to evaluate the intensity of the
heat treatments to which these formulas were subjected. On the
other hand, since NPN allows the estimation of the true protein
provided by the formulas, either its percentage or the true protein
content could be included on the label.

Key words: Infant formulas, protein content, protein digestibility,
available protein, non-protein nitrogen.

La lactancia natural es la forma éptima de alimentacién
del recién nacido. La leche humana constituye una fuente
econdmica e importante de nutrientes esenciales en la etapa
neonatal, y es este uno de los motivos por lo que se la
considera como el alimento ideal para el bebé (1-4). Sin
embargo, en algunos casos la leche materna es reemplazada
o suplementada con un suceddneo. Dado que en los primeros
meses de vida el lactante depende para su alimentacion de
un tnico alimento que debe necesariamente cubrir todos sus
requerimientos, éste debe ser un alimento cuidadosamente
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disefiado para tal propédsito (5). Existen diversos tipos de
férmulas segin la fase de la lactancia; durante los primeros 6
meses se utilizan las de “inicio”, las que en su mayorfa son
«adaptadas», es decir, con una relacién caseina/proteinas del
suero (CAS/PS) 40:60, mientras que a partir de esa edad se
utilizan las de “seguimiento” o “continuacién”, con una
relacién CAS/PS 80:20. Por otra parte, existen férmulas
especiales para prematuros, las que habitualmente presentan
un mayor contenido de proteinas (relacién CAS/PS 40:60) y
de minerales y también una mayor densidad energética (6).

Uno de los aspectos fundamentales para lograr un
crecimiento y desarrollo normal del nifio, estd relacionado
con un aporte adecuado de proteinas, tanto en cantidad como
en calidad. Hasta ahora, no se le ha dado una gran importancia
al contenido de nitrégeno no proteico (NNP) de las férmulas
infantiles (FI), el que puede diferir en gran medida segtin el
tipo de férmula y el método de elaboracién (6,7). Existen
tres formas diferentes para desmineralizar el suero lacteo
bovino: intercambio idnico, electrodidlisis y ultrafiltracidn.
Los sueros obtenidos por ultrafiltracién tienen un menor
contenido de NNP, ya que una parte se elimina a través de la
membrana utilizada para remover los minerales y la lactosa
(6). Teniendo en cuenta que el célculo de la proteina total se
realiza habitualmente con base en el contenido de nitrégeno
total (NT), sin descontar el NNP, estas diferencias incidirian
en el contenido de «proteina verdadera» que es la realmente
utilizada por el lactante para su crecimiento y desarrollo. La
leche humana tiene un contenido de NNP de alrededor de 25
a 30% del NT. El componente mayoritario es la urea, que
representa aproximadamente un 50% del NNP en Ia leche
humana y entre 27 y 56% en las férmulas infantiles (7). Otra
diferencia la constituye el hecho de que la fraccién de
aminodcidos libres en las férmulas representa un 10% o menos
de la presente en la leche humana (8). En ésta, parte del NNP
estd representado por componentes que intervienen en
distintas tunciones bioldgicas del neonato, como son la
taurina, la carnitina y los nucleétidos (9-11). Tanto la taurina
como la carnitina estdn presentes en todas las férmulas de
inicio, mientras que la adicién de nucleétidos afin no es
generalizada (12).

Publicaciones recientes (13) sugieren que algunas
férmulas con base en leche de vaca (especialmente los
concentrados liquidos) podrian ser limitantes en su aporte
de aminodcidos esenciales. Sin embargo, debido a que
habitualmente las férmulas infantiles tienen un contenido
proteico mds elevado que la leche humana, estas deficiencias
se compensan y no se traducen en signos clinicos.

Recientemente se ha propuesto una disminucién en los
niveles proteicos de las férmulas infantiles (14, 15); sin
embargo, deberfa tenerse en cuenta el posible efecto de los
tratamientos térmicos aplicados durante su elaboracién sobre
la calidad y la digestibilidad proteicas (16-19).

Por lo expuesto, los objetivos del presente trabajo son la
medicidn del contenido de NT y NNP en las férmulas para
lactantes con el fin de calcular los niveles de “proteina
verdadera” y la evaluacién de la digestibilidad proteica “in
vitro” con el fin de estimar los niveles de proteina
potencialmente utilizable.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 16 FI de inicio existentes en el mercado,
elaboradas con leche de vaca. Diez de ellas estaban destinadas
a neonatos nacidos a término, de las cuales 7 tenian una
relacién caseina: proteinas del suero 40: 60 (leches adaptadas)
y 3 una relacién 80:20 (no adaptadas). Las 6 restantes (todas
adaptadas) estaban destinadas a neonatos prematuros. Las
muestras fueron adquiridas en supermercados o farmacias.
Fueron muestreadas por lo menos dos unidades por marca.

Sobre estas FI se determinaron el NT y NNP por el método
de Kjeldahl (20), previa reconstitucidén segiin rétulo. El NNP
se determiné en la fraccién soluble, luego de precipitar las
proteinas con igual volumen de 4cido tricloroacético (TCA)
al 24% y posterior centrifugaciéon a 10000xg durante 20
minutos a 4°C (7). La protefna verdadera se calculd como la
diferencia entre el NT y el NNP, multiplicada por 6,25 como
factor de conversién. Todas las determinaciones se realizaron
por duplicado.

Para la medicién de la digestibilidad «in vitro» se usaron,
por duplicado, 10 ml de muestra reconstituida segin las
instrucciones del rétulo. El pH se ajusté a 4,5 con HCl IM y
se agregaron 0,25 mL de solucién de pepsina (36mg/mL de
HCI1 0.1N) de modo de obtener una relacién enzima/sustrato
entre 1/15 y 1/20, dependiendo del contenido proteico de
las FI. Las muestras se incubaron en bafio de agua a 37°C
con agitacién, protegidas de la luz, durante 30 minutos. Luego
el pH se ajust6 gradualmente a 7,0 con bicarbonato de sodio
0,5M y se agregaron 2,5 mL de solucién de pancreatina (0,4 g/

- 100mL de bicarbonato de sodio 0,I1M). Se continué la

incubacién a 37°C con agitacién durante una hora. Las
férmulas digeridas se colocaron luego en un baifio de agua
hirviente durante 4 minutos para inactivar las enzimas. Se
tomaron dos alicuotas de cada duplicado. La digestibilidad
se calculé como el incremento de NNP observado después
de la digestion con pepsina y pancreatina (17). Las enzimas
utilizadas fueron provistas por Sigma Co. (USA).

El andlisis estadistico se realizé6 por ANOVA; cuando las
diferencias fueron significativas, al nivel del 95%, se realizé
el test a posteriori de Tukey-Kramer.

RESULTADOS

Los valores de proteina bruta fueron similares o superiores
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a los que figuraban en el rétulo, excepto en 3 férmulas (2 de
ellas de prematuros) (Tabla 1). Los valores de proteina
verdadera encontrados fueron de 1,3 a 1,7 g/dL para las FI
destinadas a neonatos de término (adaptadas y no adaptadas)
y de 1,7 a2,3 g/dL para las de prematuros.

TABLA 1
Niveles de proteina y nitrégeno no proteico en férmulas
infantiles (media + desvio estdndar)?

Férmulas Proteina  Proteina bruta* Proteina % NNP
rétulo verdadera**
(g/dL) (g/dL) (g/dL)
Prematuros
1 2,2 1,89+ 0,01a 1,69+0,03a 11,8+0,5de
2 2,4 2,09+0,0lab 1,91+0,02ab 8,8 +0,4bc
3 2,3 2,33+0,0lab 2,08 +0,02ab 10,9 +0,7cd
4 1,9 2,06 +0,25ab 1,78 +0,25a 13,8+ 1,3¢
5 2,4 2,41 +0,04b 2,30+ 0,03b 4,7+0,2a
6 2,0 2,16 +0,12ab 1,99 +0,10ab 7.8+0,ib
Térm. Adaptadas
1 1,8 1,84 +0,03d 1,64 +0,04cd 10,8 +0,8bc
2 1,5 1,41 £0,01a 1,33 +0,02a 4,9+0,4a
3 1,5 1,53+0,0lab 1,42+0,0lab  7,2+0,8ab
4 1,5 1,68 + 0,06d 1,52+ 0,08bc 9,2+ 1,1bc
5 1,5 1,61 £0,03bc  1,45+0,02ab 10,3 +0,8bc
6 1,5 1,72 £0,03d 1,51 +0,04bc 12,2+ 1,1c
7 1,4 1,79 +£0,03d 1,58 +0,06bc 11,6 +1,6¢
Térm. No Adaptadas
1 1,5 1,53 +0,09a 1,47 + 0,09a 45+0,1a
2 1,7 1,84 +0,12a 1,70+ 0,14a 7,9+ 0,8b
3 1,6 1,66 + 0,102 1,54 +0,01a 7,0 + 0,4b

s Diferentes superindices dentro de cada grupo indican diferencias
significativas (p<0,05)

*NT x 6,25

**(NT-NNP)x 6,25

Se encontré una proporcién variable de NNP con limites
comprendidos entre 4,9y 12,2 % del NT para las Fl adaptadas,
entre 4,5 y 7,9 % para las no adaptadas y entre 4,7y 13,8 %
para las FI de prematuros (Tabla 1). Se observaron diferencias
significativas tanto en los contenidos de proteina bruta y
verdadera como en los porcentajes de NNP entre distintas
férmulas dentro de cada categorfa.

Los valores de digestibilidad proteica oscilaron entre 59,0
y 87,5% en las FI de prematuros y entre 69,4 y 92,5% en las
de término (Tabla 2), con diferencias significativas dentro
de cada subgrupo. Se observé una tendencia inversa con el
contenido proteico de las férmulas. Considerando los niveles
de protefna «verdadera» (descontando el NNP inicial de la
férmula), 2 de las 6 férmulas para prematuros presentaron
valores por debajo de los recomendados (2,25 g/100 Kcal)
(21) (Tabla 2). Teniendo en cuenta, ademds, la proporcién
que serfa digerida, ninguna de las férmulas para prematuros

superaba dicho valor. En las férmulas para neonatos de
término, se observé que 6 de las 10 que se analizaron
contendrian menos de 1,80 g/100 Kcal de proteinas
utilizables, minimo recomendado para este tipo de férmulas
(22) (Tabla 2).

TABLA 2
Niveles de proteina verdadera (P.V.), porcentaje de
digestibilidad y proteina digerida “in vitro” (P.DIG.)
en férmulas infantiles (media + desvio estdndar)

Formulas P.V. Digestibilidad (%) P.DIG.
(g/100 Kcal) (g/100 Kcal)
Prematuros
1 2,12 +0,03a 87,5 +2,5d 1,86 +0,03ab
2 2,34 + 0,02ab 74,1 +2,5bc 1,74 + 0,02ab
3 2,62 +0,02ab 59,0+0,1a 1,55+ 0,01a
4 2,22 +0,31a 79,5+ 1,1cd 1,78 +0,25ab
5 2,84 + 0,04b 68,2 + 0,8b 1,93 +0,03ab
6 2,86 +0,14b 74,9 £3,3bc 2,14 +0,11b
Térm. Adaptadas
1 2,22 4+ 0,05bcd 77,6 +0,5abc 1,78 £ 0,04bc
2 1,94 +0,03a 92,5 +0,4¢c 1,85 +0,02bc
3 2,09 + 0,02abc 90,5 +1,8bc 1,92 +0,02¢
4 2,24 +0,11bcd 74,8 +3,5a 1,71 +0,08ab
5 2,00 + 0,02ab 75,2 + 8,8ab 1,55 +0,02a
6 2,20 + 0,06abcd 69,4 +4,9a 1,56 +0,04a
7 2,42 +0,08d 72,0+29a 1,72 + 0,06ab
Térm. No Adaptadas
1 2,20+0,12a 85,1+0,1b 1,87 +0,11ab
2 2,54+£0,21a 87,8 +0,8b 2,23+0,18b
3 2,14+0,14a 73,7+28a 1,58 +0,11a

§ Diferentes superindices dentro de cada grupo indican diferencias
significativas (p<0,05).

DISCUSION

Existen discrepancias en la literatura sobre el grado de
utilizacién del NNP por parte del lactante. Algunos autores
incluyen en el cdlculo del N disponible una parte de la urea
y consideran que el resto del NNP estarfa constituido en su
totalidad por péptidos y aminodcidos (23), mientras que otros
autores recomiendan excluir totalmente el NNP del célculo
de la “proteina verdadera” hasta que se conozca mejor su
destino metabdlico (7,24). En un informe reciente (25), un
Comité de Expertos reunido por el LSRO (Life Sciences
Research Office) recomienda referir el contenido minimo de
proteinas de las FI en términos de proteina verdadera
calculada como (alfa-amino N x 6,25), y resalta que la
inclusién de fuentes de NNP en el cdlculo de dicho minimo
podria resultar en una cantidad insuficiente para sostener un-
crecimiento normal.

Fomon y col. (23) estudiaron los niveles de seguridad en
la relacién proteinas-energia en lactantes alimentados con
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férmulas elaboradas a base de leche de vaca. Concluyeron
que hastalos 55 dias de edad los valores de proteina verdadera
oscilarfan entre 1,56 y 2,14 g/100 Kcal, e irfan disminuyendo
con la edad. En un estudio més reciente (26), estos autores
indicaron que niveles de. 1,7 g/100 Kcal parecian resultar
adecuados en cuanto a las ingestas proteicas pero no seguros,
ya que llevaron a un mayor incremento de peso vy,
probablemente, a una mayor acumulacién de grasa corporal.
En el presente estudio, la mayor parte de las férmulas
superaban el nivel de 2,14 g/100 Kcal; los valores hallados
para las férmulas de término estuvieron entre 1,94 y 2,54 g/
100 Kcal, mientras que las de prematuros variaron entre 2,12
y 2,86 g/100 Kcal (Tabla 2).

Sin embargo, dado que todas las férmulas son expuestas
a diversos tratamientos térmicos durante su elaboracién,
pueden producirse interacciones entre las proteinas y otros
nutrientes que llevan a una disminucién en la disponibilidad
de aminodcidos y en la digestibilidad proteica. En
experiencias con ratas, Sarwar y col. (13) encontraron valores
de digestibilidad entre 87 y 97% para férmulas a base de
leche de vaca. Rudloff y Lonnerdal (17), por su parte, al medir
digestibilidad “in vitro”, también en férmulas a base de leche
de vaca, encontraron valores més bajos, entre 69 y 84%, un
rango similar al observado en este estudio en las FI de término
(Tabla 2). '

Si se consideran los porcentajes de NNP (Tabla 1) y de
digestibilidad (Tabla 2) encontrados en las férmulas
estudiadas, la totalidad de las destinadas a prematuros tendria
niveles de proteina utilizable por debajo de los valores
recomendados de 2,25 g/100 Kcal y un 60% de las FI para
neonatos de término aportarian menos de 1,80 g/100 Kcal de
proteina potencialmente utilizables (21,22).

Estas dltimas observaciones podrian considerarse
especulativas, ya que el método de digestibilidad «in vitro»
representa una aproximacién a los procesos fisiolégicos, y
no toma en cuenta diversas condiciones “in vivo”, tales como
las caracteristicas del fluido intestinal, la motilidad y las
peptidasas mucosales implicadas en la digestién, entre otros
factores (27). Sin embargo, constituyen un llamado de
atencion en relacién a la real utilizacién de las proteinas por
parte de los lactantes. Por ello, la evaluacién de la
digestibilidad proteica seria una herramienta til para asegurar
que los niveles de seguridad en la ingesta proteica no se vean
afectados por los tratamientos térmicos a los que han sido
sometidas estas formulas. Ademds, serfa util incluir en el
rétulo el % de NNP o el contenido de proteina verdadera que
aportan las férmulas infantiles.

AGRADECIMIENTOS

El presente trabajo estd enmarcado dentro de los Proyectos
PICT-04735, UBACYT AB26 y B062.

7.

12.

13.

REFERENCIAS

Hambraeus L. Proprietary milk versus human breast milk in
infant feeding. A critical appraisal from the nutritional point
of view. Pediatr Clin North Am 1977;24:17-36.

Ogra PL, Greene LH. Human milk and breast feeding: an
update on the state of the art. Pediatr Res 1982;16:266-271.
O’Donnell AM. Alimentacién del nifio en América Latina.
Arch Latinoamer Nutr 1988;38:685-704.

Informe de la Reunién, Taller celebrado en la isla Margarita,
15-20 de marzo de 1994. La alimentacion del nifio menor de
6 afios en América Latina. Bases para el desarrollo de gufas
de Alimentacién. Arch Latinoamer Nutr 1994;44:176-198.
Ronayne de Ferrer, PA. Pasado y presente en el disefio de
férmulas infantiles. Arch Latinoamer Nutr 1995;45:265-73.
Raiha NCR. Protein quantity and whey-casein ratio in infant
formulas. En: Protein and Non-Protein Nitrogen in Human
Milk. Atkinson SA, Lonnerdal B, Eds. Boca Raton, Fla, CRC
Press Inc., 1989, p. 138-144.

Donovan SM, Lonnerdal B. Non-protein nitrogen and true
protein in infant formula. Acta Paediatr Scand 1989;78:497-
504.

Agostoni C, Carratu B, Boniglia C, Riva E, Sanzini E. Free
amino acid content in standard infant formulas: comparison
with human milk. J Am Coll Nutr 2000;19:434-438.

Gaull GE. Taurine in pediatric nutrition: review and update.
Pediatrics 1989;83:433-442,

Carver JD, B Pimentel, WI Cox & LA Barness. Dietary
nucleotide effects upon immune function in infants. Pediatrics
1991;88:359-363.

Uauy R. Nonimmune system responses to dietary nucleotides.
J Nutr 1994;124:157S-159S.

Ronayne de Ferrer PA. Férmulas infantiles: Perfil de
aminodcidos y nitrégeno no proteico. Rev. Soc. Arg.
Nutr.1997;8:13-17.

Sarwar G, Peace RW, Botting HG. Differences in protein
digestibility and quality of liquid concentrate and powder
forms of milk-based infant formulas fed to rats. Am J Clin
Nutr 1989;49:806-13.

Janas LM, Picciano MF, Hatch TF. Indices of protein
metabolism in term infants fed either human milk or formulas
with reduced protein concentration and various whey/casein
ratios. J Pediatr 1987;100:838-48.

Lonnerdal B, Chen C-L. Effects of protein level and ratio on
infant growth, plasma amino acids and serum trace elements.
Acta Paediatr Scand 1990;79:257-65.

Rudloff S, Lonnerdal B. Solubility and digestibility of milk
proteins in infant formulas exposed to different heat
treatments. § Pediatr Gastroenterol Nutr 1992;15:25-33.
Hanning RM, B Paes, Atkinson SA. Protein metabolism and
growth of term infants in response to a reduced-protein, 40:60
whey:casein formula with added tryptophan. Am J Clin Nutr
1992;56:1004-1011.

Rudloff S, Kunz C. Protein and nonprotein nitrogen
components in human milk, bovine milk, and infant formula:
quantitative and qualitative aspects in infant nutrition. J
Pediatr Gastroenterol Nutr 1997;24:328-344.



20.

21.

22.

23.

ESTIMACION DE PROTEINA POTENCIALMENTE UTILIZABLE 47

Viadel B, Alegria A, Farré R, Abellan P, Romero F. Amino
acid profile of milk-based infant formulas. Int J Food Sci Nutr
2000;51:367-372.

Official methods of analysis of the A.O.A.C. 13" Edition;
Washington D.C., USA, Association of Official Analytical
Chemists: 14, 1980.

ESPGAN Committee on Nutrition of the Preterm Infant.
Nutrition and feeding of preterm infants. Acta Paediatr Scand
Suppl 1987;336:1-14.

ESPGAN Committee on Nutrition: Guidelines on infant
nutrition. 1. Recommendation for the composition of an
adapted formula. Acta Paediatr Scand Suppl 1977;262:1-20.
Fomon SJ, Ziegler EE, Nelson SE, Frantz JA. What is the
safe protein-energy ratio for infant formulas? Am J Clin Nutr
1995;62:358-63.

24.

25.

26.

27.

Lonnerdal B, Hernell O. Effects of feeding ultrahigh-
temperature (UHT)-treated infant formula with different
protein concentrations or powdered formula, as compared with
breast-feeding, on plasma amino acids, hematology, and trace
element status. Am J Clin Nutr 1998;68:350-356.

LSRO Report: Assessment of Nutrient Requirements for Infant
Formulas. V. Protein. J Nutr 1998;128:2110S-2114S.
Fomon SJ, Ziegler EE, Nelson SE, Rogers RR, Frantz JA.
Infant formula with protein-energy ratio of 1.7 g/100 kcal is
adequate but may not be safe. J Pediatr Gastroenterol Nutr
1999;28:495-501.

Lindberg T, Engberg S, Sjoberg LS, Lonnerdal B. In vitro
digestion of proteins in human milk fortifiers and in preterm
formula. J Pediatr Gastroenterol Nutr 1998;27:30-6.

Recibido: 23-04-2001
Aceptado: 29-11-2001



ARCHIVOS LATINOAMERICANOS DE NUTRICION
Organo Oficial de la Sociedad Latinoamericana de Nutricién

Vol. 52 N° 1, 2002

Determinacao do consumo de alimentos fontes de vitamina A
por gestantes, utilizando o formulario dietético simplificado
(FDS)

_ Betzabeth Slater Villar, Maria José Roncada

Universidade de Sdo Paulo, Brasil

RESUMO. O “ International Vitamin A Consultative Group”
(IVACG) desenvolveu um instrumento de pesquisa, com base no
consumo de alimentos fontes de vitamina A, para categorizar uma
populagio em grupos de Alto, Moderado e Baixo risco de deficiéncia
de consumo desse nutriente. Este instrumento foi testado numa
populagdo de 91 mulheres gravidas que freqlientaram o servigo de
atendimento pré-natal do Centro de Satide pertencente 2 FSP/USP.
O instrumento recebe o nome de Formulério Dietético Simplificado
(FDS) e est4d composto por um questiondrio Recordatério de 24 h
- Indice de Consumo (IC), e outro de freqiiéncia de consumo -
Padriio Usual de Consumo (PUC). Através do FDS, identificou-se,
como alimentos de maior consumo dirio e semanal o leite fluido,
tomate, alface, margarina e banana, todos pertencentes aos grupos
de baixo e moderado teor de vitamina A. Para assinalar as categorias
de risco, tomou-se como base as necessidades dietéticas propostas
pela Food and Agriculture Organization of the United Nation -
(FAO/OMS -1991) e, como ponto de corte, o consumo inferior a 2/
3 da quantidade recomendada. Os dados obtidos através do FDS
mostraram que mais de 50% das entrevistadas encontravam-se nas
categorias de Alto e Moderado risco de deficiéncia de consumo de
vitamina A. Na andlise estatistica dos dados, encontrou-se uma
correlacdo estatisticamente significante r = 0,50 (p< 0,005) e um
valor Kappa ponderado de (k= 0,207), o que sugere que o0 FDS é
um instrumento ttil € se mostra razodvel para categorizar risco de
deficiéncia de vitamina A em grupos com inadequado consumo de
alimentos fontes deste nutriente. Entretanto, os resultados
evidenciam que para avaliar corretamente o consumo de vitamina
a seriam nccessdrios um nidmero maior de aplicacdes do método
IC.

Palavras chaves: Inquéritos dietético, formuldrio dietético
simplificado, gravidez, deficiéncia de vitamina A.

INTRODUCAO

Até o final da gravidez, um adequado estado nutricional
com relacdo & ingestdo de vitamina A e a uma dieta
balanceada sdo importantes para garantir a transferéncia de
nutrientes para o feto, preparando-o para o nascimento e 0
periodo de amamentagdo. A vitamina A cumpre um papel
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SUMMARY. Determination of vitamin A consumption from
food sources for pregnant women by using of a simplified dietary
assessment (SDA). The International Vitamin A Consultative Group
(IVACQG) developed a research instrument based on consumption
of vitamin-A food sources to classify populations into groups of
high, moderate and low deficiency risk in the consumption of this
nutrient. The instrument was tested on a population of 91 pregnant
women who attended prenatal health care service run by School of
Public Health of the University of Sdo Paulo. Such instrument was
termed Simplified Dietary Assessment (SDA) and it is comprised
of a 24-hour dietary recall- Consumption Index (CI) and
consumption frequency questionnaire- Usual Food Pattern (UFP).
SDA pointed out the most consumed daily and weekly foods as
being milk in liquid form, tomato, lettuce, margarine and banana.
All these food sources belong to groups of low and moderate vitamin
A content. Assignment in risk groups was based on the
recommended dietary intake proposed by the Food and Agriculture
Organization of the United Nations - (FAO/OMS - 1991) and two-
thirds of the recommended intake was considered the cutting off
point. According to data obtained by the SDA, more than 50% of.
the population interviewed was assigned to the High and Moderate
risk groups for deficiency in vitamin A intake. Statistical analysis
of the data revealed a significant statistical correlation r = 0,50 (p>
0,005) and a weighted Kappa value of (k,=0,207), which suggests
that the SDA is a useful instrument and is a reasonable means for
risk assignment of vitamin A deficiency among groups with -
inadequate levels of intake of foods as sources of this nutrient.
However, the results suggest that in order to evaluate vitamin A
intake appropriately, a larger number of applications of the IC
questionnaires would be required.

Key words: Dietary inquiries, simplified dietary assessment,
pregnancy, vitamin-A deficiency.
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altamente importante durante periodos de proliferacdo e
crescimento celular como os da gravidez, lactagdo, primeira
infincia e infancia.(1).

Sabe-se que condigdes tempordrias ou prolongadas de
consumo deficiente de vitamina A podem conduzir 2
xeroftalmia, que € a expressdo maxima da hipovitaminose
A. No Brasil, a hipovitaminose A surge como um problema
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de Satde Prblica entre outras endemias nutricionais, porém
as informacgdes disponiveis ndo proporcionam um
conhecimento fidedigno da magnitude e caracteristicas do
problema no Pais como um todo. Além disso, os principais
estudos foram realizados em pré-escolares utilizando
inquéritos bioquimicos para avaliar o estado nutricional
relativo a vitamina A.

Estudo realizado em gestantes sem manifestagoes clinicas
detectdveis e que faziam seu pré-natal em um centro de
saide-escola na cidade de Sdo Paulo (2), verificou que, apenas
no 3° ¢ 9° més de gestagdo foram encontrados 15% de
resultados abaixo da normalidade (< 0,70 umol/L). Neste
estudo, realizou-se-se um total de 799 andlises para vitamina

" A.por meio de inquérito bioquimico,

Outro estudo avaliou o nivel plasmético de 116 gestantes
presentes nas salas de pré-parto de uma institui¢fio beneficente
que estivessem na 36" semana de gravidez e ndo
apresentassem patologia prépria ou associada, diagnosticada
antes do parto. O nivel médio de vitamina A encontrado foi
de 0,84 pmol/L e foram estudadas outras varidveis, como
idade e numero de gestacoes (3).

Rondé e colaboradores (4), em um hospital de Campinas
SP, avaliaram as concentragdes de vitamina A no sangue
materno e no corddo umbilical dos recém-nascidos de 356
mées que geraram bebés com retardo de crescimento intra-
uterino (RCIU) e de 356 maes que geraram bebés adequados
para idade gestacional (AIG). Nesta pesquisa foram
encontradas porcentagens similares de maes com bebés com
RCIU (1,1%) e mées com bebés com AIG (1,4%), sendo que
ambos 0s grupos apresentaram baixas concentragSes de
vitamina A, sugerindo que a deficiéncia de vitamina A §,
provavelmente, uma conseqii€ncia e ndo uma causa do RCIU.

Quanto ao consumo alimentar de vitamina A no Brasil,
hd apenas um inquérito realizado em todo o Pafs (5), o qual
verificou que a porcentagem de ingestdo de vitamina A foi
inferior as necessidades em todas as regides do Pafs, com
excegdo das dreas rural e urbana da Regido I (Rio de Janeiro)
¢ da drea metropolitana de Salvador. No Estado de Sio Paulo,
foi verificado que 83% da populacdo estudada em 11
localidades ndo atingiram as recomendagdes de consumo
(6,7). As pesquisas aqui citadas utilizaram, no primeiro caso,
0 método de pesagem direta dos alimentos por 7 dias, €, nos
dois dltimos, o mesmo método em combina¢do com
recordatdrios de 24 horas. Em todos os casos as metodologias
referidas sdo de dificil execugdo, € um tanto invasivas..

As informacdes obtidas através dos inquéritos alimentares
Podem ser consideradas indicadores indiretos do estado
nutricional de vitamina A dos individuos. E freqiiente
€ncontrar, em condi¢des de hipovitaminose A e xeroftalmia,
altas prevaléncias de consumo inadequado de vitamina A e
Carotenéides. Por isso, ao abordar o inquérito alimentar, deve-
s¢ levar em consideracdo: a freqiiéncia de consumo de

alimentos fontes de vitamina A; o contetddo de vitamina A
expresso em Equivalentes de Retinol - ER nas tabelas de
composi¢do de alimentos; a faixa etdria da popula¢do que
estd sendo examinada e a porcentagem de criangas com
aleitamento materno. Além disso, deve-se considerar as
flutuacSes sazonais e o viés do método dietético empregado,
a fim de que os dados obtidos possam ser usados para
classificar dreas/populagdes potencialmente expostas ao risco
de consumo deficiente de vitamina A e para que tais dados
sejam respaldados por critérios biolégicos que confirmem o
diagnéstico de um problema de Saide Publica (8,9).

Com base no consumo inadequado de fontes de vitamina
A, o “International Vitamin A Consultative Group”
(IVACG)(10) desenvolveu um instrumento que categoriza
uma dada populagdo em grupos de Alto, Moderado e Baixo
risco de deficiéncia de consumo desse nutriente. Este
instrumento, de rdpida aplicagdo, baixo custo e pouco
invasivo, recebe o nome de Formulério Dietético Simplificado
(FDS) e ja foi testado em outros paises com bons resultados
(11-13).

Apesar da importincia, em n0ssO meio poucos sao 0s
estudos que avaliam o consumo de vitamina A em gestantes
(14,15). Tendo em vista esse fato € a existéncia dessa nova
metodologia, os objetivos deste estudo foram adaptar o novo
método proposto pelo IVACG as condigdes locais e ao grupo
alvo (gestantes), identificar seu consumo de alimentos fontes
de vitamina A e avaliar a concordéncia entre os métodos que
compdem o FDS.

METODOS

O trabalho foi realizado no Centro de Satide Geraldo Paula
Souza (CS), pertencente a Faculdade de Saide Publica da
Universidade de Sao Paulo. As pacientes foram entrevistadas
durante as consultas do pré-natal durante o primeiro semestre
do ano de 1996. A coleta de dados foi realizada por uma
nutricionista devidamente treinada e durante os meses  de
maio ¢ junho. oL

Para o cédlculo da amostra foi necessédrio conhecer 0
nimero de atendimentos mensais dos consultdrios de
obstetricia do CS e valor da prevaléncia de inadequacdo de
consumo de vitamina A.(16,7). A populagio estudada foi
constituida por 91 mulheres grdvidas sauddveis, com idades
compreendidas entre 19 e 40 anos, que freqiientaram
espontaneamente o citado CS, ndo importando se a consulta
era realizada pela primeira vez ou se tratava-se de retorno.

O método requereu, para sua adaptagéo :

1. a definigd@o de alimento - fonte (17) ;

2. aidentificagdo de todas as fontes potenciais de vitamina
A e carotenoides existentes no Estado de Sdo Paulo, seguindo
3 critérios para a selecédo (18,19,6);

3. o cdlculo do conteddo de Equivalentes de Retinol (ER)
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em pg, dos alimentos-fontes locais, usando resultados de
indmeros autores, permitindo, assim, categorizar os
alimentos em Alto, Moderado e Baixo teor de vitamina A
(20

4. a determinacfdo do tamanho da por¢do pequena,
tomando-se como base a lista de equivaléncia de pesos e
medidas de alimentos de um estudo de base populacional
realizado em um municipio da cidade de Sdo Paulo (21), € as
informagdes de trabalhos realizados em laboratdrios de
técnica dietética (22,23). Uma vez determinada a quantidade
referente 4 por¢do pequena de alimento, foi assumido o
conceito do IVACG, segundo o qual as por¢des média e grande
s3o respectivamente 2 e 4 vezes maiores que a pequena (10).

5. Considerando-se todos esses critérios, convém frisar
que foram incluidos como alimento- fonte aqueles que
contribuem com mais de 50 ER em uma por¢do pequena, e
também os que comumente integram a dieta habitual da
populagio.

Com base nas informagdes anteriores foi desenvolvida a
estrutura do FDS, que consta de um questiondrio Recordatério
de 24horas - Indice de Consumo (IC), e outro de freqiiéncia
de consumo - Padrdo Usual de Consumo (PUC), que permitem
conhecer o consumo de alimentos fontes de vitamina A. Para
cada uma das partes foram.realizados os seguintes
procedimentos:

Indice de consumo - IC

O IC foi calculado de tal forma que todas as quantidades
sdo convertidas a um equivalente de uma por¢do pequena de
alimento de escore BAIXO de vitamina A (menos de 50 ng
ER/100g). Assumindo que as quantidades médias e grandes
sdo duas € quatro vezes maiores, a freqiiéncia de consumo
foi multiplicada por 2 e 4, respectivamente, para converter
as porgdes em um nimero equivalente a por¢do pequena. Para
os alimentos com Moderado (300 ER) e Alto ( >500 ER) teor
de vitamina A foi necessario multiplicar estes valores pelos
fatores aleatérios 6 (para Moderado) e 10 (para Alto) de
maneira a compensar o nivel alto de ER (10).

Para assinalar a Categoria de Risco, foram tomadas como
base as recomendacGes de necessidades dietéticas FAO/OMS
(24), que preconiza o consumo de 600 pgER/dia
Teoricamente, a ingestdo do nivel recomendado situa o
individuo na categoria-de baixo risco, enquanto 0 consumo
de menos de 2/3 (400 pg ER) da quantidade recomendada
colocaria a pessoa na condi¢do de alfo risco a deficiéncia.
Neste sentido, os valores relativos da categoria de risco séo
obtidos da divisdo da recomendagio pela quantidade minima
de ER contida em uma por¢do pequena de alimento (50 pg
ER). Considerando este valor como ponto de corte, foram
estabelecidas as seguintes categorias que definem os niveis
de risco.

Padrio usual de consumo (PUC)

Para se chegar ao PUC, o primeiro passo € determinar
os escores. Estes sdo resultado da escolha de um fator de
peso para os consumos Didrio, Semanal ¢ Mensal dos
alimentos com escore de vitamina A Alto. O peso 1
corresponde a 50 pg ER. Se o periodo em consideragdo €
de 1 més, entfo a ingestdo didria de uma categoria Alta de
alimentos corresponde a 30 dias x 5 pontos = 150 pontos.
Assumindo-se que o consumo semanal significa a ingestdo
de 1 a 3 vezes, o escore deve ser calculado com base em 3
dias por semana. Isto é, 3 dias x 4 semanas x 5 pontos = 60
pontos. Da mesma forma, assumindo-se que o consumo
mensal envolve a ingestdo de 3 vezes, o escore deve ser
calculado da seguinte maneira: 3 dias x 5 pontos = 15 pontos.

-Estes fatores de peso sdo, entdo, ajustados aproximadamente

de cima para baixo, correspondendo 3/5 a categoria de
alimentos com teor moderado e 1/5 para a categoria de baixo
teor. O passo seguinte serd executar a soma dos escores do
PUC dos trés niveis de vitamina A para se definir o indice de
risco. Os niveis de risco para o escore PUC nas gestantes sdo
baseados no nivel recomendado de ingestdo de vitamina A a
necessidade basal (10).

Como elemento auxiliar para as gestantes estimarem com
maior precisdo as por¢des dos alimentos consumidos, foi
utilizado um 4lbum com 126 fotografias representando 42
alimentos e preparagdes, que ilustram os tamanhos das
por¢des pequena, média e grande.

Depois de realizadas as entrevistas, elaborou-se um banco
de dados o qual foi analisado pelo programa Epilnfo versdo
6.0. Foram calculadas medidas de tendéncia central,
coeficiente de correlacdo de Spearman, e anélise de variancia
para avaliar as diferencias entre as médias obtidas. Para o
célculo da concordéincia por meio do Teste Kappa ponderado
usou-se o programa EPIDAT.

- RESULTADOS E DISCUSSAO

A idade média das gestantes foi de 25,5 anos (DP +
5,03), com valor minimo de 19 anos e maximo de 40 anos,
encontrando-se um valor mediano de 24 anos.

A maioria das gestantes (45,1%) freqiientou o CS a partir
do segundo semestre de gestagdo e 49,5% no terceiro
trimestre; somente 5,5% o freqiientaram no primeiro
trimestre..Quanto aos niveis de instru¢do, apenas 3,3% delas
nao possuiam educagio formal, embora aproximadamente
60% ndo completaram o curso primério. Com relagdo a
ocupagio, observou-se que 52,8% sdo donas de casa, 25,3%
empregadas domésticas, 13,1% constituidas por assalariadas
com atividades diversas, 5,5% profissionais autbnomas e 3,3
% estudantes.
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A Tabela 1 mostra os valores médios de consumo total
de vitamina A, segundo os trimestres de gestagdo, obtidos
através do IC. A média total de consumo de vitamina A foi
1134 pg ER, com DP amplo (2005 pg ER), explicado pelo
consumo de figado por apenas 4 mulheres. Os dados
encontrados mostraram-se semelhantes aos encontrados por
Saunders e colaboradores (14) quando usaram as tabelas do
INCAP (1008ugER) (25) e da FIBGE (1204ugER) (19) para
analisar o consumo de vitamina A de gestantes atendidas na
rede Pdblica da Cidade de Rio de Janeiro.

TABELA 1
Consumo médio (x) e desvios-padrido (DP) em pg de
ER/dia das gestantes estudadas segundo o trimestre de
gravidez - Centro de Saide Geraldo de Paula Souza,
Séo Paulo. 1996

Trimestres _ Intervalo Coeficiente de
de gravidez X DP de consumo  variagdo (CV%)
Primeiro 1213+ 535 785-2143 44
Segundo 915 +1514 0-9725 >100
Terceiro 1321 2456  0-10479 >100
TOTAL 1134  £2005 372-10479 >100

Teste F: 0,437 p>0,05

Assinala-se que existem muitas varidveis associadas ao
consumo de vitamina A que estdo fortemente interligadas e
tendem a incrementar a variacdo do consumo entre as pessoas
(26). Pelos resultados deste estudo, observou-se que 55% das
gestantes apresentaram um consumo médio de 1134 pgER
acima da recomendagdo, e coeficiente de variagio (CV) maior
que >!00% o que descreve uma ampla variagio interpessoal.

O FDS ndo € s6 um instrumento que categoriza risco de
acordo com o consumo inadequado de alimentos fontes de
vitamina A. Por meio do IC obtiveram-se, também, os dados
da Tabela 2, os quais assinalam que o leite integral fluido foi
consumido por 73,6% das gestantes entrevistadas, tanto no
desjejum como em outras refei¢des; tomate e alface vém a
seguir, com 51,6% e 47,3%, respectivamente, tendo sido
consumidos principalmente durante o almogo. As frutas de
maior preferéncia sdo banana e mamao. Pimentio e cenoura
(31,9%) integravam diferentes preparacdes. Os queijos foram
consumidos num percentual de 36,3%. Embora a margarina
figure em 4° lugar, é interessante assinalar que o seu consumo,
42,9%, aliado ao da manteiga, 17,6%, foi observado em
60,5% de gestantes.

TABELA 2
Frequéncia de alimentos fontes de vitamina A consumidos
pelas gestantes estudadas (percentuais decrescentes),

segundo o indice de consumo (IC). Sdo Paulo, 1996

Alimentos n° . %

Leite fluido 67 73,6
Tomate : 47 51,6
Alface 43 473
Margarina 39 42,9
Banana 36 39,6
Pimentdo cozido 29 319
Cenoura cozida 22 31,9
Ovo de galinha 21 23,1
Mamio : 19 20,9
Bolo simples .18 19,8
Frango cozido 17 18,7
Queijo prato 17 18,7
Manteiga 16 17,6
Queijo minas 16 17,6
Requeijdo 8 8.8
Couve cozida 8 8.8
Agrido 7 7,7
Goiaba 7 1.7

A Tabela 3 mostra os resultados do PUC, podendo-se
verificar que mais de 70% das entrevistadas declararam
consumir diariamente leite e margarina/manteiga; entre 70 e
85% delas assinalaram consumir semanalmente cenoura,
banana, frango, ovos, folhas verde-claro e tomate. Os
alimentos de consumo mensal foram: figado, folhas verde-
escuro, bolo simples, peixe, queijo tipo Minas, goiaba,
abébora madura, caqui e folhas medianamente verdes (15 e
33%). Em contraposi¢do aproximadamente 60% das
entrevistadas ndo costumam ingerir alimentos ricos em
vitamina A pré-formada ou em carotenéides.

Segundo a OMS/UNICEF(9), um dos indicadores
ecoldgicos para a drea/populacio exposta a deficiéncia de
vitamina A € o consumo de menos de trés vezes por semana
de alimentos ricos em vitamina A por mais de 75% do grupo
vulnerdvel em estudo. Este ponto de corte sugere prevaléncia
de deficiéncia de vitamina A. No entanto, nesta pesquisa
levantam-se duas questdes: a primeira considera que o alto
consumo de alimentos de Moderado e Baixo teor de vitamina
A compensaria relativamente o baixo consumo de alimentos
ricos em vitamina A, que geralmente s3o influenciados por
fatores de sazonalidade (no caso das frutas) e de hébito
alimentar (para o figado e folhas de cor verde-escuro); a
segunda questdo refere-se a favorecer ou nio a divulgagio
do consumo de frutas e vegetais para satisfazer as
necessidades de vitamina A como estratégia para combater a
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sua deficiencia (sem que isso signifique desestimular o
consumo, pois estes alimentos aportam a dieta outros
nutrientes), sendo que alguns estudos assinalam que o
consumo de certas hortalizas ricas em carotendides nao
melhoram o estado de vitamina A, provavelmente devido a
muitos fatores que afetam a biodisponibilidade dos
carotenoides (27).

TABELA 3
Alimentos fontes de vitamina A com maior freqiiéncia de
consumo pelas gestantes estudadas, segundo o padrao usual
de consumo (PUC). Sao Paulo, 1996

Alimentos > 250 pg Diario Semanal Mensal Nulo
ER/ porgao n % n % n % n %
Figado de qq animal - 8 8,8 30 33,0 53 582
Abobbora madura - 17 18,7 20 22,0 54 593
Folhas verdes escuro 25 275 30 330 36 396
Caqui 13 143 16 176 62 68,1
Goiaba 15 165 21 231 55 60,4
Manga 8 8,8 17 187 66 725
Alimentos com 50 Diario Semanal Mensal Nulo
a 250 pg ER/porgao n % n % n % n %
Queijo Minas 2 22 23 253 22 242 44 484
Peixes - 25 275 27 29,7 39 429
Ovos e preparares 71 78,0 5 55 15 16,5
Folhas verde med.escuras - 10 11,0 14 154 67 73,6
Folhas verde claro 74 81,3 5 55 12 13,2
Brécolis 15 16,5 9 9,9 67 73,6
Pimentao 3 33 48 52,7 3 55 35 385
Cenoura 64 70,3 7 7,7 20 22,0
Mamao - - 49 53,8 1 12,1 31 341
Alimentos < 50 pg Diario Semanal Mensal Nulo
ER/porgao n % n % n % n %
Leites 66 73 12 132 3 3,3 10 11,0
Queijos e requeijao - 39 429 12 132 40 44,0
Frango - 72 79,1 ‘9 9,9 10 11,0
Manteiga e margarina 64 70 13 143 3 3,3 n 121
Bolo simples 33 363 30 330 28 308
Tomate 2 22 77 84,6 4 4.4 8 8,8
Vagem - - 26 28,6 12 13,2 53 58,2
Banana 2 22 64 70,3 5 55 20 22,0

Neste estudo, observou-se pouca presenna de alimentos
sazondis, provavelmente devido ao curto periodo de avalianao
e ao fato das frutas sazonéis ricas em vitamina A aparecerem
principalmente nos ultimos meses do ano, confirmando que
somente urna avalianao nao é suficientemente sensivel para
registrar os padrées de consumo em nivel individual, nem
tampouco as varianoes da ingestao decorrentes das
transformanoes fisiolégicas pelas quais a mulher gravida

passa. Assim, reitera-se a necessidade da obtenido de dados
sobre a ingestao alimentar em diferentes estagées do ano,
bem como nos diferentes trimestres da gravidez.

Através do Formulario Dietético Simplificado foi também
possivel chegar aos seguintes resultados: o IC encontrou que
26,4% das entrevistadas estavam na categoria de Alto risco;
19,8% em Moderado risco e 53,8% em Baixo risco, segundo
os dados mostrados na Figura 1. Na Figura 2, segundo o
PUC, a maioria das gestantes (58,2%), foi categorizada em
Moderado risco. Identificaram-se 3,3% de mulheres em Alto
risco e 38,5% em Baixo risco

E obvio que a estimativa do consumo de vitamina A de
um dia pelo IC nao revela a verdadeira ingestao desse
nutriente, em fun”ao da natureza variavel da dieta (26). No
sentido de superar a deficiencia desse método, acredita-se, é
que o IVACG prop6e a utilizando de instrumentos que
substituam o consumo de um ou varios dias pela informando
global de um periodo ampio de tempo. Em nosso caso, 0
PUC possibilitou categorizar os individuos segundo seu grau
de exposinao, isto é, identificar os individuos nos diferentes
niveis de consumo deste nutriente. Por outro lado, 0 IC e o
PUC na categoria alto risco, apresentam urna marcada
diferenna, 26,4% e 3,3%, respectivamente, 0 que nos sugere
que o PUC possui um melhor desempenho para classificar
os individuos.

FIGURA 1
Categorizando de risco de deficiencia de vitamina A das
gestantes estudadas, segundo indice de consumo (IC).
Sao Paulo, 1996

Alto Risco >8 Moderado Risco 8 a  Baixo Risco >12

12
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FIGURA 2
Categorizagao de risco de deficiencia de vitamina A das
gestantes estudadas, segundo o padrao usual de consumo
(PUC). Sao Paulo, 1996

Moderado risco 120  Baixo Risco > 360
a 360

Alto Rjsco< 120

A concordancia de um instrumento em relagdo a outro,
considerado método de referencia, pode ser realizada por
diferentes metodologias estatisticas, entre as quais se destaca
a analise de correlagao (28). Neste estudo foi possivel
relacionar os resultados em escores obtidos por ambos os
métodos (IC e PUC), obtendo-se um coeficiente de correlagao
de Spearman de r = 0.50; (p<0,005) entre ambos os métodos.
Embora este nao seja um estudo de validagao, a literatura
mostra que nos estudos que envolvem a comparagéo de dois
métodos de avaliagao dietética (Questionéarios de freqiéncia
alimentar versus. Método padrao de referencia) os
coeficientes de correlagéao encontrados tendem a variar entre
0,5e 0,70 (29,30). Estes valores mostram o erro de medigao
associado da estimativa do nutriente calculado pelos
questionarios de freqléncia utilizados nosso entender,
o coeficiente de correlagéo é um valor limitado, pois descreve
s6 um aspecto da concordancia ou, em outras palavras, reflete
somente a aproximagdao linear entre os métodos dentro de
urna mesma populagéo.

Por esta razao consideramos importante avaliar a
concordancia por outro método estatistico. O coeficiente de
Kappaw verificou-se um valor de 0,207, significativamente
diferente de zero (p < 0,001).

Nossos resultados se apresentam de forma discrepante.
Por um lado, coeficientes de correlagdo acima de 0,50 sao
considerados razoaveis e por outro lado fracos (0,20),
tnerentes a avaliagoes dietéticas realizadas em periodos curtos

e por metodologias mais acuradas. Nelson (28) assinala que
quando os coeficientes de correlagao sao baixos, existe a
probabilidade de incrementar o nimero de pessoas mal
classificadas segundo seu consumo. Resultados como os deste
estudo evidenciam que, em grupos como as gestantes, seria
necessario um nimero maior de aplicaghes do IC dada a
natureza do nutriente e a provaveis erros aleatorios inerente
as pessoas e ao método (31).

A partir desses resultados, pode-se sugerir que o
Formulario Dietético Simplificado é um instrumento util e
de facil aplicagao e se mostra razoavel para categorizar risco
de deficiencia de vitamina A em grupos com inadequado
consumo de alimentos fontes de vitamina A e carotendides,
podendo ser adaptado a situagoes locéis e aplicado, também,
ao grupo vulneravel gestante. Sugere-se que a avaliagdo do
consumo alimentar relativo a vitamina A deve ser efetivada
fias diferentes estagées do ano.
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RESUMEN. Se presentan algunas pricticas alimentarias de las
familias de los corregimientos de Medellin: Santa Elena, Belén
Altavista, Palmitas, San Crist6bal y San Antonio de Prado. El
estudio es de tipo descriptivo transversal; la muestra fue
representativa y probabilfstica, La lactancia materna prevalece en
todos los corregimientos sin diferencias significativas entre los
mismos, se observé una duracién promedio de la lactancia ma-
terna entre 10 y 13 meses (p<0.05), el 29% de las mujeres
manifestaron haber tenido alguna dificultad para amamantar a su
Gltimo hijo, 1as principales causas fueron: poca producci6n de leche
y enfermedad de la madre. El 53% de las madres informaron haber
introducido 1a alimentacién complementaria antes de cuatro meses.
El consumo de frutas y verduras en la poblacién es bajo, en contraste
con el cousumo de frfjol. El 49% de las familias utilizan como
métodos de coccién preferidos la fritura y la coccién. La manteca
y aceites que contienen mayor proporcién de dcidos grasos
saturados, se constituyeron en el tipo de grasas preferidas para la
coccién. La mayoria de los integrantes de las familias, consumen
las comidas principales y lo hacen en el hogar. Por el contrario las
comidas secundarias tienden a desaparecer; en especial la merienda
y la media mafiana.

Palabras clave: Practicas alimentarias, hébitos alimentarios, cultura
alimentaria, patrén alimentario, seguridad alimentaria y nutricional.

INTRODUCCION

La seguridad alimentaria y nutricional en poblacién rural
de la ciudad de Medellin estd condicionada por el acceso
que las familias tienen a los alimentos mds que por la
disponibilidad de los mismos (1). Entre los factores que
inciden en esto se encuentran las practicas alimentarias, dado
que ellas orientan la decisi6n de compra de alimentos. Por
otro lado el consumo de frijol ha sido una practica alimentaria
en la poblacién Antioqueiia que ha contribuido a incrementar
el valor nutricional de la dieta y que por razones de costos
las familias han hecho un ajuste al gasto alimentario
reduciendo su consumo, situacién que se quiso verificar con
el fin de promover la producci6n de esta leguminosa para el
autoconsumo.

En la poblacién materno infantil las practicas alimentarias
son importantes de estudiar por su vulnerabilidad a 1a
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SUMMARY. Feeding practices among rural families of Medellin
Colombia. Some feeding practices among families of Medellins
Districts: Santa Helena, Belen Altavista, Palmitas, San Crist6bal
and San Antonio de Prado are presented. It is a descriptive and
tranversal investigation. The sample used was representative and
probabilistic. Breast feeding practice is prevalent in all the Districts
mentioned above; a duration average of the breast feeding was
observed between 10 and 13 months (p < 0.05), 29% of the women,
declared having some kind of difficulty trying to breast feed their
last child. The main reasons for this were: low milk production and
illness of the mother. 53% of the mothers informed to have
introduced the complementary feeding before four months. Fruits
and vegetable consumption was low, comparing it with the high
level of consumption of beans. The cooking methods most used
were deep frying and boiling. The oils and lard used have a high
content of saturated fat acids. Most of the members of the families,
they consume the main foods and they make it in the home
(breakfast, lunch and supper). On the other hand in between meals
tend to disappear, especially midmorning and late snack.

Key words: Feeding practices, food habits, feeding culture, food
security, pattern of feeding.

inseguridad alimentaria y nutricional. La lactancia materna
exclusiva hasta los seis meses aporta la cantidad de nutrientes
necesarios para el adecuado crecimiento y desarrolio del
lactante, lo que garantiza su seguridad alimentaria y
nutricional, ademds es importante conocer las practicas de
alimentacién complementaria por su incidencia en la
lactancia materna y en la alimentacion y nutricién del menor
(2). Las preferencias y rechazos de alimentos durante la
gestaci6n influyen en su seleccién y por ende en la calidad
nutricional de la dieta.

El Plan Nacional de Alimentaciéon y Nutricién de
Colombia (1995/2006) (3), plantea la necesidad de investigar
sobre pricticas alimentarias por regiones, como insumo
requerido para trazar las politicas, programas y proyectos
alimentarios y nutricionales que partan del conocimiento
local, propésito al cual contribuye. Ademds, con este estudio
se complementan los resultados en Seguridad Alimentaria y
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Nutricional obtenidos en otras investigaciones en esta misma
poblacién (4-7). En el estudio de corte etnografico realizado
en esta poblacién se encontré que las frutas y verduras no
hacian parte del modelo alimentario (8), razén por la cual se
considero importante complementar desde una perspectiva
cuantitativa este aspecto, por el papel que juegan los
micronutrientes en la proteccion de la salud (9). Para lo cual
se utilizé wuna frecuencia semicuantitativa semanal de
consumo de frutas, verduras y leguminosas.

Espacio poblacional

Medellin es la segunda ciudad de Colombia, su &rea rural
esta constituida por cinco corregimientos (*): Santa Elena,
Belén AltaVista, San Cristdbal, Palmitas y San Antonio de
Prado, con una extensiéon que representa el 70.5% del
territorio municipal, distribuidos en 41 veredas (**) y en ellas

viven el 5% de la poblacion del municipio (10).
MATERIALES Y METODOS

En las familias del area rural de la ciudad de Medellin se
realizé un estudio de tipo descriptivo de corte transversal. Para
cada corregimiento se calculé una muestra representativa y
probabilistica con un error mdximo de un 5% y un nivel de
confianza del 95%, constituida por: 342, 313, 385, 328 y 308
para SantaElena, Palmitas, San Antonio de Prado, San Cristobal
y Belén Altavista respectivamente, para un total de 1676
familias.

La técnica utilizada para la recoleccion de los datos fue
la entrevista familiar, guiada por una encuesta estructurada
que recopilé datos sobre: aspectos demogréaficos, produccién
de alimentos, alimentacion subsidiada, practicas alimentarias,
habito de compra de alimentos y frecuencia semanal de
consumo de frutas, verduras y leguminosas. Seis
encuestadores, previamente capacitados y estandarizados para
realizar la entrevista y registrar los resultados en el
formulario, se desplazaron a las diferentes veredas
seleccionadas en la muestra y en las viviendas entrevistaron
a las- madres o a las personas responsables de preparar los
alimentos. La critica, organizacion y tabulacion de los datos
fue efectuada por un profesional de Nutricién y Dietética,

* Secretaria de Bienestar Social dei Municipio de Medellin. Aproximacion a
un diagnostico de las problematicas-sociales de la ciudad de Medellin. 1992,
p 64. Se define corregimiento como “territorio ubicado dentro del &rea rural,
con una poblacion estimada entre 5.000 y 20.000 habitantes que dispone de
un ndcleo central en el que se desarrolla un proceso de urbanizacion”.

** |bid, Se define la vereda “como una porcidn territorial situada dentro del
area rural, con una poblacion eritre 2.000 y 10.000 habitantes y que carece
de proceso de urbanizacion”, p 64 .

proceso supervisado por los investigadores. Los datos fueron
procesados en los programas EPIINFO, CERES, EXCEL Y
PRISMA. El andlisis de lainformacidn es de tipo descriptivo.

RESULTADOS

El 80% de las madres manifestaron haber alimentado al
seno a su Ultimo hijo, la duracién promedio en los diferentes
corregimientos oscil6 entre 10 y 13 meses. El 29% de las
madres que lactaron tuvieron alguna dificultad, las causas
de mayor frecuencia fueron: baja produccién de leche,
enfermedad de la madre, el uso de medicamentos por la
madre y rechazo de la leche materna por parte del bebé
(Figura 1). En el 53% de los nifios la introducciéon de
alimentos diferente a la leche materna se inicié antes de los
cuatro meses y de estos el 11% los recibieron desde el
nacimiento (Figura 2). El 30% y el 34% de las mujeres
entrevistadas manifestaron preferir o rechazaralgin alimento
durante la gestacién. Los alimentos de mayor preferencia
fueron las frutas, verduras y leguminosas y el de mayor
rechazo el frijol.

FIGURA 1
Tipo de dificultad para amantar al ultimo hijo en los
corregimientos de Medellin 1998
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FIGURA 2
Edad de inicio en meses de la alimentacion
complementaria al Gltimo hijo en los corregimientos de
Medellin 1998
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La frecuencia semanal del consumo de frutas y verduras
fue muy bajo en las familias de todos los corregimientos
(Figura 3 y 4). El consumo de leguminosas representadas en
sumayoria por frijol continta siendo una practica de consumo
de alta frecuencia semanal. Las tres comidas principales
fueron consumidas por la mayoria de la poblacién,
principalmente en el hogar, aunque se observé que entre el
17% y 19% de las personas de los corregimientos los
consumen fuera de este. El habito de realizar comidas
secundarias ha disminuido, en forma especial la merienda y
media mafiana. El 49% de las familias prefieren la
preparacion de alimentos en forma frita o cocida, el 20%
cocidos y el 15% fritos, cocidos o asados.

FIGURA 3
Frecuencia del consumo semanal de frutas por las familias
de los corregimientos de Medellin 1998
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FIGURA 4
Frecuencia del consumo semanal de verduras por las
familias de los corregimientos de Medellin 1998
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FIGURA 5
Frecuencia del consumo semanal de leguminosas por las

familias de los corregimientos de Medellin 1998
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DISCUSION

Practica de lactancia materna

Desde la perspectiva de la seguridad alimentaria y
nutricional de los menores de un afio, la lactancia materna
exclusiva se constituye hasta los seis meses, en la mas
saludable opcién para que los lactantes obtengan la cantidad
y calidad de los nutrientes necesarios para su crecimiento y
desarrollo (11). A partir de esta edad se debe continuar con
la lactancia al pecho hasta los dos afios, complementandola
con otros alimentos para garantizar la 6ptima alimentacién
del menor.

El 80% de las mujeres amamantaron a su ultimo hijo,
con proporciones similares en todos los corregimientos
(p=0.46), salvo en Palmitas que fue de 69.7%. Esta
proporcién, es méas baja a la encontrada en el estudio sobre
habitos alimentarios de la poblacién rural de Colombia
realizado en 1981, en el cual se encontré que el 98% de los
nifios habian sido alimentados al pecho (12) y en la Encuesta
Nacional de Demografiay Salud de 1995 (ENDS-95), segln
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la cual €l 95.1% de los nifios del drea rural de Colombia han
sido lactados por lo menos una vez (13). Cabe destacar que
el 20% de los niiios de los corregimientos de Medellin no
recibieron lactancia materna, lo que conlleva riesgo de
inseguridad alimentaria y nutricional, con implicaciones
inmediatas y futuras para su salud, nutricién y desarrollo.

Se observé una duracién promedio de la lactancia materna
entre 10 y 13 meses (p<0.05). La ultima cifra fue reportada
en Belén Altavista, aspecto que llama la atencién dado que
este corregimiento presenta mayores caracteristicas de
urbanismo, lo cual coincide con la posicién de expertos en
el tema, quienes sustentan que en las zonas urbanas existe
mayor préctica de la lactancia materna. Los promedios
anteriores son similares a los encontrados en la Encuesta
Nacional de Demografia y Salud de 1995, en la que se reporta
un promedio de duracién de la lactancia al pecho de 11 meses
(14); cifra que supera los promedios de paises como Brasil,
México, Repuiblica Dominicana y Trinidad y Tobago que fue
de 9 meses e inferior en los paises del sur del Sahara y Sri
Lanka que supera los 18 meses (15).

Cabe resaltar que la moda de duracién de la lactancia
materna fue de 12 meses, la cual coincidié en todos los
corregimientos; esto demuestra una buena préactica de la
lactancia materna. La duracién mediana més baja fue de 7
meses; superando la mediana de 5 meses, encontrada para
dreas urbanas marginadas de grandes ciudades de Colombia
(16).

E129% de las mujeres de los corregimientos manifestaron
haber tenido alguna dificultad para lactar a su dltimo hijo, la
proporcién mayor se encontré en San Antonio de Prado (40%)
y la menor en las madres de Belén Altavista (16%). Si bien
estas cifras son menores a la considerada por Savage (17),
quien expresa que por lo menos la mitad de las mujeres
presentan dificultad para amamantar, este hecho es
preocupante dado que 329 nifios dejaron de ser alimentados
al seno. La mayor dificultad fue la baja produccién de leche
con un 49%, motivo referido en el estudio multicéntrico de
Conocimientos Actitudes y Pricticas (CAP) de lactancia
materna, en ireas urbanas marginadas de grandes ciudades
Colombianas (18) y en la Encuesta de Demografia y Salud
de 1995, segin la cual el 30% de las madres reportaron esta
dificultad (19). Esta apreciacion puede estar ocasionada por
técnicas de lactacién incorrecta, ademds por situaciones que
generan ansiedad en la madre y que tienen efectos negativos
sobre el reflejo de eyeccién de la leche (20).

El 17% de las mujeres manifestaron la enfermedad de la
madre y uso de medicamentos por ella como causa para no
amamantar, proporcién menor a la encontrada por el FES en
las zonas marginadas de las grandes ciudades de Colombia.
En esta investigacién no se indagé sobre la enfermedad que
sufrié la mujer, pero en la mayoria de los casos es posible
continuar lactando al bebé, a excepcién de madres con

perfodos agudos de infeccién por citomegalovirus, virus de
inmunodeficiencia humana en mujeres sero positivas, virus
linfotrépicos de las células T, hepatitis A con ictericia materna
durante el periodo agudo de infeccidn, hepatitis B con la
enfermedad activa; herpes simple en presencia de lesiones
herpéticas vesiculares, rubéola y tuberculosis (21). Cuando
la madre tiene céncer y recibe quimioterapia, se recomienda
la suspensién (Figura 1).

Con respecto a los medicamentos que ingieren las madres,
casi todos son excretados por la leche materna en cantidades
pequeiias que no logran afectar el nifio. Se recomienda la
suspensién de la lactancia, por el consumo de medicamentos
por parte de la madre como sulfonamidas, clotrimazol,
fansidar, dapsone, psiquidtricas y anticonvulsivas.

Un 13% de las madres manifestaron que sus hijos
rechazaron la leche materna, esto pudo relacionarse con la
administracién en forma simultdnea de: agua, otras leches u
otros alimentos que para el nifio tienen sabores diferentes de
la leche materna y le facilita la succién por el uso de biberén.
La mastitis, “infeccién que se produce cuando la obstruccién
de un conducto no es manejada a tiempo, cuando el pez6n
se agrieta o cuando la leche acumulada al no salir se infecta
da como resultado inflamacién del pecho, dolor y fiebre en
la madre” (22), se presentd en el 11% de las mujeres como
causa para no lactar, aspecto que es posible controlar con
apoyo oportuno a la madre, para que ésta no deje de
amamantar o se extraiga la leche.

Cinco madres no lactaron a sus hijos por haber nacido
prematuros, decisién muy negativa para la salud, crecimiento
y desarrollo de los nifios, porque en estos casos la leche
materna tiene mas anticuerpos y factores anti - infecciosos
que la leche de madres de nifios nacidos a término y tiene un
contenido mayor de nutrientes necesarios para el lactante
prematuro en esta edad: proteinas, sodio, hierro y cloro (23).

La planificacién familiar, también aparecié en menor
proporcién, como causa para no lactar. El control de la
natalidad, por medio de anticonceptivos orales que contienen
estrégenos por encima de 50 ug, disminuye la cantidad de
leche; ademds estos y los que contienen progestdgeno pasan
a la leche, razén por la cual se debe recomendar a las madres
el uso de otros métodos de anticoncepcién que no interfieran
con la lactancia.

Alimentaciéon complementaria

Como ya se.dijo, la lactancia materna exclusiva en los
primeros cuatro a seis meses de vida, suministra la cantidad
y calidad de nutrientes y otras sustancias requeridas por el
lactante. A partir de estas edades se recomienda iniciar la
ablactacién o alimentacién complementaria. El inicio precoz
de la alimentacién complementaria presenta riesgos para el
nifio por su inmadurez bioldgica en diferentes sistemas: el
neuromuscular, digestivo, inmunoldgico y renal (24). Por
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otro lado, la alimentacién complementaria no debe
retardarse, dado que el nifio entre los cuatro y seis meses
requiere de calorias y nutrientes adicionales a los que
suministra la leche materna y necesita desarrollar en forma
progresiva habilidades para masticar y deglutir otros
alimentos, ejercitar los musculos de la mandibula y probar
otros sabores y texturas (25). Ademds la leche materna
contiene hasta los seis meses el hierro requerido por el
lactante, a partir de esta edad se le debe suministrar otros
alimentos que garanticen cubrir las necesidades de este
mineral (26).

La alimentacién complementaria se inicié en forma
temprana en el 53% de los lactantes y de estos el 11% la
recibi6 desde el nacimiento. Sélo al 39% de los nifios se le
introdujo la alimentaciéon complementaria en edades
adecuadas. Segtin los reportes del Centro de Documentacién
sobre Alimentacién Infantil y Nutricién Materna, estos
porcentajes son menores a los encontrados en Brasil, México,
Repiiblica Dominicana, Trinidad y Tobago, donde el 50% de
los lactantes la recibieron en la edad recomendada (Figura
2). '

Los alimentos utilizados para iniciar la alimentacién
complementaria fueron muy diversos para cada una de las
edades. Los més utilizados desde el nacimiento fueron:
férmulas ldcteas, leche de vaca, jugos de frutas, caldo de
frijol y sopas preparadas con diferentes alimentos; estos son
similares a los reportados por Vemury en el estudio para el
4rea rural de Colombia. ‘ :

Alimentar al lactante con leche de vaca, especialmente
en el primer semestre de vida puede tener graves efectos
deletéreos en el estado nutricional del nifio, porque sus dcidos
grasos son saturados en alta proporci6n; el 4cido linoleico,
el colesterol, la cistina y la taurina necesarios para el
crecimiento del cerebro son insuficientes en ella; no contiene
lipasa para digerir las grasas, contiene demasiada caseina
que forma grumos gruesos y tiene una relacién calcio fésforo
inadecuada para el lactante. Ademads la leche de vaca se
contamina mds y no contiene las células sanguineas blancas
vivas, ni los anticuerpos que protegen al nifio contra las
infecciones, implicando un mayor riesgo de enfermedades
como diarrea e infecciones respiratorias.

Entre el primer y tercer mes de vida, la alimentacién
complementaria se inicié con sopas a base de diversos
alimentos, se resalta el guineo y el arroz como sus
ingredientes principales y caldo de frfjol; esto ratifica las
creencias de las madres sobre las sopas, al considerarlas
nutritivas e importantes para el crecimiento y desarrollo de
los bebés y el supuesto aporte de hierro del guineo. El huevo
que ha sido asociado con el desarrollo de alergias fue también
un alimento utilizado en la alimentacién del nifio en este
rango de edad.

La aguapanela se introduce en forma temprana,
cambiando los beneficios de la leche materna por un alimento
de baja densidad de nutrientes y alto contenido caldrico.
También se prefieren las frutas y verduras, preparadas en
forma de jugos, sopas y compotas, si bien estos alimentos
contienen vitaminas y minerales importantes para la nutricién
de los menores, no son necesarias si el lactante esta siendo
alimentado al pecho en forma exclusivay pueden interferir
en forma desfavorable con el equilibrio y biodisponibilidad
de los nutrientes de la leche humana.

Preferencias y rechazos de alimentos o preparaciones
durante la gestacion :

El 30% y el 34% de las mujeres entrevistadas,
manifestaron preferir o rechazar algiin alimento durante la
gestacion; el corregimiento que presenté menor proporcién
en ambos sentidos fue Belén Altavista y el mas alto fue
Palmitas; el primero tiene caracteristicas mas urbanas, lo
cual lleva implicito un mejor nivel educativo de las mujeres,
mayor demanda por el control prenatal en.el momento
oportuno; el segundo muestra condiciones de mayor
ruralidad; lo anterior puede explicar esta actitud frente a los
alimentos, durante el periodo de gestacién. Las razones que
aducen las madres para preferir estos alimentos son: sabor,
antojo, tolerancia, nutritivos y olor.

Las frutas, verduras y leguminosas fueron preferidas por
las gestantes de todos los corregimientos, aspecto positivo
dado que estos alimentos suministran vitaminas y minerales
necesarios para la nutricién humana y en forma especial
durante este periodo. La leche fue preferida durante la
gestacion, conducta saludable porque durante esta etapa se
incrementan las necesidades de calcio. Casi toda la ganancia
de calcio por la madre durante la gestacién pasa al feto y por
lo tanto la dieta debe tener un aporte adecuado de este
mineral, para evitar la disminucién de masa sea de la madre
y promover el optimo crecimiento y desarrollo del esqueleto
fetal. '

" Las preparaciones rechazadas por las gestantes fueron:
el sancocho y la carne cocida; aspecto que no es preocupante,
dado que los alimentos que se utilizan en ellas, pueden ser
consumidos en otras formas culinarias. Las leguminosas, en
forma especial el frijol, fueron rechazadas por algunas
madres, asf mismo los condimentos por causar flatulencia y
exacerbar algunos sfntomas relacionados con la alimentacién
durante este periodo. Las razones por las cuales rechazan
estos alimentos son: desgano, niuseas, indigestién y vémito.

Consumo de frutas, verduras y leguminosas en las familias
El consumo de frutas y verduras es muy importante para

la nutricién humana por su contenido de vitaminas, minerales,
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fibra y por agregar a la dieta variedad de colores y sabores.
Un bajo consumo de estos grupos de alimentos, no contribuye
a obtener la ingestién dietética diaria recomendada de
vitamina C y A, las cuales tienen un efecto protector de
enfermedades crénicas degenerativas (27,28).

En los corregimientos, la frecuencia semanal de consumo
de frutas y verduras fue muy bajo, situacién que para las
verduras, se podria explicar por los hallazgos de Maya M
(*). Un alto porcentaje de las familias en todos los
corregimientos, reportaron no consumirlas, en donde se
encontré un menor porcentaje de familias que no consumen
frutas a la semana fue en Santa Elena y verduras en San
Cristébal con un 8.0% posiblemente por ser un corregimiento
productor de estos alimentos. Las familias de San Antonio
de Prado mostraron una mejor frecuencia de consumo de
frutas el 43% de ellas lo hacen 7 veces o més a la semana y
verduras en Belén Altavista con un 10.6% con misma
frecuencia, este aspecto es similar a lo reportado por las
familias de los .estratos mds bajo de la ciudad de Medellin
(29) (Figura 3 y Figura 4).

El consumo de leguminosas, representadas en su mayoria
por frijol, continda siendo una préactica de consumo de alta
frecuencia semanal, conservando uno de los platos tipicos de
la comida Antioquefia. Las familias del corregimiento de
Palmitas, son las que presentan mayor consumo, cerca de la
mitad de ellas incluyen esta leguminosa en su alimentacién
diaria, seguida en su orden por San Antonio de Prado con
una cuarta.parte y los tres corregimientos restantes con cerca
de la quinta parte. Los porcentajes de frecuencia semanal de
consumo de una y tres veces y entre cuatro y seis veces,
reafirman el hébito de consumo de las leguminosas (**). Lo
anterior, es un aspecto muy positivo en las familias del drea
rural de la ciudad de Medellin, por el contenido-de este
alimento de proteinas, hierro, magnesio, dcido félico y fibra
(Figura 5).

Frecuencia de consumo y lugar de las comidas principales
y secundarias -

El desayuno, almuerzo y comida, se consideran en esta
investigacién como las comidas principales, por su aporte

calérico y 'de nutrientes a la alimentacién diaria; las tres.

fueron consumidas por un alto porcentaje de la poblacién. Si
bien, quienes no lo hacen son muy pocos, se debe resaltar el
hecho porque estas personas se someten a ayunos muy
prologados, que repercuten en bajos niveles sanguineos de
glucosa e inciden negativamente en el aporte necesario de
calorias y nutrientes para obtener una dieta saludable.

Con respecto al lugar donde las personas efectian estas
comidas, prima atin el hogar, aunque se ohservé que entre el
17% y 19% de las personas de los corregimientos de Santa
Elena, Palmitas y San Cristébal, lo hacen fuera. Estos
porcentajes se pueden explicar por que los agricultores

acostumbran llevar a las parcelas el almuerzo preparado en
los hogares, aspecto que se debe tener en cuenta, para el
andlisis de la disponibilidad de alimentos en el hogar, también
se puede contemplar la posibilidad que sean personas que se
desplazan a zona urbana de la ciudad de Medellin, lo cual
limita el tiempo para trasladarse a sus hogares a la hora del
almuerzo.

Los tragos, media mafiana, algo y merienda, se
consideraron comidas secundarias, dado que por su volumen
tienen menor aporte caldrico y nutricional a la alimentacién
diaria. Se encontr que los tragos, generalmente constituidos
por aguapanela o café negro y que se consumen antes del
desayuno, todavia se conservan como prictica alimentaria,
en contraste con la merienda que es un refrigerio ligero
ingerido en la noche después de la comida, que tiende a
desaparecer; el algo se consume en las horas de la tarde, e
incluye bebidas, cereales y/o frutas, se conserva en mayor
porcentaje como comida secundaria, seguido por la media
mafiana constituida en forma similar al algo, siendo mas
frecuente en los corregimientos que presentan mayores
caracteristicas de ruralidad: Santa Elena, San Cristébal y
Palmitas.

Los métodos de preparacién mds utilizados fueron cocido
y frito, solos o combinados con otros, en comparacién con
el asado que se presenta en muy bajo porcentaje; esto se
podria explicar por no disponer de hornos y por la preferencia
al sabor de las grasas que tiene la poblacién. Las frituras
contribuyen al incremento del consumo de &dcidos grasos
saturados, por la calidad de aceites utilizados, lo cual se
comporta como factor de riesgo para enfermedad
cardiovascular y algunos tipos de céncer.

Adicion de sal a las comidas preparadas

El 11.5% de las familias adicionan sal a las comidas
preparadas, siendo mayor en Belén Altavista con un 16% y
menor en San Cristébal con un 6%. Esta préctica puede
aumentar el consumo total de sodio de la dieta, dado que se
debe considerar el sodio que contienen los alimentos y la sal
utilizada en las preparaciones. La OMS, recomienda como
medida preventiva para enfermedad cardiovascular, limitar
el consumo diario de cloruro de sodio a seis gramos 0 menos.

* Maya M . ““Hasta hace muy poco tiempo la ensalada no hacia parte de la
dieta alimentaria de los habitantes de la zona rural de Medellin, esta se haido
introduciendo aunque muy lentamente por varias vias: principalmente por
contacto con los habitantes de la ciudad, muchas mujeres se emplean como
domesticas donde aprenden nuevas preparaciones que incorporan a la dieta
familiar”, p 56.

** MAYA. M. “ Elfrijol es un plato servido como simbolo de identidad del
pueblo antioqueiio. Los frijoles es una comida de relacién, donde existe la
posibilidad de mezclarse todo (...)". P51

'
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Personas de las familias que reciben una mejor
alimentacion

El188% de las familias entrevistadas consideran que todas
las personas deben recibir la misma alimentacién y lo
sustentan desde el principio de igualdad o equidad, el 6.3%
manifestaron dar preferencia a los nifios, las razones fueron
por estar en etapa de crecimiento y estudiando.

En un pequefio porcentaje de las familias se prefiri6 a los
padres; lo anterior revela un cambio importante, dado que
no se considera que la mejor alimentacién debe destinarse a
quien genera ingresos econémicos, maximo en el drea rural,
donde este rol es asumido principalmente por el hombre.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las familias del drea rural de la ciudad de Medellin,
presentan- inadecuadas practicas alimentarias. Ellas revelan
bajo consumo de frutas, verduras y preferencia por los
alimentos preparados fritos. Los nifios reciben alimentos
diferentes a la leche materna antes de los cuatro meses y
algunos de ellos desde que nacen. Las dificultades que las
madres reportan para tener una lactancia materna exitosa
estdn relacionadas con inadecuadas técnicas de
amamantamiento o por desconocimiento sobre esta.

Ante la situacidn anterior, se recomienda a las autoridades
municipales, disefiar politicas, programas y proyectos en
alimentacién y nutricién, dirigidos a las familias de los
corregimientos de Medellin, tendientes a mejorar las prdcticas
alimentarias y asi promover una alimentacién saludable y
prevenir enfermedades relacionadas con la alimentacién y la
nutricién. Dicha implementacién requiere de las siguiente
estrategias: participacién de los diferentes sectores del
desarrollo, trabajo interdisciplinario, participacién
comunitaria, sistematizacidén de la experiencia, seguimiento,

control y evaluacion de cada una de las acciones.
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RESUMEN. Se describe el consumo de frutas y su relacién con el
estado de salud y los factores socioeconémicos en una poblacién
adulta costarricense. Se realizé un estudio transversal y descriptivo
en hombres y mujeres mayores de 18 afios de edad. Se seleccioné
una urbanizacién o caserio y en cada una de ellos se seleccioné por
afinidad igual, un bloque de diez viviendas. Los datos se
recolectaron en Cartago, por medio de encuesta, utilizando la técnica
de entrevista directa estructurada la cual se realizé en el hogar en
horas de la tarde y los fines de semana, durante el mes de febrero
del 2000. De un total de 161 personas, 80% correspondié al sexo
femenino. Las mayores de 60 afios de edad, de estrato
socioeconémico medio-alto y de alta escolaridad, consumen mayor
cantidad de frutas al dia (2,3£1,0, 2,50+1,3 y 2,0+1,3 porciones
respectivamente). No existié diferencias significativas (p > 0.05)
entre las variables estudiadas. Ademds, contrariamente a lo
esperado, aquellas personas que consideraron su estado de salud
como malo, las que reportaron enfermedades crénicas, las que
practican ejercicio, toman suplementos vitaminicos y las que fuman,
consumen mayor cantidad de fruta que los que no presentan estas
condiciones, no siendo este resultado estadisticamente significativo.
En ambos casos la cantidad de fruta consumida no es adecuada. Se
concluye que la cantidad y frecuencia de consumo de frutas en esta
poblacién es inadecuada, por lo que serfa necesario desarrollar
estrategias de educacién nutricional donde se promueva el consumo
gradual, hasta lograr la meta propuesta por las guias alimentarias
de nuestro pafs. .
Palabras claves: Sociodemograficos, estado de salud, hébitos
alimentarios, patrén de consumo.

INTRODUCCION

En las diferentes encuestas de Nutricion realizadas en
Costa Rica desde 1978, se determiné que los costarricenses
no tienen el hébito de consumir frutas o su consumo es menor
al indicado por las gufas alimentarias, la cual recomienda el
consumo de por lo menos tres frutas al dia (1). La encuesta
de 1982 concluy6 que el consumo de frutas continuaba siendo
bajo a pesar de existir una disponibilidad satisfactoria de estos
alimentos en 2l pais (2). .

La Encuesta Nacional de Consumo Aparente de
Alimentos, de1991 mostré que el consumo de frutas fue
mayor en el drea urbana y en el estrato social alto; y en 1996
las frutas fueron consumidas en 89,9% de los hogares
entrevistados (3).
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SUMMARY. Consumption of fruits in an adult Costa Rican
population. The consumption of fruits and it relation with the health
and socioeconomic condition of an adult Costa Rican population is
described. The study included a cross sectional and descriptive
analysis in men and women 18 years old or older. Ten-house blocks
were selected by affinity in a community or neighborhood in
Cartago. Data were collected in a survey using home direct
structured interviews carried out in the afternoons or during the
weekend in February, 2000. Eighty percent of the 161 people
interviewed were women. Results showed that the higher
consumption of fruits was described in women who were older
that 60 years old and, who proceed from a medium-high economic
stratum or have a high schooling condition (2,3£1,0, 2,50+1,3 y
2,0+1,3 portions, respectively). No statistical significant difference
was found in any of the variables evaluated. Data also showed that,
in contrast with what it was expected, people that considered their
health condition as bad, suffered chronic diseases, practiced physical
exercise, took vitamin supplement or smoke, showed a higher
consumption of fruits that those who do not have those conditions.
The difference, however, showed to be no significant and the
consumption of fruit showed to be not adequate in both groups. In
conclusion, the amount and frequency of fruit consumption were
inadequate in the population studied. The necessity of developing
nutritional education strategies to promote a gradual increment in
the consumption of fruits to approach the recommendation of the
National Alimentary Guidelines is recommended.

Keywords: Socio-demographic conditions, health status, alimentary
habits, and consumption pattern.

El bajo consumo de frutas lo confirma también un estudio
realizado en adolescentes costarricenses donde, 59,5% de la
zona urbana y 46,6% de la rural consumen menos de una
porcién de fruta al dia. El consumo de fruta total fue de 1,73
+ 0,36 porcién al dia, mientras que el de frutas citricas fue
de 0,35 £ 0,05 porciones, igual comportamiento se presenté
por zonas geogréficas, siendo mds alto el consumo en la zona
rural que la urbana (4).

En 1994 en la comunidad de la Eulalia, cant6n de la
Unidn, se realizé un estudio sobre los factores de riesgo
cardiovascular en la poblacién adulta. Entre los resultados
se destacé que el promedio de fibra no alcanzé la
recomendacién diaria de 30 gramos al dia, debido a que el
consumo de frutas y vegetales no formaron parte del patrén
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diario de alimentacidn, hédbitos que incrementan el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares (5).

En Costa Rica, en 1999, las enfermedades
cardiovasculares representaron la primera causa de muerte,
con una tasa de 11,2 por cada 10 000 habitantes, la cual se
incrementa con la edad (6). Diversos factores contribuyen a
la aparici6n de las enfermedades cardiovasculares, entre ellos
la inadecuada alimentacién, en la que se incluye el bajo
consumo de frutas y vegetales (7).

La importancia de incluir frutas en la alimentacién diaria,
se basa fundamentalmente en las propiedades que éstas
presentan, pues las frutas contienen elementos antioxidantes,
fibra y vitaminas a las cuales se les atribuye efectos protectores
contra enfermedades degenerativas y algunos tipos de
cancer(7-9,15), siempre y cuando se consuma en cantidades
mayores (més de tres porciones diarias). Por tal motivo, en
las “Guias alimentarias” de Costa Rica, se recomienda el
consumo de frutas al menos tres veces por dia (10).

Dado.lo anterior, en este articulo se describe el consumo
de frutas en funcién de las caracteristicas socioeconémicas y
estado de la salud de la poblacién adulta del Cantén de la
Unién.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio transversal y descriptivo en hombres
y mujeres mayores de 18 afios de edad, residentes en una
poblacién costarricense. Para obtener una muestra
representativa se selecciond una urbanizacién o caserio y en
cada una de ellos se selecciond por afinidad igual, un bloque
de diez viviendas. La investigadora principal recolecté los
datos por medio de encuesta, utilizando la técnica de
entrevista directa estructurada la cual se realiz6 en el hogar
en horas de la tarde y los fines de semana.

La muestra se obtuvo mediante el método simple al azar,
con un nivel de significancia de 5% y un error de 10%. Por lo
tanto, la muestra fue de 96 personas. Con el fin de compensar
la posible pérdida de informacién por efecto de disefio, se
incremento en un 50%, o sea 144 personas por entrevistar.

Las personas entrevistadas en cada vivienda, se
seleccionaron por medio de la hoja de ruta, obtenida al
levantar un listado consecutivo en forma descendente, de mayor
a menor edad, de todas las personas adultas que vivian en cada
casa. Fueron entrevistadas las personas anotadas en los niimeros
marcados segin punto de arranque, el cual se selecciond al
azar en forma aleatoria y correspondi6 al nimero dos.

Para la recoleccion de los datos se disefi6é un cuestionario,
validado previamente en un grupo de individuos de la misma
comunidad y con caracteristicas semejantes a la muestra del
estudio, el cual incluyé caracteristicas sociodemogrificas,
estado de salud y hdbitos referentes al consumo de frutas,
categorizadas de la siguiente manera:

Caracteristicas sociodemograficas: Se incluyeron edad,
sexo, estado civil, afios de estudio, trabajo remunerado,
ocupacién, nimero de personas que habitan en la casa, nimero
de miembros que trabajan, tenencia de vivienda e indice de
artefactos eléctricos el cual se elabord con la ponderacién de
cada uno de los artefactos obteniendo un puntaje por medio de
una suma de la tenencia de éstos (12). Con las variables afios
de estudio, trabajo remunerado, ocupacién e indice de
artefactos, se elaborg el indice socioeconémico dividido en
dos categorfas: bajo y medio-alto

Estado de salud: Se confeccioné un indice con cinco
preguntas relacionadas con la salud (percepcién de la salud
y presencia de enfermedades crénicas) y estilo de vida
(ingesta de suplementos, fumado y préictica de actividad
fisica) de los participantes. Se otorgd un mismo peso a cada
variable y se elaboré una escala de O a 6 puntos (a menor
puntuacién, mejor estado de salud), posteriormente se
elaboraron tres categorias: malo, bueno y excelente.

Frecuencia de consumo: Se utilizé una frecuencia
semicuantificada de consumo usual (mensual, semanal y
diario) de frutas durante el mes anterior a la entrevista. Se
clasificaron las frutas en frescos naturales (bebida preparada
con pulpa de fruta, agua o leche y azicar), banano, frutas
citricas (naranja, limén 4cido, cas, pifia, mandarina, meldn,
fresas, mora) y frutas no citricas (papaya, sandia, guayaba,
manzana, pera, uvas, melocotones).

Consumo de frutas: Las personas entrevistadas
reportaron el consumo de fruta diaria en unidades caseras,
que posteriormente se unificaron en porciones. Para este
estudio una porcién de fruta equivale a media taza, o una -
tajada o una unidad mediana o 100 gramos.

El procesamiento y andlisis de datos se realizé con el
programa Epi-Info versién 6.0. Se obtuvo estadistica
descriptiva, expresada como proporciones para las variables
categéricas y promedios con desviacién estandar para las
variables continuas.

RESULTADOS

Se obtuvo una muestra de 161 personas, de las cuales el
80% (129) eran de sexo femenino. La edad promedio fue de
37,8 + 13,6 afios, y la edad modal de 18 afios (rango 18-72
afios), el 52% se ubic) en el grupo etareo de 21 a 40 afios.

Caracteristicas sociodemograficas

Los datos socioecondmicos obtenidos en las 161
personas encuestadas permiten concluir que 57% de la
poblacién posee una escolaridad de media a alta, 60% de las
personas no trabaja remuneradamente y 62,7% se ubicé en
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el estrato bajo segin el indice socioeconémico.

Segiin los factores sociodemograificos estudiados, se
identificé que las personas mayores de 61 afios y del estrato
socioecondmico medio-alto, presentaron mayor consumo de
frutas al dfa. Por el contrario, las personas menores de 20
afios, de baja escolaridad y los solteros, indicaron menor
consumo. En todos los casos anteriores, las mujeres
reportaron consumir mayor cantidad de frutas que los
hombres, pero no hubo una diferencia estadisticamente
significativa (p > 0,05) (Tabla 1).

TABLA 1
Consumo de frutas por sexo segin factores
sociodemograficos y de salud de la poblacién adulta del
cantén de La Unién, 2000

Factores Total Hombres Mujeres
sociodemogréficos n x DS x £ DS x+DS
Grupo de edad

<20 afios 15 1,70+£1,03  1,25+0,50 1,86+1,14
21-40 afios 84 1,71+129  135%£1,10 1,82%1,33
41-60 arios 47 1,86+1,58 1,90+1,60 1,86+1,60
> 61 afios 15 2,30+£1,00 2,33+1,53 2,29+0,92
Escolaridad
baja 69 1,75+£146 1,60+1,26 1,78+1,50
media 60 1,77+122  1,43+1,13  1,88+1,24
alta 32 2,00+1,30 1572127 2,12+1,31
Estado civil
solteros 45 1,51£1,19 1,18 £ 0,75 1,62+ 1,30
casados/ unién libre 104 191£1,40 1,61£1,26 198+1,43
separados/ viudos 12 2,00+ 1,21 2,50£2,12 1,90+1,10

Valores expresados como promedio + desviacién estdndar.
Datos en porciones (1 porcién=Y2taza o 1 tajada o 1 unidad mediana o 100
gramos de fruta)

Salnd

En cuanto a la presencia de enfermedades.-crénicas, la
hipertensién arterial fue reportada en el 19% de los
entrevistados, seguida por la hipercolesterolemia (13%};
ambas se presentaron en mayor proporcién en varones (p>
0,05). La obesidad fue mds acentuada en las mujeres (12%).
En el caso de la diabetes mellitus, se evidencié sélo en las
mujeres (4,3%), y con respecto al estilo de vida, 22%
manifesté que tomaba suplementos vitaminicos, 12,4% eran
fumadores y 45,3% reportd realizar ejercicio. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre hombres y
mujeres tinicamente en la préctica de ejercicio.

El 92,5% percibe su salud de bueno a excelente, sin
embargo, las personas que percibian su estado de salud malo,
informaron que padecfan entre cuatro y cinco enfermedades
crénicas no transmisibles relacionadas con la nutricién.

Las personas que percibfan su salud como mala, los que
reportaron padecer enfermedades crénicas, los que practican
gjercicio y los que toman suplementos vitaminicos, as{ como

los fumadores, consumen més frutas que los que no tienen
estas condiciones (21,90 porciones), se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los fumadores
y los que toman suplementos vitaminicos entre sexo. A
excepcioén de los que padecen enfermedades crénicas, las
mujeres reportaron un mayor consumo con respecto a los
hombres; no hubo diferencias estadisticamente significativas.

Frecuencia de consumo de frutas

El 91% de los entrevistados compra fruta semanalmente.
Del porcentaje de personas que compran frutas, sélo el 83,9%
(n=135) reportd que come fruta y. de éstos, inicamente 40%
(n=64) la consume a diario. Cerca del 60% de los participantes
prefiere consumir las frutas a media maifiana. Con respecto a
la cantidad de dinero que destinan para la compra de frutas,
solamente el 35,5% presupuesta, en promedio 2400 colones
(87,5) por semana.

Diariamente, las frutas consumidas en frescos naturales
y las frutas citricas son las que se consumen con mas
frecuencia. Este comportamiento es diferente por semana,.
donde las frutas citricas y no citricas son consumidas por
més del 40% de la poblacién (Figural).

FIGURA 1
Frecuencia de consumo por grupo de frutas, en la
poblacién adulta del cantén de La Unidn
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Consumo de frutas .

El consumo promedio de fruta diario fue de 1,81+1,34
porciones, el 71,0% de las personas consumen menos del
promedio. Los hombres consumen menos porciones fruta que
las mujeres (1,5241,17 y 1,88%1,37 respectivamente). Con
respecto a la cantidad consumida, el 33% de los entrevistados
manifesté que aumentan el consumo de frutas los fines de
semana, 33% mantiene la cantidad y 33% reporté que su
consumo disminuye.
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Con respecto a los indicadores elaborados, las personas
de estrato socioeconémico medio-alto y las clasificadas en
el estado de salud malo y excelente tienen mayor consumo
de frutas, superando incluso el promedio, en ambos casos se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
categorias (Tabla 2).

TABLA 2
Consumo de frutas por sexo, segin indice socioeconémico
y de salud, de la poblacién adulta del cantén de La Unién,

2000
Indice Mujeres Hombres Total
x+DE x*DE n x+ DE p

Socioeconémico

Estrato bajo 1,50+£0,79 1,68+141 101 1,65+1,32 0,000

Estrato Medio/alto 2,05+1,92 2,60£1,27 60 2,50+1,28
Estado de salud

excelente 2,00+1,18 3,00£0,00 16 2,06+1,17 0,036

bueno 1,17+1,18 1,50+1,i16 132 1,71+1,18

malo 336+£3,09 1,00x1,41 9 283%£292

p* Diferencia entre categorias
Datos en porciones (1 porcién= Y2 taza o 1 tajada o |1 unidad mediana o 100
gramos de fruta)

DISCUSION

El porcentaje de participantes que reportaron consumir
frutas es similar al obtenido en la III Encuesta de Consumo
Aparente de Alimentos realizada en 1996 (84% y 89%,
respectivamente). Sin embargo, se debe considerar que el
presente estudio contempld el consumo y disponibilidad de
todas las frutas, mientras que la encuesta de 1996, se limit6 a
papaya, pifia, naranja y limén 4cido, por ser las frutas que se
encuentran disponibles todo el afio; esto no permite una
comparacién en cuanto a consumo (13).

A pesar que el 84% de la poblacién consume fruta, la
mayoria reporté consumir menos de dos porciones al dia,
situacién que preocupa en salud piblica, pues las frutas
contienen elementos antioxidantes, a las cuales se les atribuye
efectos protectores contra enfermedades degenerativas y
algunos tipos de cédncer (7-9,15), siempre y cuando se
consuma en cantidades mayores (mds de tres porciones
diarias), segin las. las metas establecidas en las guias
alimentarias para Costa Rica (14).

En este estudio, se encontré que las personas acostumbran
consumir frutas a media mafiana, situacién que puede estar
influenciada por hédbitos adquiridos en la edad escolar, pues
los padres incluyen frutas en la merienda de sus hijos, y
pareciera que esta conducta se repite con el tiempo.

Otros estudios mencionan que existe relacién entre el
consumo de frutas y los ingresos econémicos, datos que

concuerdan con los encontrados en esta investigacion. Asi
mismo las mujeres, las personas con alta escolaridad, las
casadas y los de mds edad, se da un mayor consumo de frutas,
similar a lo encontrado en la poblacién de La Unién (15-
17).

El estado de salud autorreferido por los participantes fue
catalogado de bueno a excelente; sin embargo, reportaron la
presencia de varios factores de riesgo cardiovascular, datos
similares a los enconirados en otro estudio realizado en 1996
en este cant6n (5). Los casos de diabetes mellitus encontrados
en este estudio correspondieron a las mujeres, en un 4,3%,
cifra similar a la reportada en la encuesta realizada para la
poblacién del cantén de Desamparados (4,2%) y mayor a la
reportada en la Encuesta Nacional de Hogares de 1998 (2,8%)
(18) Es importante mencionar que el 71,1% de las diabéticas
no consume frutas, contrario a lo reportado en un estudio
efectuado en Tibds, donde un 48% no consumia fruta,
porcentaje que se logré disminuir luego de una intervencion
educativa (19).

Hubo un mayor consumo de frutas en las personas que
calificaron su salud como malo y en los que manifestaron
tener enfermedades crénicas. Una posible explicacién puede
ser que las personas por su condicién de salud o por
indicacién médica, se ven obligadas a modificar sus habitos
de alimentacién entre los cuales se incluye aumentar el
consumo de frutas.

A pesar de que Costa Rica cuenta con una buena
disponibilidad de frutas, en esta poblacidn, la cantidad y la
frecuencia de consumo no son adecuadas. Los datos
concuerdan con los reportados en el estudio de Monge (4),
donde se hace evidente que es necesario trabajar con
poblaciones mds jovenes y desarrollar estrategias de
educacién nutricional y campaiias de divulgacidn, en donde
los proveedores de salud promuevan el consumo gradual de
fruta, en grupos escolares y adolescentes, hasta lograr la meta
propuesta por las gufas alimentarias de nuestro pais.
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Aislamiento de bacterias gram positivas de leche
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RESUMEN. Se recolectaron 200 muestras de leche cruda a nivel
de céntaras en receptorias ubicadas en tres zonas de alta produccién
lechera del estado Zulia-Venezuela. Se aplicaron las pruebas del
cloruro de trifenil tetrazolio (CTT) y el disco ensayo para detectar
presencia de antimicrobianos. Las muestras positivas se sembraron
en caldo soya tripticasa, agar sangre humana y agar manitol salado
para realizar el aislamiento de bacterias Gram positivas. La
identificacién de especies se realiz6 a través de pruebas bioquimicas.
Se encontré que 45 muestras (22,5%) de leche analizadas contenfan
antimicrobianos, obteniéndose crecimiento bacteriano en 35 de
ellas. Se aislaron 100 cepas, que se distribuyeron en los siguientes
géneros: 44 Staphylococcus, 19 Streptococcus, 17 Enterococcus, 9
Bacillus, 4 Micrococcus, 4 Corynebacterium y 3 Lactococcus. La
especie m4s frecuentemente aislada fue el S. aureus, principal
agente productor de mastitis bovina en el estado Zulia, y
microorganismo frecuentemente asociado en el pafs con
intoxicaciones alimentarias vehiculizadas por queso elaborado con
leche cruda. Se recomienda aplicar programas de control para el
uso de antibidticos.

Palabras clave: Leche cruda, antimicrobianos, bacterias Gram
positivas.

INTRODUCCION

La presencia en leche de residuos de productos
farmacoldgicos utilizados como medio terapéutico o
profilactico, reviste gran importancia por los efectos que éstos
producen en la salud del consumidor, la inhibicién de cultivos
utilizados en la -manufactura de productos lacteos
fermentados, y la selectividad de poblaciones microbianas
resistentes (1-4).

En muchos pafses esta situacion ha sido reglamentada, la
Comunidad Econémica Europea considera ilegal la presencia
de residuos de antimicrobianos en leche destinada al consumo
humano, y penaliza con multas a los productores que incurren
en ello (5). Por su parte, la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Agricultura y Alimentacién/ Organizacién
Mundial de la Salud y la Administracion de Alimentos y
Drogas de los Estados Unidos de América, establecen
concentraciones de residuos aceptables, consideradas como
niveles seguros para el consumo humano (6,7). Estas
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SUMMARY. Isolation of Gram-positive bacteria from raw milk
with antimicrobial residues. Two hundred samples of raw milk
were collected at the receiving plants located in three areas of high
milk production in Zulia state, Venezuela. The CTT test and trial
disk were used in order to detect the presence of antimicrobials.
The positive samples were inoculated in tripticase soy broth, human
blood agar and manitol salt agar in order to isolate Gram-positive
bacterias. The identification of species was performed through
biochemical tests

It was found that 45 samples (22,5%) of analyzed milk contained
antimicrobials, and bacterial growth was obtained in 35 of them.
100 strains were isolated namely: 44 Staphylococcus, 19
Streptococcus, 17 Enterococcus, 9 Bacillus, 4 Micrococcus, 4
Corynebacterium and 3 Lactococcus. The most frecuently isolated
specie was S. aureus, the main producing agent of bovine mastitis
in Zulia state, a microorganism frequently associated in the country
to food-borne intoxications, associated to cheese processed from
raw milk. It is recommended to apply control programs for the use
of antibiotics.

Key words: Raw milk, antimicrobial, Gram-positive bacterias.

reglamentaciones, asi como la puesta en préactica de
programas de vigilancia, han tenido resultados beneficiosos
(8).

En Venezuela, no se dispone de una reglamentacién
especifica para los limites permisibles de antimicrobianos
en leche, tampoco se aplican programas de control, y peor
aun, en muchos casos no se realiza la practica comin de
retiro de la leche proveniente de animales que se encuentran
bajo tratamiento, siendo por tanto probable que una parte
importante de la leche cruda producida en el pais se encuentre
contaminada con residuos de antimicrobianos, los cuales
podrian estar ejerciendo una presién selectiva hacia la
presencia en ésta de bacterias patdgenas antibidtico-
resistentes.

La pasteurizacién es el proceso mas frecuentemente
utilizado para la destruccién de la flora patdgena de la leche;
sin embargo en algunos casos no es aplicado. En el pais, un
55% de la leche que se produce se destina a la elaboracién
de quesos, y cerca de un 40% de ésta es usada cruda en la
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produccién de queso artesanal (9). Por otra parte, se ha
demostrado que la pasteurizacién no afecta la concentracion
de un antimicrobiano en leche, y s6lo en algunos casos
modifica su actividad (10,11).

Dentro del grupo de bacterias Gram positivas que suelen
aislarse de leche cruda se encuentran los principales agentes
etiolégicos causantes de la mastitis bovina, asf como especies
implicadas en numerosos brotes de enfermedades alimentarias
(12,13).

El objetivo de esta investigacidn fue realizar el aislamiento
e identificacidn de bacterias Gram positivas presentes en leche
cruda, producida en el estado Zulia-Venezuela, en aquellas
muestras que resultaron positivas a la prueba de deteccién de
residuos de antimicrobianos.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de leche: Las muestras consistieron en 25 ml
de leche cruda recolectada en forma aséptica en frascos de
vidrio esterilizados, a nivel de cédntaras, en receptorias
ubicadas en tres zonas de alta produccién lechera del estado
Zulia, entidad donde se genera el 40% del total nacional. De
El Laberinto, municipio Jests Enrique Lossada, provinieron
88 muestras, 62 de Machiques de Perijd y 50 de la Costa
Oriental del Lago de Maracaibo (COL), para un total de 200
muestras. La leche fue transportada bajo refrigeracion, en un
tiempo no mayor a 3 horas, hasta el Laboratorio de Ciencia y
Tecnologia de la Leche de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad del Zulia, donde fueron analizadas.

Deteccion de antimicrobianos: Se utilizaron dos métodos
para la detecci6én de antimicrobianos en las muestras de leche
analizadas, el método de 6xido-reduccién con cloruro de
trifenil tetrazolio (CTT) (Nutritional Biochemical
Corporation, Cleveland, Ohio) y Streptococcus thermophilus
(14), y el método del disco ensayo propuesto por la AOAC
(15), utilizando el Bacillus stearothermophilus variedad
calidolactis (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA).
Se consideraron muestras de leche con presencia de
antimicrobianos aquellas que dieron resultado positivo a las
dos pruebas aplicadas.

Analisis microbioldgicos: Para el aislamiento de las
bacterias una alicuota de las muestras de leche fue sembrada
en caldo soya tripticasa, agar sangre humana y agar manitol
salado. Para identificar los Micrococcus y Staphylococcus se
caracterizaron las colonias aisladas del agar sangre humana
compatibles con los miembros de la familia Micrococaceae,
y a las colonias de Staphylococcus recuperadas del agar
manitol salado, de acuerdo a su morfologia, produccién de
hemdlisis y tincién de Gram.

Las colonias aisladas se sembraron en agar nutritivo

(cepario) y posteriormente la diferenciacion se realizé mediante
pruebas bioquimicas de glucosa, coagulasa, manitol y Dnasa.
La identificacién hasta especie se realizé utilizando pruebas
de azicares, descarboxilacién de ornitina, urea y Voges-
Proskauer. Para identificar cocos Gram positivos, catalasa
negativa se realizaron las siguientes pruebas: susceptibilidad a
bacitracina, disco de optoquina, test de camp, produccién de
hemdlisis en agar sangre de carnero, prueba de crecimiento en
bilis e hidrdlisis de la esculina y crecimiento en caldo salado
(6,5% de NaCl). También se aplicaron pruebas de utilizacién
de aziicar, descarboxilacién de arginina y piruvato, urea, Voges-
Proskauer, motilidad y agar sangre telurito.

Para identificar Bacillus se aplicaron pruebas
complementarias como catalasa, glucosa, reduccién de
azicares, motilidad, hemélisis, indol, citrato, Voges-Proskauer
y urea. '

En el caso de Corynebacterium ademads de las pruebas
de fermentacién de azidcares y produccién de ureasa se aplicé
reduccién de nitratos. :

Todos los andlisis microbiolégicos se realizaron
utilizando principalmente medios de la casa BBL (BBL
Microbiological System, Cockeysville, MD), asi como las
metodologias propuestas por la ICMSF (16). -

RESULTADOS Y DISCUSION

En 1a Tabla 1 se presentan los resultados de las pruebas del
cloruro de trifenil tetrazolio (CTT) y el disco ensayo (DE),
utilizadas en la deteccién de residuos de antimicrobianos en
las muestras de leche provenientes de El Laberinto, Machiques
y la Costa Oriental del Lago (COL) de Maracaibo. En ésta se
observa que en las muestras de leche de El Laberinto se encontré
el mismo nimero de resultados positivos al utilizar el CTT y
el DE; mientras que, en las muestras de leche provenientes de
Machiques y la COL el ndmero de resultados positivos fue
mayor con el CTT.

TABLA 1
Resultados de las pruebas de deteccion de residuos de
antimicrobianos aplicadas a las muestras de leche cruda
producida en el estado Zulia-Venezuela

Muestras  Muestras Porcentaje
Origen N  positivas a positivas a muestras
CTT(Q) DE(2) Positivas
El Laberinto 88 14 14 16
Machiques 62 15 10 16
La COL(3) 50 23 21 42
Total 200 52 45 23

1 CTT= Prueba del Cloruro de Trifenil Tetrazolio. 2 DE = Disco
Ensayo de la AOAC. 3 COL= Costa Orlental del Lago de
Maracaibo. Edo. Zulia-Venezuela
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Diversas investigaciones (1,17,18), han demostrado que
las pruebas microbiolégicas comtinmente utilizadas para la
deteccién de residuos de antimicrobianos presentan
diferencias en los Iimites de deteccién; y que ademds, los
microorganismos utilizados como indicadores, generalmente
difieren en los niveles de concentracién inhibitoria minima.
Es probable que el mayor nimero de muestras positivas
encontradas con el CTT se haya debido a su mayor
sensibilidad para detectar la presencia de diferentes
inhibidores microbianos. Es importante resaltar que las
diversas pruebas disponibles para la deteccién de residuos
de antibiéticos, casi siempre tienen una sensibilidad por
debajo de los limites permisibles establecidos en las
normativas de diversos paises.

De las tres regiones consideradas se encontré la mayor
incidencia de residuos de antimicrobianos en la leche de la
COL (42%). Este resultado coincide con un estudio previo
realizado por Rivero y col.(19), donde al analizar muestras
de leche cruda proveniente de Maracaibo y la COL se
encontré para esta dltima un resultado positivo en 68,6% de
las muestras.

La prevalencia global encontrada (23%), puede
considerarse bastante elevada al compararse con valores
reportados para otros paises latinoamericanos como Barbados
(8%), Jamaica (10%) y Costa Rica (0%)(2). Resultado que
hace evidente la existencia de un serio probiema de salud
publica, por ser la leche un alimento de alto valor nutritivo y
de amplio consumo por parte de una poblacién
particularmente vulnerable como los nifios.

Diversos factofes han sido asociados con este problema;
sin embargo, se ha reconocido que el cumplimiento-del
tiempo minimo de retiro de la leche proveniente de animales
que se encuentran bajo tratamiento, suele proveer de un alto
grado de seguridad al consumidor, a pesar de lo cual en
muchas regiones del pafs esto no es puesto en practica, lo
que probablemente se deba, en algunos caso, al
desconocimiento de las consecuencias, y en otros, a las
pérdidas econémicas que esto implicaria para los productores.

De las 45 muestras con residuos de antimicrobianos, se
obtuvo crecimiento de bacterias Gram positivas en 35 de ellas
(Tabla 2), esto podria deberse, a que el nivel del inhibidor
presente no era lo suficientemente elevado para impedir el
crecimiento, o al desarrollo de resistencia frente al inhibidor
por parte de esta flora microbiana. Es evidente, que ademds
de los problemas comtinmente asociados con la presencia de
residuos de antimicrobianos en leche, estos también pueden
afectar la utilidad de los resultados de los andlisis
microbiolégicos como indicadores de la calidad higiénico
sanitaria de la leche, debido a la alteracién de los mismos.

TABLA 2
Muestras de leche con residuos de antimicrobianos que
presentaron crecimiento de bacterias gram positivas

Origen Muestras Muestras
con antimicrobianos(1) con crecimiento
El Laberinto 14 13
Machiques 10 - 10
- LaCOL 21 12
Total 45 35

1 Muestras positivas al CTT y Disco Ensayo.

En la Tabla 3 se muestran los resultados del aislamiento
e identificacién de géneros y especies Gram positivas
presentes en las muestras de leche con residuos de
antimicrobianos. Se observé un claro predominio de los
Staphylococcus frente a los demds géneros, al pertenecer a
éste 44 de las 100 cepas aisladas, seguido por los
Streptococcus 'y Enterococcus, con 19 y 17 cepas,
respectivamente, y en un menor ndmero Bacillus,
Micrococcus, Corynebacterium y Lactococcus. Escasa
informacién se reporta en la literatura sobre los géneros y
especies predominantes en la flora microbiana de la leche
cruda producida en el estado Zulia, con o sin residuos de
antimicrobianos.

La especie encontrada en mayor nimero fue el S. aureus,
principal agente etiolégico en la produccién de mastitis
bovina en el estado Zulia (12,20), y agente causal de
numerosas intoxicaciones alimentarias en el pafs
vehiculizadas por quesos elaborados con leche cruda (13,
21). Aun cuando son numerosos los factores relacionados
con la efectividad de los antibidticos en el tratamiento de la
mastitis causada por estafilococos, se hareconocido que ésta
puede ser menor a causa de la tolerancia y adaptabilidad
que han demostrado frente a varias drogas antibacterianas,
lo cual, de acuerdo a algunos autores, pudiera estar siendo
favorecido por la presencia en leche de residuos de
antibiéticos y antimicrobianos.

Brady y col. (22), demostraron que hasta los niveles de
concentracién considerados por la FDA como seguros, tienen
un fuerte potencial para la selectividad de poblaciones
resistentes, sefialando en otro estudio (23), que la exposicién
de S. aureus ATCC 9144 por 14 dias a niveles residuales de
una mezcla de oxitetraciclina, tylosina, penicilina y
virginiamicina, provoc$ un incremento en la concentracién
inhibitoria minima. Es importante resaltar que en el estado
Zulia la oxitetraciclina es un antibiético de primera eleccién
en el tratamiento de la mastitis bovina.

Por otra parte, dicha selectividad e incremento de
resistencia, pudiera provocar un aumento de casos de
intoxicaciones alimentarias causadas por estafilococos, por
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cuanto las cepas antibidtico resistentes de S. aureus son
capaces de producir toxinas con mayor frecuencia que las
cepas sensibles (24).

TABLA 3
Géneros y especies Gram positivos aislados de las muestras
de leche cruda con residuos de antimicrobianos

Especies
identificadas

Total de cepas

Genero N° para el género

. aureus

. haemolyticus

. Intermedius 44
. schleiferi

. hyicus

. lugdunensis

. epidermidis

S o

Staphylococcus

VN WHREO
nnwrnnvwnmn

. bovis

. Mitis 19
. mutans

. equinus

Streptococcus

- N5
|77 7 ]

avium

. faecium

. faecalis 17
durans

. raffinosus

. solitarius

Enterococcus

— = NN AN
mmmmmm

. circulans

. cereus

. Firmus 9
. alvei

Bacillus

— ) N
wwww

Micrococcus 3 M. varians
M. luteus 4
Corynebacterium 4 C. pseudotuberculosis 4

Lactococcus 2 L. lactis
1 L. cremoris 3

Total general 100

También se encontraron en la leche cepas de S.
haemolyticus, S. hyicus y S. epidermidis, que han sido
reconocidos como patégenos oportunistas capaces de adquirir
genes de resistencia.a los antibidticos (25).

De acuerdo con algunas investi gaciones los Streptococcus
ocupan el segundo lugar de prevalencia como agentes
etiolégicos de la mastitis bovina en la cuenca del lago de
Maracaibo (20), siendo implicados principalmente las

especies S. agalactiae, S. dysgalactiae y S. uberis, las cuales
no fueron aisladas de las muestras de leche analizadas en
este estudio. E1S. bovis, especie encontrada en mayor niimero
dentro del género, se ha aislado del tracto digestivo de vacas
y otros rumiantes y también se ha encontrado en gran
proporcién en heces humanas, lo que podria corresponderse
con la baja calidad higiénico sanitaria que ha sido reportada
para la leche producida en el estado Zulia (26).

Los Enterococcos por provenir del tracto intestinal del
hombre y los animales suelen usarse como indicadores de
contaminacién fecal de los alimentos (27). También se les
reconoce como la especie responsable del 10 al 15% de la
endocarditis bacteriana, con una mortalidad de
aproximadamente el 20%(28).

La antibioticoterapia de infecciones enterococicas severas
usualmente depende del efecto sinérgico de la combinacién
de antimicrobianos, y esto adem4s de encontrarse en cepas
de origen hospitalario, ha sido reportado en cepas aisladas
de agua y animales como el cerdo, en forma especial para E.
faecalis (29), 1a que ademds ha sido reconocida como una
especie propagadora de resistencia a través de la cadena
alimentaria. Perreten y col.(30), encontraron que cepas de
E. faecalis, con resistencia multiple a los antibidticos, aislada
de queso elaborado con leche cruda, transfirié por
conjugacién genes de resistencia a tetraciclina, al cromosoma
de otras cepas de E. faecalis, Lactococcus lactis subs lactis
biovar diacetylactis, Listeria innocua, Leuconostoc
mesenteroides y Staphylococcus aureus, sefialando el mismo
autor en otro estudio (31) en otro estudio, que también cepas
de E. faeciun transfieren genes de resistencia a tetraciclina,
concluyendo el autor que en la cadena alimentaria del hombre
se encuentran genes de resistencia a los antibiéticos iguales
a los conocidos en especies de origen clinico.

Los Bacillus se encuentran ampliamente distribuidos en
la naturaleza y pueden llegar a la leche por diversas vias.
Una de las especies de este género mds aislada es el B. cereus,
el cual reviste una gran importancia para la industria
alimentaria, debido principalmente a la produccién de
toxinas, la produccién de una proteasa extracelular y
fosfolipasa que suelen causar deterioro de los alimentos; asi
como, por la formacidén de esporas termoresistentes (27,32).

Los Micrococcus forman parte de la flora normal de la
leche, siendo las especies encontradas en este estudio las
aisladas con mayor frecuencia, las cuales ademds se
caracterizan por no ser patégenas.

Dentro de los Lactococcus se identificaron el L. lactis y
L. cremoris, que son cepas utilizadas con mucha frecuencia
en la elaboracién de productos fermentados, diversos estudios
han sido realizados con el fin de demostrar como la presencia
de residuos de antimicrobianos en leche causan la inhibicién
de su crecimiento (3,33,34). También se ha comprobado que
el Lactococcus lactis aislado de queso elaborado con leche
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cruda, transfiere genes de resistencia a estreptomicina,
tetraciclina y cloramfenicol (35), este dltimo antimicrobiano,
al cual se le atribuye que sus residuos en leche podrian
aumentar la aparicién de resistencia bacteriana en las
personas, ha sido retirado en muchos paises de la linea
veterinaria por la induccién de anemia apldstica en individuos
susceptibles, considerdndose su presencia en leche
potencialmente letal para el consumidor.

Los resultados encontrados en esta investigacién hacen
evidente la necesidad de realizar investigaciones tendientes
a determinar la prevalencia, tipo y concentracién de los
antimicrobianos presentes en la leche cruda producida en el
pafs, con el fin de establecer las bases para el desarrollo de
las normativas legales; asi como la aplicacién de programas
de control para el uso racional de los antibiéticos.
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RESUMEN. Existe en el mercado una gran variedad de productos
desinfectantes de uso tradicional en ia industria alimentaria, como
cloro, yodo, amonios cuaternarios y sus respectivos derivados. Sin
embargo, han aparecido otros productos alternativos, como el
extracto de semilla de toronja, dcido peracético y lactico. En el
presente trabajo se analiz6 la efectividad germicida in vitro del
extracto de semilla de toronja (400 ppm), 4cido peracético (2000
ppm) y 4cido lactico (20000 ppm) a los tiempos recomendados
por el fabricante y otros tiempos adicionales, frente a
microorganismos de prueba, como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Streptococcus faecalis y Pseudomonas aeruginosa. Para
cada caso se determind la cinética de muerte, evaluando la eficacia
germicida (%), la velocidad especifica de muerte (t') y el tiempo
de reduccién decimal (min).De los productos evaluados, el acido
peracético en las condiciones recomendadas por el fabricante, 2000
ppm durante 1 min de accién, presenté los menores tiempos de
reduccién decimal frente a los microorganismos ensayados. En
general y para todos los productos, los microorganismos Gram
positivos presentaron una mayor sensibilidad a la accién
desinfectante.

Palabras clave: Desinfectantes, accién germicida, alimentos.

INTRODUCCION

La mayoria de las plantas. elaboradoras de alimentos son
disenadas para ser higiénicas, pero si no se utilizan métodos
adecuados de sanitizacién, los alimentos pueden presentar
contaminacién microbiolégica. Esos microorganismos
pueden causar alteracién en los alimentos o problemas a la
salud de los consumidores (1).

De acuerdo a estudios realizados por el Food and Drug
Administration (FDA), respecto a enfermedades transmitidas
por alimentos, una de las principales causas de este problema
en Estados Unidos, es la sanitizacién no adecuada de superficies
y utensilios para la preparacién de alimentos, incluyendo tablas
para cortar y cuchillos. Cada afio en ese pais, alrededor de 33
millones de personas sufren de enfermedades transmitidas por
alimentos, de las cuales 9.000 mueren.

El reporte del FDA revela que el 70% de los restaurantes
monitoreados, no realiza una sanitizacién efectiva del equipo
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SUMMARY. In vitro germicide action of disinfectant products
used in the food industry. There is a wide offer of disinfectant
products, for the food industry, available in the market, such as
chlorine, iodine and quaternary ammonium compounds and their
respective derivatives. However, new alternative products have
emerged, for instance grapefruit seed extract, and peracetic and
lactic acids. The present study was carried out in order to analyze
in vitro the germicide effect, from the grapefruit seed extract (400
ppm), peracetic acid (2000 ppm) and lactic acid (20000 ppm) at
the manufacturer recommended action time, and other additional
times. The germicide effect was tested against microorganisms such
as Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis
and Pseudomonas aeruginosa. In each case, the death kinetic was
determined through the evaluation of the germicide effect (%),
specific death rate (t') and the decimal reduction time (min). From
the evaluated products, the best germicidal effect at the manufacturer
conditions was reached by peracetic acid (2000 ppm) at 1 min,
which presented the lower decimal reduction times compared with
the other tested microorganisms. Generally speaking, Gram positive
microorganisms showed a greater sensibility to the disinfectant
action.

Key words: Disinfectant , germicide action, foods.

y superficies de trabajo (2).

Existe una gran oferta de productos detergentes y
desinfectantes, que en conjunto con adecuados programas
de sanitizacién, ayudarian a prevenir y reducir la
contaminacién microbioldgica. Entre estos se encuentran 3
productos de interés actual, el extracto de semilla de toronja,
compuesto complejo, fisicamente estabilizado e integrado
por elementos naturales y que ha sido aprobado de acuerdo
al registro del FDA, USA N° 0013982 (3); el 4cido peracético,
liquido transparente que se descompone formando agua y
dcido acético, no afectando a los alimentos, aprobado por
FDA N° 84F0099 (4) y el 4cido l4ctico, que es un liquido
viscoso, claro, levemente amarillento y completamente
soluble en agua (5).

Por ser estos productos de naturaleza 4cida, su accién
germicida es atribuible a que afectan el pH del medio,
desnaturalizan las proteinas y afectan el funcionamiento de
la membrana celular (1,6).
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En comparacion con los yoddforos y derivados de cloro,
estos compuestos dcidos no se ven afectados por la
temperatura, son mds estables al almacenamiento, no son
corrosivos, no son téxicos y pueden ser usados en la mayoria
de las superficies en que se procesan productos alimenticios.
Asi también presentan ventajas sobre los amonios cuaternario,
ya que son menos afectados por la materia orgénica y los
detergentes (1).

Estos productos ya estdn siendo aplicados en diferentes
ambitos de la industria de alimentos, considerando para ello
s6lo las especificaciones técnicas que entregan sus distribuidores,
sin efectuar en la mayorfa de los casos una validacién
experimental adecuada del efecto esperado.

En el presente trabajo se comparé la accién in vitro que
ellos presentan, frente a microorganismos Gram (+)
(Staphylococcus aureus y Streptococcus faecalis) y Gram (-)
(Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa), representativos
de la flora contaminante que puede estar presente en la mayoria
de las industrias elaboradoras de alimentos.

MATERIALES Y METODOS

Los productos desinfectantes se estudiaron a la concentracién
de uso y tiempo de accién (*) recomendados por el fabricante
y a otros tiempos adicionales:

Extracto de semilla de toronja (A}, 400 ppmy a 3,5 y 10 (*) min de
accion

Acido peracético (B), 2000 ppmy a 0,5, 1(*) y 2 min de accién
Acido 14ctico (C), 20000 ppm y a 1, 3 y 5 (*) min de accién

Los microorganismos utilizados fueron cepas de coleccion:

Staphylococcus aureus ATCC 6538 Escherichia coli ATCC
25922
Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853

Streptococcus faecalis ATCC 33186

Evaluacién de la actividad antimicrobiana in vitro

Cada experiencia se realizé por triplicado y los resultados
corresponden al promedio de los valores obtenidos.

Se prepararon los desinfectantes de acuerdo a las
especificaciones del fabricante, utilizando agua potable 300
ppm CaCO, de dureza y a temperatura ambiente (15°C).

El indculo bacteriano se prepar6, haciendo crecer las cepas
durante 24 h en caldo nutritivo a una temperatura de 35°C.

La determinacién de la actividad antimicrobiana
propiamente tal, se efectué de acuerdo a la metodologia
recomendada por AOAC (7), poniendo en contacto los
microorganismos en concentraciones de 107 ufc/ml con los
productos en estudio, sacando alicuotas de la suspensién a
los tiempos establecidos y efectuando el recuento de los

microorganismos sobrevivientes. Este dltimo y el recuento
inicial de las cepas, se realizé en Agar Nutritivo con
incubacién a 35°C por 24 h.

Los resultados se expresaron como eficiencia germicida
porcentual (% E), velocidad especifica de muerte (k) y tiempo
de reduccion decimal (TRD).

El valor de %E se calculé de acuerdo a la siguiente
férmula:

Eficiencia (%) =N_- N, x 100
NO
donde N_ = nimero de microorganismos iniciales
N, = ndmero de microorganismos sobrevivientes a
tiempo t :

La velocidad especifica de muerte k corresponde a la
pendiente de la curva en el gréfico InN, vs t y se obtiene a
partir de la siguiente expresién matemdtica:

In(N/N,) = -kt

donde N = numero de microorganismos iniciales
N, = niimero de microorganismos sobrevivientes a
tiempo ¢
t = tiempo de contacto entre el desinfectante y el
microorganismo
k = velocidad especifica de muerte (t')

El TRD queda determinado por:
TRD = 2,3/k
RESULTADOS Y DISCUSION

Los tres productos ensayados son de naturaleza 4cida,
constituidos en base a 4cido ascérbico (producto A), dcido
peracético (producto B) y édcido l4ctico (producto C).

A las concentraciones y tiempos recomendados para cada
producto, se evidencia de acuerdo.a las velocidades
especificas de muerte y tiempos de reduccién decimal
calculados (Tabla 1 y 2), una accién més eficaz en el siguiente
orden: producto B > producto C > producto A.

TABLA 1
Velocidades especificas de muerte, k (min™') a los tiempos
y concentraciones recomendados por el fabricante

Producto/tiempo S. aureus  E. coli S. faecalis P. Aeruginosa

A/ 10 min 1,82 1,26 1,40 1,02
B/ 1 min 542 5,31 4,45 4,44
C/5 min 2,62 2,08 2,10 2,04
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TABLA 2
Tiempo de reduccion decimal, TRD (min) a los tiempos y
concentraciones recomendados por el fabricante

Producto/tiempo S. aureus FE. coli S. faecalis P. Aeruginosa

A /10 min 1,27 1,83 1,65 2,26
B/ 1 min 0,42 0,43 0,52 0,52
C/5 min 0,88 1,11 1,10 1,13

Cada desinfectante, muestra una accién germicida similar
frente a cada uno de los microorganismos probados, las
variaciones mds significativas en la velocidad especifica de
muerte, se presenta para el producto B, k = 5,42 min™' para
S. aureus y k = 4,44 min”' para P. aeruginosa.

En general para los productos ensayados, P. aeruginosa
presentaria la mayor resistencia y S. aureus la menor
resistencia a la accién germicida.

Al comparar la accién desinfectante de cada producto,
expresada como % Eficacia germicida (Tabla 3) se observa
que en ningin caso se alcanza la reduccidn estipulada por el
test de Chambers, el cual considera como buen desinfectante
un producto que, a la concentracién recomendada, cause un
99,999% de muerte a una cantidad entre 7,5 x 107y 1,3 x 10%
células / ml en 30 seg (8).

TABLA 3
Eficacia (%) de los productos desinfectantes a las
concentraciones de uso recomendadas y diferentes
tiempos de accion

Tiempo (min) S. aureus E. coli S. faecalis P. Aeruginosa
Producto A

3 98,629 96,071 99,973 94,194

5 99.999 99,993 99,999 99,972
10%* 99,999 99,999 99,999 99,996
Producto B )

0,5 94,722 93,846 95,098 90,333
1* 99.556 99,508 98,824 98,833

2 99.999 99,996 99,999 99,992
Producto C

1 99.750 77,966 96,938 84,615

3 99,998 99,932 99,969 99,773
5% 99.999 99,997 99,997 99,996 -

* tiempo recomendado por el fabricante

El 99,999 % de reduccién se logra con el producto A
frente a S. aureus, E. coli 'y S. faecalis sélo a los 10 min de
accioén.

Con el producto B, frente a S. aureus 'y S. faecalis esto se
logra a los 2 min y con el producto C sélo para S. aureus a
los 5 min.

Las condiciones de empleo indicadas por los respectivos
fabricantes, para cada uno de los productos ensayados, son
bastante diferentes, en cuanto a concentracién y tiempos de
accion. Ademds, se debe considerar que en el cilculo de
Eficacia germicida (%), no se considera el tiempo, es decir
se puede presentar la misma Eficacia pero a tiempos muy
distintos.

El 4cido peracético, ademds por ser un poderoso oxidante,
oxida los grupos sulfhidrilos y grupos amino de las moléculas
de amino4cidos. Esto explicaria la accién mds eficaz del
producto B, en las condiciones ensayadas.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En las condiciones del ensayo y de acuerdo al tiempo de
reduccién decimal y la velocidad especifica de muerte, el
producto de mayor efectividad resulté ser el 4cido peracético.

En ningin caso se alcanzé la exigencia del Test de
Chambers. El 99,999% de destruccién se obtuvo a los 10
min frente a S. aureus, E. coliy S. faecalis para el producto
A; con el producto B a los 2 min de accién frente a S. aureus
y S. faecalis y con el producto C, solamente frente a S. aureus
a los 5 min de accién.

La mayor sensibilidad a estos compuestos la presentaron
los microorganismos Gram positivos. :

A objeto de mejorar la accidn de estos productos se podria
recomendar aumentar la concentracién en el caso del
producto A y un mayor tiempo de exposicién a los productos
ByC.
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RESUMO. Virios estudos tém relacionado a importéancia
nutricional dos hidrolisados protéicos ao seu teor em oligopeptideos,
especialmente, em di- e tripeptideos. Assim, neste trabalho, alguns
pardmetros hidroliticos foram testados, utilizando-se a papaina, a
fim de se obter hidrolisados de caseina com perfil peptidico
adequado para uso em dietas especiais. Os hidrolisados foram
fracionados por cromatografia liquida de alta performance de
exclus@o molecular (SE-HPLC) e, para a quantificagdo dos
peptideos, empregou-se o método rapido da Area Corrigida da
Fra¢do (ACF). Dentre as cinco condigdes de hidrolise estudadas,
trés deram origem a preparagdes com perfis peptidicos
nutricionalmente semelhantes. Entretanto, o emprego da
temperatura de 37°C e da relagdo enzima:substrato (E:S) de 2%
indicou ser, provavelimente, esta a condigdo economicamente mais
vidvel para ser utilizada em escala industrial.

Palavras-chave: Dietas especiais, hidrolise enzimatica, caseina,
peptideos, papaina, qualidade nutricional.

INTRODUCAO

A introducdo na dieta de hidrolisados enzimaticos ricos
em pequenos peptideos pode ser importante, no sentido de
propiciar uma melhor utilizagdo das proteinas, principalmente
em determinadas situagSes como a que ocorre em individuos
com intolerancia a proteina ou em portadores de deficiéncia
enzimatica (1,2). Neste sentido, os hidrolisados protéicos t€ém
sido utilizados, especialmente nos paises desenvolvidos, na
fabricagdo de alimentos especiais para diversos grupos, tais
como os recém-nascidos prematuros, as criangas com diarréia,
gastroenterite, ma-absorgdo, fenilcetoniiria e, ainda, para
pessoas com alergia a proteinas, visto que o decréscimo no
tamanho dos peptideos tem relagfo direta com a diminui¢do
da imunogenicidade (3-5). Além disso,festes preparados
enzimaticos podem ser tteis na suplementacgio dietética de
idosos, na nutrigdo de esportistas, como também, em dietas
para controle de peso (6).

O valor nutricional dos hidrolisados depende da proteina
de origem, do tipo de hidrélise (enzimatica ou quimica) e do
tamanho da cadeia peptidica. A qualidade de uma proteina
alimentar é fungdo da quantidade e do tipo de aminoacidos
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SUMMARY. Characterization of peptide and aminoacid profile
in casein hydrolysates. The nutritional quality of protein
hydrolysates has been related in several reports to their di- and
tripeptide contents. In the present work different hydrolytic
conditions were tested using papain in order to prepare casein
hydrolysates with a suitable peptide profile for being used in special
diets. The hydrolysates were fractionated by size-exclusion HPLC
and the rapid Correct Fraction Area method was used for quantifying
the peptides. Among the five hidrolytic conditions studied, three
of them gave rise to preparations having nutritionally similar peptide
profiles. However, the use of the temperature of 37°C and
enzyme:substrate ratio (E:S) of 2% may probably be the most
economical condition for industrial production.

Key words: Special diets, enzymatic hydrolysis, casein, peptides,
papain, nutritional quality

em sua composi¢do, especialmente dos essenciais,
representando uma medida da eficacia com a qual pode ser
utilizada pelo organismo. Uma proteina de alta qualidade
contém aminoacidos essenciais em proporgdes aproximadas
aquelas que satisfazem as necessidades humanas (7). Assim,
a caseina foi selecionada para o presente trabalho, devido ao
seu alto valor nutricional, elevada susceptibilidade a agdo
catalitica de todas as proteases conhecidas (8) e a
disponibilidade no mercado. Além disso, a qualidade
nutricional de hidrolisados protéicos esta diretamente
relacionada ao seu perfil peptidico, uma vez que, segundo
Gonzalez-Tello (2), a composigdo destas preparacdes deve
apresentar elevados teores de di- e tripeptideos e peptideos
com massa molecular média de 500 Da, baixa porcentagem
de peptideos com massa molecular maior que 800 Da e de
aminodacidos livres.

Sendo assim, torna-se importante utilizar um método
eficiente para o fracionamento ¢ a quantificagdo de peptideos
¢ de aminoacidos livres dos hidrolisados protéicos, além de
se proceder a avaliagdo da distribuiggo de certos aminoacidos
na forma de em que sdo mais facilmente absorvidos pelo
organismo (9,10).
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Este trabalho teve como objetivo estudar diferentes
condi¢Oes de hidrélise a fim de se obter hidrolisados de
caseina com perfil peptidico adequado para uso em dietas
especiais. Para isto, foram testados varios parametros
hidroliticos empregando-se a enzima papaina.

MATERIAL E METODOS

Material

O sistema de HPLC isocrético consistiu de uma bomba
(série HP1100) e de um detector espectrofotométrico em UV-
VIS, acoplado a um computador com software HPchemstation
(Avondale, USA). Foi utilizada a coluna cromatogréfica [poli-
(2-hidroxietilaspartamida)-silica - PHEA], 250 X 9,4 mm,
5um e 200 A (PolylC, Columbia, MD). A papaina foi
gentilmente doada pela BIOBRAS (Montes Claros, Brasil).
A casefna bovina (C7078) foi adquirida da Sigma Chemical
(St.Louis, MO). O 4cido férmico foi obtido da Merck
(Darmstadt, Alemanha). A dgua para uso no cromatégrafo
foi purificada através da passagem pelo Sistema de Purificagio
de Agua Aries (Vaponics, EUA). As membranas de celulose,
utilizadas para filtragdo das amostras (0,20 um) e dos
solventes (0,45 um), foram adquiridas da Sartorius
(Alemanha). '

Métodos

Preparo dos hidrolisados de caseina

oram preparados cinco hidrolisados protéicos. As solugdes
de caseina a 0,125g% (p/v) em tampdo fosfato 0,01mol/L
(pH 6,5 e 7,5) foram, inicialmente, pré-aquecidas em banho-
maria a 90°C por 30minutos. Posteriormente, a temperatura
foi ajustada para cada caso, e a papafna foi adicionada numa
dada concentragdo, de maneira a obter a relagdo E:S desejada.
O tempo total de hidrélise foi de 5h. Os outros pardmetros
das reagdes estdo apresentados na Tabela 1.

o TABELA 1
~ Parametros hidroliticos empregados no preparo dos
hidrolisados de caseina pela papaina

Hidrolisados =~ Temperatura pH E:S (%) Tempo (h)
°C)

HI 37 7,5 4 5

H2 37 7,5 2 5

H3 40 7,5 4 5

H4 37 6,5 4 5

H5 60 7.5 4 5

E:S = relacdo enzima:substrato

Fracionamento dos hidrolisados de caseina

O fracionamento dos hidrolisados foi realizado por SE-
HPLC, em coluna PHEA, como descrito por Silvestre et al.
(10). As amostras foram dissolvidas a uma concentragdo de
1g% (p/v) em solugdo de 4cido férmico 0,05mol/L (pH 2,5)
e cromatografadas a temperatura ambiente, sob condicdes
isocraticas, a um fluxo de 0,5mL/min, durante 35 min. A
fase mével foi filtrada, através de membrana de 0,45 7m, e
desgaseificada em banho de ultra-som, imediatamente antes
do uso. A detec¢do dos picos cromatogréficos foi efetuada
em trés comprimentos de onda: 230, 280 e 300nm. As
amostras foram analisadas em triplicatas e as fracdes foram
separadas, de acordo com o tempo de retengdo, sendo F1, de
14,4 a 18,9 min; F2, de 18,9 a 22,4 min; F3, de 22,4 a 23,4
min; € F4, de 23,4 a 32,7min.

Quantificacdo de peptideos e aminoacidos livres nos
hidrolisados de caseina

O método répido da Area Corrigida da Fragio (ACF),
desenvolvido por Silvestre et al. (10), foi utilizado para
quantificar os peptideos ¢ aminodcidos livres presentes nos
hidrolisados de caseina. As amostras foram fracionadas e os
valores da ACF calculados, de acordo com a curva padrio
estabelecida por Morato et al. (11).

Analise estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata.
Para verificar a presenga de efeitos significativos entre os
diferentes tratamentos, foi adotado o delineamento em
Andlise Fatorial 5x4 (hidrolisados x fragdes cromatogréficas).
Para a determinagdo das diferengas entre as médias e o
contetido de aminodcidos das fracdes cromatogréficas
dos hidrolisados de caseina foi realizado o teste de
Duncan (12).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo dos hidrolisados de caseina

Fracionamento por cromatografia liquida de alta
eficiéncia - exclusao molecular (SE-HPLC)

O perfil cromatografico do hidrolisado H3, a 230 nm,
est4 apresentado na Figura 1. Os hidrolisados protéicos foram
separados em quatro fragdes, conforme: descrito
anteriormente por SILVESTRE et al. (9), Morato et al. (11)
e Carreira (13). A fragdo 1 corresponde aos peptideos
contendo mais que 7 residuos de amino4cidos; a fragéo 2 de
4 a 7 residuos; a fracdo 3, de 2 a 3 residuos e a fragdo 4
contendo os aminodcidos livres. Os dltimos dois picos na
fracdo 4 correspondem a tirosina (pico Y) e ao triptofano
(pico W). Assim sendo, a técnica de SE-HPLC empregada
no presente trabalho, mostrou ser eficiente na caracterizagao
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de hidrolisados protéicos, especialmente nos casos em que 0
interesse estd voltado para o fracionamento de peptideos de
baixa massa molecular, ou seja, inferior a 1000 Da.

FIGURA 1
Perfil cromatografico do hidrolisado H3 (4%, pH 7.5,
40°C, 5h) 2230 nm. FI: grandes peptideos (> 7 residuos
de aminodcidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de
aminodcidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminoacidos
livres. Y = pico da tirosina, W = pico do triptofano
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Diferentes técnicas t€ém sido empregadas no

fracionamento de peptideos de hidrolisados protéicos. A
maioria refere-se a peptideos com massa molecular superior
a 1000 Da. Dentre estes métodos destacam-se a eletroforese
em gel de poliacrilamida - sédio dodecil sulfato (SDS-PAGE),
a cromatografia de exclus@o molecular (SEC), HPLC capilar
e de troca de ligante (LE-HPLC) e a SE-HPLC (14- 18).
Entretanto, o emprego destas técnicas tem demonstrado
uma série de inconvenientes, tais como interagdes secunddrias
(eletrostaticas ou hidrofébicas) entre os solutos e a fase
estaciondria e a ineficiéncia para separar pequenos peptideos
(19-21). Qutros autores, empregando a SE-HPLC (14) ou a
HPLC capilar (16), relataram a dificuldade de separar os
peptideos de acordo com o tamanho da cadeia, tendo
observado uma superposi¢do de pesos moleculares.

Distribui¢cdo de tirosina e triptofano nas fracdes
cromatograficas C e - .

A fim de se ter uma idéia mais precisa do valor nutricional
dos hidrolisados protéicos, avaliou-se a distribuicdode
tirosina e triptofano nas diferentes fragcdes cromatogréficas,
especialmente na fragdo F3 (Tabela 2), visto que di- e
tripeptideos representam a forma mais facilmente absorvida
destes dois aminodcidos. Além disso, considerando-se a baixa
solubilidade da tirosina livre, seria interessante a sua
substitui¢@o em preparacdes dietéticas, por di- e tripeptideos,
contendo altos teores de tirosina soltvel (22).

TABELA 2
Distribui¢do de tirosina e triptofano (%) nas fracoes
cromatogréaficas dos hidrolisados de caseina

Fragbes cromatogréficas

Hidrolisado Aminodcido Fi F2 F3 F4
H1 Tyr 19,31c  20,60b 4993a 10,174
Trp 19,30x 20,53w 50,01v 10;16z
H2 Tyr 13,99¢ 25,19a 32,33e 28,49a
Trp 13,97y 25,14v 32,38z 28,50v
H3 Tyr  20,32b 14,67c 36,44d 28,56a
Trp  20,38w 14,80x 36,40y 28,43w
H4 Tyr 13,92d 13,64 47,33b 25,11c
Trp 13,94y 13,66z 4728w 25,11y
H5 Tyr 20,982 14,45d 38,78c 25,7%
Trp 20,93v 14,42y 38,87x 25,78x-

*Qs valores representam a média das triplicatas. Fl: grandes
peptideos (> 7 residuos de aminoécidos); F2: médios peptideos (4
a7 residuos de aminodcidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminoécidos
livres. Os dados referem-se a porcentagem da érea total das quatro
fragdes, medida a 230nm. Médias indicadas por letras iguais nio
diferem entre si a 5% de probabilidade na comparagdo de uma
mesma fragio para diferentes hidrolisados.

A distribuigdo foi estimada baseando-se nas dreas relativas
dos dois residuos a 230 nm. Como apresentado na Tabela 2,
o hidrolisado H1 foi 0 mais vantajoso, uma vez que contém
teores mais elevados de tirosina e triptofano na forma de di-
e tripeptideos.

Comparacéo entre os diferentes tratamentos
enzimaticos

Efeito da relacio E: S

A influéncia da relagdo E:S na agfo da papaina sobre a
casefna pode ser avaliada na Figura 2.

Observa-se que a alteracdo da relagdo E:S de 2% para
4% (hidrolisados H2 e HI, respectivamente), alterou
significativamente o conteidido de todas as fragdes
cromatograficas, produzindo um perfil peptidico de qualidade
nutricional inferior. Houve diminui¢8o dos niveis de di- e
tripeptideos, assim como aumento do teor de aminodcidos
livres e médios peptideos. A dnica alteragdo vantajosa, do
ponto de vista nutricional, refere-se ao decréscimo no
contetido de grandes peptideos (Tabela 3). Considerando-se
que a papaina apresenta baixa especificidade, esta reducéo
expressiva na quantidade de di- e tripeptideos n#o era
esperada. O aumento da E:S, ao invés de promover a quebra
dos grandes e médios peptideos a di- e tripeptideos, levou 2
clivagem destes a aminodcidos livres. Isto poderia estar
associado, pelo menos em parte, ao fato de que a 2%, houve
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apenas pequena formacgdo de di- e tripeptideos contendo
fenilalanina como segundo aminoédcido a partir da porcéo
carboxi-terminal os quais, de acordo com Lenier (23) e Reed
(24), ndo serviriam de substrato para a ag¢@o desta enzima.

FIGURA 2
Acdo isolada da papaina: efeito da relacio E:S. H1: 4%;
H2:2% F1: grandes peptideos (> 7 residuos de
aminodcidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de
aminoécidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminodcidos
livres. Os resultados representam a média das triplicatas.
Meédias indicadas por letras iguais ndo diferem entre si a
5% de probabilidade na comparagdo de uma mesma fragdo
para diferentes hidrolisados. Médias indicadas por nimeros
iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade na
comparagdo de diferentes fragdes de um hidrolisado

60,0 -

b/1
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TABELA 3
Teor de peptideos e de aminoécidos livres (% nmoles) das
fragdes cromatograficas dos hidrolisados testes

Hidrolisados Fracdes
F1 F2 F3 F4
H1 37,13c/1 25,07¢/2 9,01¢c/3 28,79a/2
H2 53,29a/1 19,99d72 19,96a/2  6,76b,c /3
H3 33,23d/2 41,46a/1 14,94b/3 10,37b/4
H4 52,68a/1 36,65b/2 8,91¢/3 1,76d/4
40,60a/1 12,10b,c/2 5,06¢c,d/ 3

HS 42,24b/1

Os valores sdo apresentados em nmoles% (porcentagem do nimero
de nmoles das -quatro fragdes). Os resultados representam a média
das triplicatas. Médias indicadas por letras iguais néo diferem entre
si a 5% de probabilidade na comparagdo de uma mesma fragdo
para diferentes hidrolisados. Médias indicadas por nimeros iguais
nio diferem entre si a 5% de probabilidade na comparagio de
diferentes fragdes de um hidrolisado. F1: grandes peptideos (> 7
residuos de amino4cidos); F2: médios peptideos (4_ a7 aminoacidos);
F3: di- e tripeptideos; F4: amino4cidos livres.

Este efeito da papaina sobre o perfil peptidico foi mais
prejudicial do que o da pepsina, uma vez que Carreira (13),
variando arelagdo E:S nas mesmas propor¢des, ndo observou
alteragdes significativas nos conteidos das fraces F1, F2 e
F4 e, ainda, obteve uma elevacdo nos niveis de di- e
tripeptideos.

Comparando-se a agdo da papaina com a da subtilisina,
observa-se que o segundo tratamento foi bem superior, do
ponto de vista nutricional. Assim, Morato et al. (11), ao passar
a E:S de 2% para 4%, obtiveram um decréscimo dos teores
de grandes peptideos e aminoécidos livres, bem como um
aumento do conteido de médios peptideos e também de di-
¢ tripeptideos.

Estes resultados contradizem a afirmativa de Gonzalez-
tello (2) de que uma alteragdo na relagdo E:S ndo exerce
qualquer influéncia na distribui¢cdo de peptideos nas fracdes
cromatograficas de hidrolisados protéicos. Existem relatos
na literatura que confirmam esta observagio. Assim, Freitas
et al. (3) ndo obtiveram uma alteragcdo do perfil
cromatogrifico de um hidrolisado de casefna, a0’ aumentar
de 3,7 vezes a concentragio de pancreatina. Segundo os
autores, este limite aparente na hidrélise da caseina, pode
estar relacionado, pelo menos em parte, a sua seqiiéncia de
aminodcidos e a especificidade da enzima empregada. Apesar
destes resultados estarem de acordo com o relato de
Gonzélez-tello (2), uma explicagdo para isso seria a de que
os suportes cromatograficos, empregados por estes autores,
foram ineficientes para a separagio de peptideos, de acordo
com o tamanho da cadeia, especialmente de di- e tripeptideos
(20, 25).

Todavia, os resultados apresentados por outros
pesquisadores estdo de acordo com os obtidos no presente
trabalho, bem como os de Carreira (13) e Morato et al. (11).
Assim, Loosen et al. (26) testaram o emprego da subtilisina
na hidrélise da caseina, variando-se a relagio E:Sde 1 24%,
sendo que os melhores resultados foram obtidos empregando-
se arelacdo E:S de 2%, levando a obtencio de um hidrolisado
contendo 75% de di- e tripeptideos e apenas 5% de
aminodcidos livres.

Com relagdo a distribuigo de tirosina e triptofano (Tabela
2), a alterag@o na relagdo E:S de 2% para 4% (H2 e HI,
respectivamente) foi vantajosa, pois aumentou o contetido
de ambos amino4cidos na forma de di- e tripeptideos. Ao
promover esta mesma alteracdo empregando a subtilisina
para hidrolisar a caseina, Morato et al. (11) obtiveram
resultados semelhantes. Por outro lado, Carreira (13),
utilizando a pepsina, observou que este aumento na relagio
E:S reduziu o contetido de tirosina e triptofano na fragdo
F3.
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Efeito da temperatura
O efeito da temperatura na agao da papaina sobre a caseina
estd representado na Figura 3.

FIGURA 3

Acéo isolada da papaina: efeito da temperatura. H 1. 37°C;
H3: 40°C; H5: 60°C. FI: grandes peptideos (> 7 residuos
de aminodcidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de

aminodcidos); F3: di- e tripeptideos; F4: aminoacidos
livre. Os resultados representam a média das triplicatas.
Médias indicadas por letras iguais nao diferem entre si a
5% de probabilidade na comparag¢do de urna mesma fragao

para diferentes hidrolisados. Médias indicadas por

numeros iguais nao diferem entre si a 5% de probabilidade
na comparagao de diferentes fragoes de um hidrolisado.

F1 F2 F3 F4

Frapbes cromatogréaficas

1H @H3 " uH5

Observa-se que a variaqao da temperatura de 37°C para
40°C (hidrolisados H1 e H3, respectivamente) produziu urna
elevagdo nos teores de di- e tripeptideos, além de reduzir os
niveis de aminoéacidos livres e de grandes peptideos (Tabela
3). Este efeito da papaina sobre a caseina foi diferente daquele
da pepsina, urna vez que Carreira (13) mostrou que, ao passar
de 37°C para 40°C, nao houve alteragdo nos teores de di- e
tripeptideos, como também nos de aminodacidos livres.

O aumento da temperatura de 40°C para 60°C (H3 e H5,
respectivamente), produziu um perfil peptidico ligeiramente
inferior, do ponto de vista nutricional. Se por um lado obteve-
se urna queda expressiva (cerca de 50%) na quantidade de
aminoéacidos livres, por outro este tratamento elevou os teores
de grandes peptideos e provocou urna pequefia reduqao nos
niveis de di- e tripeptideos. Verifica-se que, entre os
tratamentos realizados, o emprego de temperatura de 40°C
foi 0 mais vantajoso, do ponto de vista nutricional, pois
permitiu a obtengao de um hidrolisado apresentando o melhor
perfil peptidico para ser empregado em dietas especidis, como

descrito por Gonzélez-tello (2). Ressalta-se, ainda, que neste
caso também, a agdo da papaina sobre a caseina produziu
melhores resultados do que a da pepsina, urna vez que ao
passar de 40° para 60°C, esta enzima nao contribuiu para
reduzir os teores de aminoacidos livres (13).

O efeito da elevagao da temperatura (de 40°C para 50°C)
sobre o perfil peptidico de hidrolisados de caseina obtidos
pela agao da subtilisina foi, também, estudado recentemente.
Assim, Morato et al. (11) mostraram que o emprego da
temperatura acima de 40°C foi prejudicial do ponto de vista
nutricional, tendo obtido resultados semelhantes ao do
presente trabalho, ao se passar de 40°C para 60°C.

Chataud et al. (1) e Loosen et al. (26) recomendam o
emprego de temperaturas superiores a 50°C para o preparo
de hidrolisados ricos em di- e tripeptideos, usando a
subtilisina. De acordo com estes autores, isto poderia reduzir
o tempo de hidrélise, sem desnaturagao significativa da
enzima, e minimizar a contaminagqdo microbiana. Entretanto,
os resultados aqui apresentados, assim como os obtidos por
Morato et al. (11) e Carreira (13), mostraram o contrario,
urna vez que o emprego de temperaturas superiores a 40°C
foi prejudicial para o perfil peptidico dos hidrolisados. Este
tratamento somente foi benéfico para a tirosina, que teve seu
teor elevado 5 vezes na fragao F3, ao se passar de 40 °C para
50 °C e empregando-se a subtilisina para hidrolisar a caseina
(11)

Com relaqao a distribuito de tirosina e triptofano nas
fragoes cromatograficas (Tabela 2), o emprego de
temperaturas superiores a 37°C prejudicou o perfil peptidico.
Assim, ao passar de 37°C (HI) para 40°C (H3) e de 40°C
para 60°C (H5) observou-se urna redugao e um aumento nos
teores destes aminoacidos na fragao F3, respectivamente.
Entretanto, este aumento observado para H5 nao foi suficiente
para aproximar dos valores encontrados em HI. Efeito
semelhante foi obtido pela agdo da pepsina, empregando-se
a mesma variagao da temperatura de hidrélise da caseina
(13).

Efeito do pH

A influencia do pH na agao da papaina sobre a caseina
estéd representada na Figura 4.

Observa-se que o emprego destes dois valores de pH,
situados na faixa O0tima de atuagao da papaina (6,0 e 7,5)
(27), produziu algumas diferengas significativas no perfil
peptidico. O hidrolisado obtido no pH 6,5 (H4) mostrou-se
ligeiramente superior, do ponto de vista nutricional, ao
preparado no pH 7,5 (HI). Ambos hidrolisados apresentaram
0s mesmos teores de di- e tripeptideos. Mas, se por um lado
o teor de grandes peptideos de HI é inferior ao de H4, a
quantidade de aminodacidos livres neste hidrolisado reduziu

quase seis vezes em relagdo a H1.
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FIGURA 4
Acdo isolada da papaina: efeito do pH. HI: pH = 7,5; H4:
pH = 6,5. F1: grandes peptideos (> 7 residuos de
aminoacidos); F2: médios peptideos (4 a 7 residuos de
aminoacidos); F3: di-e tripeptideos; F4: aminoacidos
livres. Os resultados representam a média das triplicatas.
Médias indicadas por letras iguais nao diferem entre si a
5% de probabilidade na comparacdo de urna mesma fragao
para diferentes hidrolisados. Médias indicadas por
nameros iguais nao diferem entre si a 5% de probabilidade
na comparagao de diferentes frac6es de um hidrolisado

Sy
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Este efeito da influencia do pH sobre o perfil peptidico
de hidrolisados protéicos, sempre verificado na faixa 6tima
de agdo das enzimas, ja foi relatado anteriormente. Assim,
Morato et al. (11) mostraram que o hidrolisado de caseina
obtido pela sublilisina, em pH 7,5, foi nutricionalmente
superior 4quele preparado em pH 8,0, j& que apresentou maior
teor de di- e tripeptideos, bem como menor quantidade de
grandes peptideos e aminoacidos livres. De forma semelhante,
Carreira (13) verificou urna alteragao do perfil peptidico, ao
reduzir o pH da hidrolise de 2,5 para 1,9, empregando a
pepsina. Do ponto de vista nutricional, esta alteragao foi
benéfica, pois elevou os teores de di- e tripeptideos e reduziu
o conteldo de grandes peptideos, nao tendo sido observadas
diferengas significativas entre as quantidades de médios
peptideos e de aminoacidos livres.

A distribuigao de tirosina e triptofano (Tabela 2) foi afetada
pela variagdo do pFl da hidrolise. O melhor resultado foi
obtido no pH 7,5, visto que o hidrolisado HI apresentou os
teores mais elevados destes aminoacidos na forma de di- e
tripeptideos. Resultados semelhantes foram obtidos por
Morato et al. (11) que, ao testarem diferentes valores de pH
dentro da faixa o6tima de a8ao da subtilisina, também
observaram diferengas entre os conteddos de tirosina e
triptofano na fragao F3, obtendo melhor distribuigao destes
aminoacidos em pH 6,5 e 8,0. Da mesma forma, Carreira

(13), alterando o pH dentro da faixa 6tima de agdo da pepsina,
encontrou diferentes resultados em relagao a distribuicao de
tirosina e triptofano. Assim, maior conteddo desfes
aminoacidos aromaticos na forma de di- e tripeptideos foi
observado quando o pH aumentou de 1,9 para 2,5.

O conjunto dos resultados apresentados neste item pode
ser, provavelmente, explicado pela carga dos residuos de
aminoacidos fias moléculas das enzimas e da caseina em
diferentes valores de pH, afetando a disponibilidade das
ligacbes peptidicas ao ataque enzimatico e,
consequentemente, alterando os produtos obtidos, como
relatado anteriormente por Morato et al. (11).

Sintese dos resultados obtidos pela acao da papaina

Considerando a afirmativa de Gonzélez-Tello et al. (2),
dentre os hidrolisados preparados, pode-se concluir que H2,
H3 e H5 apresentaram as melhores caracteristicas para serem
usados em dietas especidis, ou seja, maior teor de di- e
tripeptideos (F3) e peptideos com massa molecular média
de 500 Da (F2 + F3), a menor porcentagem de peptideos
com massa molecular maior que 800 Da (FI), bem como
nivel mais baixo de aminoacidos livres (F4).

A escolha do melhor dentre estes trés hidrolisados para
ser preparado em larga escala dependeria de urna avaliacao
econdémica. Entretanto, a principio tudo indica que o
hidrolisado H2 seria o escolhido, urna vez que no seu preparo
foram empregados os menores valores de temperatura (37C°)
e da relagao E:S (2%), condicoes que devem ser vantajosas
para urna produgao em escala industrial.

Alguns parametros hidroliticos, tais como o tempo de
reacdo, poderiam ainda, ser alterados, na busca de um melhor
perfil peptidico. Entretanto, deve-se estar consciente de que
acima de 5h de hidrélise, o risco de contaminacao ¢é
consideravel (1, 26).

CONCLUSAO

A acgdo da papaina foi mais eficiente na producéo de di-
e tripeptideos quando se empregou urna relacdo E:S de 2%,
pH 7,5 e temperatura de 37°C (H2). Com relacdo a
distribuicdo de tirosina e triptofano, na forma de di- e
tripeptideos, os melhores resultados foram obtidos nos
mesmos valores de pH e temperatura, mas nesse caso foi
necessario empregar urna relacdo E:S de 4% (HI).
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Efecto de recubrimientos comestibles sobre la calidad sensorial
de pimentones verdes (Capsicum annuum L.) durante
el almacenamiento
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RESUMEN. Se aplic6é un recubrimiento comestible basado en
carboximetilcelulosa y 4cido estedrico sobre pimentones verdes
" (Capsicum annuum L.), para determinar su efecto como agente
protector y estabilizador de las caracteristicas naturales del fruto.
Los pimentones se dividieron en tres lotes de acuerdo al tratamiento:
(T1) sin recubrir; (T2) con recubrimiento en la base del pediinculo
o tallo; (T3) recubrimiento sobre toda la superficie del fruto, y se
almacenaron a 5+1°C por 28 dfas. Durante este tiempo se evalu6 la
calidad sensorial y la pérdida de peso. Caracteristicas sensoriales
tales como el color, apariencia, firmeza y calidad, se evaluaron
mediante una prueba de puntaje compuesto, en la que participa un
panel de 10 jueces entrenados (p>0,05). Al final del estudio, los
‘pimentones del tratamiento T3 mostraron mejor estabilidad
sensorial que el control T1 (p<0,05); no observdndose ningin
cambio significativo entre T2 y T3. Los pimentones recubiertos
mostraron menor deterioro de la firmeza comparado con el control.
El color fue el atributo que experimenté menor cambio, no
existiendo diferencias significativas entre Jos tratamientos (p>0,05).
Palabras clave: Pimentones verdes, evaluacién sensorial,
recubrimientos comestibles, carboximetilcelulosa.

INTRODUCCION

Los pimentones son hortalizas de composicidn
interesante, debido a que constituyen una excelente fuente
de pigmentos y nutrimentos (1), tales como la vitamina C y
E, los cuales ayudan a reducir el riesgo de enfermedades
cancerigenas (2). El promedio de vitamina C en siete
variedades de pimentones verdes fue entre 138 a 194 mg/
100 g de producto.

El deterioro por flaccidez y marchitamiento son los
principales problemas que reducen la vida itil de los
pimentones después de cosechados. La flaccidez esta
directamente relacionada con la pérdida de agua durante el
almacenamiento (3, 4), debido a la respiracién y difusién de
agua a través de la piel del fruto, aunque probablemente la
respiracién cumple un menor papel en la pérdida de agua,
debido a que los pimentones son no climatéricos (5).

84

SUMMARY. Edible coating effects on the sensory quality of
green bell pepper fruits (Capsicum annuum L.) during storage.
Edible coating based on carboxymethyl cellulose (CMC) and stearic
acid were applied on green bell peppers (Capsicum annuum L.)
samples in order to investigate its effects as protecting agent to
enhance natural characteristics of products. Samples were submited
to three lots according to: (T1) uncoated; (T2) coated in lower part
of the stem; (T3) coated all over the surface (T3). During storage
at 5x1°C, for 28 days, sensory quality and weight loss were
evaluated. Sensory characteristics such as color, appearance and
firmness were controlled using a composite scoring test. At the
end of the study, T3 treatment showed better sensory stability than
T1 (p<0.05), none significant changes between T2 and T3 were
found. The coated samples showed less firmness deterioration
compaired with control samples. The color was the attribute that
changed less, without significant difference between treatments
(p>0.05).

Key words: Green bell peppers, sensory evaluation, edible coatings,
carboxymethylcellulose.

Los recubrimientos comestibles son capas delgadas de
un material biopolimero (proteina o polisacdrido como una
solucién hidrocoloide, o como una emulsién con lipidos),
que son aplicadas sobre la superficie de un alimento en
adicién o reemplazo de la corteza natural, y que se comportan
principalmente como barreras que reducen la difusién de
gases (0,, CO,, vapor de agua), permitiendo extender la vida
util del alimento. La aplicacién de recubrimientos comestibles
en alimentos ha sido extensamente revisada (6-9).

Los_recubrimientos comestibles pueden ayudar a
disminuir la pérdida de humedad y/o reducir la absorcién de
oxigeno, inhibiendo el proceso de maduracién, prolongando
la vida qtil y la calidad de una verdura o fruta (7,10,11). El
desarrollo de recubrimientos comestibles se ha orientado
sobre aquellos que contienen principalmente celulosa, lipidos
y proteinas (12), adicionadas de agentes plastificantes como
el glicerol, sorbitol, polietilenglicol y propilenglicol. Los
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recubrimientos basados en celulosa son muy eficientes
barreras a la permeabilidad de oxigeno y su propiedad de
barrera al vapor de agua puede mejorarse por la adicién de
lipidos (13). Los plastificantes se emplean para cambiar las
propiedades fisicas del recubrimiento (elasticidad,
flexibilidad, permeabilidad, humectabilidad). El efecto de
plastificantes sobre las propiedades de permeabilidad al O,y
vapor de agua fue estudiado por Park ef al. (14).

Durante el almacenamiento la hortaliza sufre cambios
fisiolégicos y sensoriales, este dltimo es muy importante
debido a que pueden ser percibidos por potenciales
consumidores. En consecuencia, el uso de una apropiada
prueba sensorial permitiria predecir la estabilidad de
productos recubiertos durante el almacenamiento. El objetivo
del presente trabajo fue: evaluar el efecto de recubrimientos
comestibles basdndose en CMC vy lipidos sobre la calidad
sensorial y la pérdida de peso de pimentones verdes recién
cosechados, durante el almacenamiento.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Pimentones verdes (Capsicum annuum L.), cosechados
de plantas desarrolladas bajo invernadero, provinieron de la
zona agricola de Vilcin (Temuco, Chile). Los frutos se
seleccionaron de acuerdo al tamaflo, color, firmeza y ausencia
de heridas, y luego se lavaron con agua potable. Sesenta
pimentones verdes se dividieron en tres lotes de veinte
pimentones cada uno, siendo cada pimentén una réplica. Cada
fruto poseia una porcién de pediinculo (aprox. 2 c¢cm). El
tratamiento T1 correspondié al control, pimentones sin
aplicacién de recubrimiento; el tratamiento T2, fueron
muestras con recubrimiento en la base del pediinculo o tallo;
y el tratamiento T3, muestras con recubrimiento sobre toda
la superficie.

Formulacion y aplicacion del recubrimiento

Se preparé una solucién acuosa de CMC (Sigma
Chemical) al 1%, disolviendo 1 g de CMC (Sol. 1% 1000-
1500 cp) en 100 mL de agua destilada. Disuelto
completamente el CMC, se adicioné 0,5 mL de glicerol
(Merck) como plastificante, agitando la solucién por 10
minutos a 2000 rpm mediante un agitador (Heidolph,
Alemania). Se calentd la mezcla hasta 70°C en una estufa de
baiio Memmert (30°-100°C) (Schwabach, Alemania) y se
adicioné 0,25 g de 4cido estedrico (Sigma Chemical). Luego
de fundirse el 4cido graso, se homogeneiz6 la mezcla por 15
minutos a 2000 rpm, dejandose enfriar hasta 20°C, quedando
lista para su aplicacién. Para el tratamiento T2, los pimentones
se recubrieron con ayuda de un pincel; mientras que para el
tratamiento T3, la aplicacién se realizé por inmersién de los
frutos en la solucién del recubrimiento. Posteriormente, los

pimentones recubiertos se sujetaron del tallo a un soporte
mediante ganchos a presién y se dejaron secar al ambiente
durante toda la noche (4).

Almacenamiento

Los pimentones se almacenaron por 28 dias a 5+1°C, en
una cdmara Vestfrost FKG 371 (Dinamarca) de las siguientes
dimensiones: altura 1,82 m., fondo 0,66 m., largo 0,61 m.
Durante el almacenamiento 10 unidades de cada tratamiento
se sometieron a evaluacién sensorial, en los dias 0, 4, 7, 14,
21 y 28 de almacenamiento; mientras las restantes 10
unidades, se les midi6 el cambio de color.y la pérdida de
humedad, evaluada como pérdida de peso, en los dfas 0, 4,
7, 12, 18, 22, 27 y 32 de almacenamiento.

Evaluacién sensorial :

Un panel de 10 jueces entrenados para el presente estudio,
que demostraron reproducibilidad en sus respuestas (p>0,05),
analizé las muestras para determinar la Calidad Sensorial
Total (Q), incluyendo el color, apariencia y firmeza. Se
empleo la prueba de puntaje compuesto con una escala
analitica descriptiva de cinco puntos (Tabla 1), donde: 1=
Muy buena; 2=Buena; 3=Regular; 4=Deficiente; 5=Mala (15,
16). Previamente en discusién abierta con los jueces, se
determinaron los atributos ‘sensoriales a evaluar y
posteriormente cada juez asignd un porcentaje de importancia
a cada atributo (color, apariencia y firmeza), los que en suma
darfan el 100%. Asfi los porcentajes de importancia que
definieron los jueces para los atributos color, apariencia y
firmeza fueron en -promedio: 27,6%, 38,5% y 33,8%,
respectivamente. La suma de los puntajes ponderados para
cada atributo, de acuerdo al grado de importancia
determinado previamente, representa la calidad sensorial total

Q.
Q = Color * 0,276 + Apariencia * 0,385 + Textura * 0,338

Cambio de color y pérdida de peso

Se midié el color de los pimentones durante el
almacenamiento mediante 1a Norma Espaiiola de Colores
UNE 48-103-94 (17). Esta norma incluye 300 colores
normalizados que pretenden cubrir las necesidades mds
frecuentes en las aplicaciones industriales y estéticas del
color. El sistema adoptado para la designacién y codificacién
de los colores normalizados UNE es el denominado NCS
(Sistema Natural del Color), fundamentado en la percepcién
visual del color. Cada color se identifica y designa, sin
ambigiiedad alguna, de acuerdo con el sistema de
clasificacién NCS por digitos. Esta designacién da
informacién directa sobre la negrura, la cromaticidad y la
tonalidad. Los cédigos del sistema NCS, tienen su
equivalencia en valores de las coordenadas L*, a*, b*, segiin
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la Comisién Internacional del Color (Commission
International of I’Eclariage, CIE), para cada color. El cambio
de color se calculé como el valor promedio Hue (tan” b/a)
de diez frutos para cada tratamiento. Para la pérdida de peso,
diez pimentones por cada tratamiento se pesaron en una

balanza analitica * 0,001 g de precisién (Hanau, Alemania),
en intervalos de 1 minuto en cada medicién, para evitar
variaciones que afectaran a la pérdida de peso. Se calculd la
pérdida de peso respecto al peso inicial del fruto fresco (4).

TABLA 1
Escala analitico descriptiva para pimentones verdes (Capsicum annuum L.)

Color I: Muy Bueno 2: Bueno 3: Regular 4. Deficiente 5: Malo
Color verde Color verde, con Color verde, con Aparicién de zonas Presencia de
caracteristico y aparicién de cerca de 30% rojo-naranja, extensas zonas
parejo sobre toda  pequefias zonas de zonas cubriendo cerca de color rojo en
la superficie verde-amarillo amarillo-naranja del 50% de més del 50% de la
o verde-naranja sobre la superficie la superficie superficie del fruto
Apariencia 1: Muy Bueno 2: Bueno 3: Regular 4: Deficiente 5: Malo
Superficie suave y Escasa presencia  Presencia de estrias  Superficie rugosa Superficie arrugada
brillante, ausencia de estrias y pliegues. marcadas y profundas y con magulladuras. notoriamente. Marchita.
de estrias y sin Punta cerrada. en regular cantidad.  Presencia de estrias Exudacién de liquido.
pliegues. Punta de  Tallo o pedinculo  Tallo o pedinculo profundas. Tallo o Signos evidentes de
extremo cerrada y  verde. Sano y poco lefioso y peddnculo seco contaminacién con
pedinculo o tallo  ausencia de golpes punta semi-abierta.  lefioso, punta abierta.  hongos. Tejido
verde. Sano, sin o de magulladuras  Sano. Signos de Evidente encogimiento reblandecido y suelto.
magulladuras encogimiento y y presencia de hongos Tallo o pediinculo
externas. flacidez lefioso y punta abierta
Firmeza 1: Muy Bueno -2: Bueno 3: Regular 4: Deficiente 5: Malo
Tejido firme y Tejido firme. Tejido semiblando.  Tejido blando. Tejido reblandecido.
turgente al tacto.  Cede levemente Tallo fibroso y Escasa resistencia Nula resistencia a
pretado y duro. a la presién manual. Ligeramente a la presién manual. la presién manual.
Pedinculo o tallo  Tallo flexible quebradizo Tallo quebradizo Se deforma

flexible

facilmente al tacto

Analisis estadistico

Las diferencias entre los atributos sensoriales y pérdida
de peso se analizaron estadisticamente. Para determinar la
diferencia significativa (p<0,05) entre los tratamientos, se
aplicé andlisis de varianza (ANOVA) a los residuos del ajuste
por regresion de los resultados del estudio de almacenamiento
(cambio en los atributos sensoriales: calidad, color,
apariencia, firmeza y de peso) con respecto al tiempo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los puntajes obtenidos en la evaluacién sensorial para
los atributos: color (C), apariencia (A), firmeza (F) y calidad
sensorial total (Q), se ajustaron a un modelo matemético
(ecuacidn 1) que permitiera describir la velocidad de cambio

de éstos atributos con respecto al tiempo.
N=N~-K*t (1

donde: N, = valor inicial del factor de.calidad; N, = Valor del
factor de calidad en el tiempo t (dfas); K= constante cinética
de orden cero.

La ecuacién 1 corresponde a un modelo lineal (cinética
de orden cero), que ajusté mejor los datos experimentales en
comparacién al modelo exponencial (cinética de primer
orden). La constante K del modelo lineal que describe, para
cada tratamiento, la velocidad de cambio de cada atributo
con respecto al tiempo, se presentan en la Tabla 2.
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TABLA 2
Constante de orden cero (K) para la velocidad de cambio de atributos sensoriales y pérdida de peso de pimentones

durante el almacenamiento (5%1°C).
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Tratamientos Color Apariencia Firmeza Calidad Peso
K. (puntaje/dia) K, (puntaje/dia) K, (puntaje/diay KQ (puntaje/dia) K, (g/dfa)
Tratamiento T1 0,0295 £ 0,023 a 0,0929 + 0,024 a 0,1087 £0,027a 0,0806X0,021a 1,2018+0,296a
IS 0,87 0,96 0,95 0,97 0,96
Tratamiento T2 0,0291 0,027 a 0,0872 + 0,037 ab 0,0848 £0,024b 0,0703%0,023b  0,8636 £ 0,362 b
P ' 0,90 0,95 0,97 0,97 0,95
Tratamiento T3 0,0216 £0,019 a 0,0649 + 0,028 b 0,0696 £0,026b 00544+ 0,016b 06807 £0,229 ¢
P 0,62 0,92 0,95 0,92 0,92

Valores en una misma columna y con letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos para un nivel de significacién
de a=0,05. Los valores K, K, K, K , K, son las constantes de orden cero para la velocidad de cambio del color, apariencia, firmeza,

calidad (puntaje/dia) y peso (g/dia) respectivamente, y corresponden al promedio de diez réplicas desviacion estdndar. Puntaje/dia

indica el cambio en una unidad de la escala de puntaje compuesto,

Calidad (Q)

La velocidad de pérdida de la calidad sensorial total (Q)
de los pimentones almacenados se midié como el pardmetro
KQ (Tabla 2). El recubrimiento aplicado sobre todo el
pimentén (T3) redujo significativamente (p<0,05) la pérdida
de calidad en comparacién al control (T1). No hubo
diferencias entre los tratamientos T3 y T2 (p>0,05). Larazén
de cambio de calidad sensorial (Q/Q,) respecto al tiempo de
almacenamiento para cada tratamiento, se presenta en la
Figura 1. De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla
2, la escasa diferencia en apariencia, firmeza y la calidad
entre los tratamientos T2 y T3 (p>0,05), sugiere que en la
respiracién de los pimentones, el intercambio gaseoso se daria
principalmente en la zona del pediinculQ y. no a través de la piel
(18). Sin embargo, es posible que 1a ausencia de diferencias del
tratamiento T3 respecto al T2 pueda también deberse a fallas
en la adhesién del recubrimiento sobre la superficie de los
pimentones, el cual dependeria de factores como la estructura
delapiel y las caracteristicas de tensi6n superficial y viscosidad
de la solucién de recubrimiento (19, 20).

Este iiltimo aspecto requiere investigacién adicional. Se ha
informado que la modificacién de gas interno en frutos a 20°C es
mayor que a 4°C, originando mayores diferencias y variabilidad
entre los tratamientos, en estudios de almacenamiento de manzanas
con recubrimiento (21). En nuestra investigacion los experimentos
8¢ realizaron a 5+1°C 1o que probablemente disminuyé las
Posibilidades de observar mayores diferencias y variaciones entre
los tratamientos, debido a un cambio menor en la composicion del
&as interno en el fruto.

por dfa de almacenamiento. r* es el coeficiente de regresién.

FIGURA 1
Razén de cambio de la Calidad Sensorial Total (Q/Q,)
durante el almacenamiento (28 dias a 5+1°C) de
pimentones verdes: (O) T1, sin recubrimiento; (UJ) T2,
recubrimiento en la base del tallo; (A) T3, recubrimiento
sobre toda la superficie :

Razén de cambio en la calidad

o 5 10 15 20 25 30

dias de almacenamiento-

Color (C), apariencia (A) y firmeza (F) -

La velocidad del cambio de color (C) en los pimentones,
medido sensorialmente, sé calculé para cada tratamiento
como el pardmetro K . (Tabla 2). Durante el almacenamiento
no se observaron cambios notorios en el color, y el panel no
encontr6 diferencias entre los tres tratamientos (p>0,05). La
razén del cambio de color (C/C), del verde al rojo respecto
al tiempo de almacenamiento, se presenta en la Figura 2. El
cambio de color medido visualmente con el sistema NCS
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para los frutos recubiertos, se encontré en unrango de 110+8°
(datos no mostrados). Un dngulo Hue dc 0° rcpresenta un
rojo puro, mientras que un dngulo Hue de 180° representa un
verde puro. Tampoco se encontraron diferencias significativas
(p>0,05) entre los tres tratamientos. Estudios efectuados por
Lerdthanangkul y Krochta (4) con pimentones recubiertos
no encontraron un cambio substancial en el color. Estos
resultados sugieren que los recubrimientos comestibles no
afectaron el color, que es un indicador de la maduracién de
los pimentones.

FIGURA 2
Razén de cambio del Color (C/C,) durante el
almacenamiento (28 dias a 511°C) de pimentones verdes:
(0) T1, sin recubrimiento; ([J) T2, recubrimiento en la
base del tallo; ( A) T3, recubrimiento sobre toda la
superficie

18 | O

1,6 -

1,4 | é

1,2 4

-Razén de cambio en el color
(Ct/Co)

0 5 10 15 20 25 30
dias de almacenamiento

El efecto del recubrimiento sobre la apariencia, se evalué
calculando el parametro K, que mide la velocidad del cambio
de la apariencia para cada tratamiento (Tabla 2). La razén de
cambio de apariencia (A/A)) durante el almacenamiento se
presenta en la Figura 3. De acuerdo con los resultados se
encontré que el recubrimiento aplicado sobre todo el
pimentén (T3), redujo significativamente (p<0,05) la pérdida
de apariencia de los pimentones en comparacién al control
(T1). No se encontraron diferencias (p>0,05) entre los
tratamientos T2 y T3, ni entre los tratamientos T1 y T2 durante
el almacenamiento.

La velocidad de cambio de la firmeza medido como el
valor K, se muestra en la Tabla 2. Los tratamientos T2 y T3
redujeron significativamente (p<0,05) la pérdida de firmeza
en comparacién al tratamiento control T1. Sin embargo, no
hubo diferencias entre éstos dos tratamientos T2 y T3
(p>0,05). La Figura 4 muestra la razén de cambio de la
firmeza F/F, evaluada por los jueces durante el
almaccnamiento:

FIGURA 3
Raz6n de cambio de la Apariencia (A/A,) durante cl

almacenamiento (28 dias a 511°C) de pimentones verdes:
(O) T1, sin recubrimiento; ([J) T2,recubrimiento en la
base del tallo; (A) T3, recubrimiento sobre toda la

superficie
4
K
~~
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FIGURA 4
Razén de cambio de la Firmeza (F/F) durante el

almacenamiento (28 dfas a 531°C) de pimentones verdes:

(0) T1, sin recubrimiento; ([J) T2,recubrimiento en la
base del tallo; (A) T3, recubrimiento sobre toda la
superficie

Razén de cambio en la firmeza

0 5 10 15 20 25 30
dias de almacenamiento

Pérdida de peso

La pérdida de humedad se midié como la velocidad de
pérdida de peso, mediante el pardmetro (K) (Tabla 2). Los
valores de pérdida de peso de cada una de las muestras, dentro
de cada tratamiento, fueron significativamente diferentes entre
ellos (p<0,05). La razén de pérdida de peso (P/P ) respecto
al tiempo, se presenta en la Figura 5. Recubrimientos.
comestibles han sido aplicados para reducir la pérdida de
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peso durante el manejo y almacenamiento de productos
frescos (19, 21). Este resultado sugiere que la ruta de pérdida
de agua ocurre a través de la piel y la base del pedinculo, a
diferencia del intercambio de gases que se produciria
bdsicamente a través de la base del pediinculo o tallo, segiin
resultados anteriores.

FIGURA 5
Razén de cambio de la Pérdida de Peso (P/P ) durante el

almacenamiento (28 dias a 5+1°C) de pimentones verdes:
(0) T1, sin recubrimiento; (1) T2,recubrimiento en la

base del tallo; (A) T3, recubrimiento sobre toda la
superficie

Razon de perdida de peso
(Pt/Po)

0 5 10 15 20 25 30 35
dias de almacenamiento

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en este estudio se
concluye que el recubrimiento basado en carboximetilcelulosa
(CMQ) y lipidos (4cido graso estedrico), fue efectivo para
reducir el deterioro por flaccidez y marchitamiento de los
pimentones durante el almacenamiento. Pimentones
recubiertos en la totalidad de su superficie (T3) tuvieron una
significativa menor pérdida de la calidad sensorial total,
firmeza y apariencia, y ademds tuvieron una menor pérdida
de peso en comparacién al fruto sin recubrir (control)
(p<0,05).

Asimismo los pimentones recublertos totalmente sobre
su superficie (T3) tuvieron una menor pérdida de peso
(p<0,05) en comparacion a los pimentones recubiertos s6lo
en la base del pedinculo (T2). Sin embargo, entre ellos no
hubo diferencias (p>0,05) en cuanto a calidad sensorial total,
color, firmeza y apariencia. El color de los pimentones fue el
atributo que menos cambié entre los tres tratamientos
(p>0,05). Se recomienda realizar estudios sobre
humectabilidad (wettability) y adherencia de recubrimientos
sobre la superficie de los pimentones y sus efectos sobre la
calidad del mismo.
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RESUMEN. Numerosos estudios han demostrado que debido a
diferentes causas, existe un déficit en la ingesta de fibra en la
poblacién adulta mayor, la cual puede causar diferentes patologias,
tales como constipacidn, cdncer de colon, diverticulosis. Para
ofrecer alternativas de solucién a esta realidad se desarrollaron
formulaciones de espaguetis enriquecidos con fibra dietética, por
ser un alimento de consumo habitual. La fibra usada fue harina de
salvado de lupino dulce (Vitafiber) y se empleé gluten (Vital de
trigo 75%) como aditivo mejorador. Se us6 el método de superficie
de respuesta para optimizar la formulacién, con un disefio rotacional
compuesto, con dos variables, ensayando concentraciones entre 7,14
y 14,29% de harina de salvado de lupino dulce y 0,1 a 2,0% de
gluten como variables independientes. Las variables dependientes
fueron las respuestas de 10 jueces entrenados que evaluaron los
diferentes pardmetros de calidad sensorial (color, forma, olor, sabor
y textura) con el test de Karlsruhe de 9 puntos. La formulacién
optimizada correspondié a la elaborada con 66,7% de sémola, 7,14%
de harina de salvado de lupino dulce, 24,7% de agua y 1,05% de
gluten. Este producto optimizado fue enriquecido con 0,019% de
un premix de vitaminas (A, E, B,, D, y 4cido f6lico) y 0,41% de
minerales (Ca, Fe, Zn) de forma tal que 100 g de fideos secos
cumplieran con aportar alrededor del 30% de las recomendaciones
de la IDR para adultos mayores. El producto final contiene 11,05
g/100g de fibra dietética total, 984 Ul de vitamina A, 4,52 Ul de
vitamina E y 0,38mg de vitamina B, por 10Qg y 208 mg de Calcio,
3,16 mg de Hierro y 4,8 mg de Zinc, por 100g, respectivamente. Se
concluye que el producto elegido es un buen vehiculo para aumentar
el consumo de fibra dietética, por ser un alimento de uso habitual,
de preparaci6én simple y de facil consumo.

Palabras clave: Espaguettis enriquecidos, alimentos con fibra
dietética, optimizacién de formulaciones, adulto mayor.

INTRODUCCION

Se ha propuesto el desarrollo de alimentos enriquecidos
con fibra dietética, vitaminas y minerales para el adulto
mayor, cuya base la constituyen estudios previos acerca de
la ingesta de nutrientes y de la prevalencia de enfermedades
metabdlicas, con el propdsito de contribuir a mejorar la
calidad de vida de este grupo etario (1,2).

Los efectos fisiolégicos de la fibra dependen de las
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SUMMARY. Optimization of a spaghetti formula enriched wich
dietary fibre and micronutrients for elderly people. Several stud-
ies have demonstrated low dietary fiber intake in elderly people,
which increases the risk of diseases such as constipation, colon
cancer and diverticulosis. A spaghetti formula enriched with lu-
pin fibre was developed to increase the dietary fibre intake in eld-
erly people, as spaghetti are frequently consumed in this age group.
Sweet lupin bran (Vitafiber®) was used as fibre source and gluten
was used as improving additive. Response surface methodology
with a two variable composite rotatable design was applied to
optimize the formulations. The independent variables were lupin
bran (7.14 -14.29%) and gluten Vital (0.1-2.0%). The dependent
variables were the responses of a trained 10-member sensory panel
who evaluated the sensory quality parameters color, shape, aroma,
flavor and texture by the Karlsruhe 9-point test. The optimized
formula was prepared with 66.7% semoline, 7.14% lupin bran,
1.05% gluten and 24.7% water, enriched with 0.019% of a vita-
min premix (A. E, D, B,, B,, and folic acid) and with 0.41% of a
mineral premix (Ca, Fe, Zn), in order to meet 30 % of the RDA for
the elderly per 100 g dry spaghetti. The dietary fibre content of the
optimized product was 11.05 g/100g. The study showed that fibre-
enriched spaghetti formula is a good way to increase dietary fibre
intake in elderly people, as it is a common food, simple to prepare
and easy to eat. ‘

Key words: Enriched spaguetti, fibre-enriched food, formula
optimization, elderly.

propiedades fisico-quimicas de la fuente de fibra (3,4). La
fibra insoluble es muy efectiva en aumentar el volumen fecal
debido a que pasa intacta a través del tracto gastrointestinal
y contribuye a la formacién de heces voluminosas y suaves,
disminuyendo asf el tiempo de trdnsito intestinal y la presion
colénica. Por esta raz6n tiene poco efecto metabélico (5).
La fibra soluble, especialmente cuando aumenta la viscosidad
del contenido intestinal, tiene mayor efecto en reducir los
niveles plasmidticos de colesterol (6), reducir la respuesta
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glicémica postprandial (3) y retardar el vaciamiento géstrico.
Otro efecto de la fibra dietética es disminuir la
biodisponibilidad de proteinas, grasas y algunos minerales y
vitaminas (7,4). Este efecto no estd del todo esclarecido y es
necesario seguir investigando acerca de las fracciones de la
fibra dietética que podrian ser las causantes de la modificacién
de la biodisponibilidad de los diferentes nutrientes (8,9).
Estudios clinicos indican que la adicién de fibra a la dieta
puede causar inicialmente una severa flatulencia, sintoma que
desaparece luego de algunas semanas de tratamiento. Este
fenémeno podria explicarse por el reemplazo de
microorganismos productores de gases por otros que los
producen en menor proporcién, como lactobacilos y
estreptococos (10).

Entre las fuentes naturales de fibra se encuentran los
cereales, leguminosas, frutas y hortalizas. Un subproducto
del proceso de obtencién de la harina de lupino (Lupinus
albus var. Multolupa) lo constituye la céscara o salvado (11-
14). La cdscara estd compuesta principalmente de
polisacéridos estructurales (fundamentalmente celulosa) y se
considera una buena fuente de fibra dietética (15). En la
literatura es posible encontrar una serie de trabajos
relacionados con la incorporacién de harina de lupino dulce
a diferentes productos con el fin de mejorar su contenido
proteico, tanto cuali como cuantitativamente. Entre otros se
pueden mencionar: galletas, (16,17); mermeladas (18);
alimentos infantiles (19), fideos (20) y pan (21). ]

Existe un producto comercial a base de salvado de
lupino, Vitafiber, que contiene 84% de fibra dietética, con
4,5% de fibra soluble y 79,5% de fibra insoluble, que ha
sido empleado con éxito en la elaboracién de diferentes
variedades de galletas (22,23), de bizcochuelos (24,25), de
magdalenas (26), de bebidas (27) y de pan (28). Este producto
tiene una granulometifa tal que permite su manejo como si
fuera una harina de trigo, lo que facilita su incorporacién a
tan variado grupo de formulaciones.

El objetivo del estudio fue diseiiar, elaborar, optimizar
la calidad - al incorporar harina de salvado de lupino y de
gluten - y controlar la calidad de una formulacién de
espaguetis para el adulto mayor, que aporte fibra dietética,
vitaminas y minerales, segiin recomendaciones nutricionales
internacionales para este grupo.

MATERIAL Y METODOS

Para la elaboracién del producto se utilizaron las
siguientes materias primas: Sémola especial A (Lucchetti
S.A, Chile), harina de salvado de lupino dulce (HSL)
(Vitafiber, Avelup, Chile), gluten Vital de trigo 75%
(Granotec, Chile), vitaminas A, D, E, B2, B12, Acido Félico
(Roche, Suiza), sulfato ferroso (Roche, Suiza), sulfato de zinc
monohidratado (Roche, Suiza), fosfato de calcio dibdsico

(Merck, Alemania).

Los equipos empleados fueron los siguientes: Equipo
piloto para elaborar pastas (La Prestigiosa 2500), balanza
granataria (Sartorius, balanza analitica (Mettler BB 244),
tinel de aire forzado con registro automdtico de la
temperatura (Salva), higrémetro (Novasina TH 200
Defensor), cromatégrafo HPLC (Perkin Elmer LF 30,
Detector arreglado de Yodo 375 C, Bomba Serie 440 para
vitaminas hidrosolubles y serie 10 para liposolubles),
espectrofotémetro de Absorcién Atémica (Perkin Elmer)

El trabajo se realizé en las siguientes etapas:

* Eleccidn, caracterizacién y controles de las materias
primas

Ensayos preliminares

Elaboracién de los espaguetis

Evaluacién sensorial

Optimizacién de la formulacién a elaborar

Controles fisicos, quimicos y microbiolégicos del
producto optimizado

* % X X %

Caracterizacion y controles de las materias primas:
Se realizaron los siguientes andlisis fisicos y quimicos en
triplicado a la sémola especial A y a la harina de salvado de
lupino dulce:

Sémola especial A: Humedad, granulometria, aspecto y
color (inspeccidn visual), gluten, cenizas, acidez (29), fibra
dietética (30).

Harina de salvado de lupino dulce (HSL): Humedad,
extracto etéreo, proteinas, cenizas, fibra dietética (30).

Tanto en ambas materias primas como en el producto
optimizado, se realizaron los siguientes controles y recuentos
microbiolégicos: Recuento total de gérmenes aerobios
meséfilos viables, de hongos, levaduras de coliformes totales,
Escherichia coli y Staphyllococcus aureus (31).

Vitaminas y minerales: Las vitaminas tienen calidad
certificada (Roche S.A. Divisién Vitaminas, Chile). Se
adicionaron en una premezcla, calculada para que 100g de
espaguetis secos tuvieran un 30% del IDR para el adulto
mayor. En la Tabla 1 se presenta la composicién de la
premezcla usada. '

" Los minerales son calidad pro andlisis; la procedencia
de las sales empleadas se sefiala al inicio de esta seccién. En
la adicién de minerales, para hierro y zinc también se
consideré un 30% del IDR para adultos mayores. Para el
calcio, en cambio, se consideré el 30 % del IDR para 150 g
de espaguetis secos, debido a los problemas de solubilidad
del fosfato dibdsico de calcio elegido. En la Tabla 1 se
presenta la composicién de esta premezcla.
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TABLA 1

Vitaminas y minerales adicionadas a la formulacién optimizada de espaguetis

Vitaminas RDA mg /100 g Forma Actividad mg/100 g

(51 afios y mds) materias primas” comercial formulacién
adicionados

A 3.333 Ul** 500 UI**  Vit. A Palmitato 250 CWS*#** 250 Ul/mg 6.89

D 200 UI** - Vit. D, 100 CWS*#** 100 Ul/mg 1.33

E 15 Ur** 2U1** Vit. E 50 % CWS*** 50% 9.01

B, 2.0 meg - V1t B,0.1 % 0.10% 0.87

Ac. félico 200 mcg 26 mcg Acido folico 90% 0.07

B, 1.4 mg 0.3 Riboflavina 100% 0.33

Hierro 10 mg 3 Sulfato ferroso 31.6 % 1.05

Calcio 800 mg 58 Fosfato de calcio dibdsico 30 % 400

Zinc 15 mg 0.70 Sulfato de zinc monohidratado 353 % 12.18

* gporte natural de las materias primas
** Ul Unidades Internacionales
*#% CWS hidrosoluble

Gluten: Corresponde a un producto comercial
denominado “gluten Vital de trigo 75%” (Granotec), de
calidad aprobada para alimentos (32). Posee un buen grado
de hidratacién (150 a 200% de su peso) y coagula a 85°C,
favoreciendo la estructura.

Ensayos preliminares: Se realizaron ensayos
preliminares con el fin de estandarizar las variables de
elaboracion de los espaguetis: proporcion de agua, tiempos
de humectacién y homogeneizacion, temperatura, etc. para
uniformar el manejo de la masa en el equipo piloto de
elaboracién.

Elaboracién de los espaguetis: Las diferentes
formulaciones desarrolladas durante el estudio, se elaboraron
en la industria Lucchetti S.A. (Regién Metropolitana,
Santiago, Chile) usando un equipo piloto para elaborar pastas.
Las diferentes etapas del proceso de elaboracién empleado,
fueron: E] pesaje se realizé en balanza de granatario
(Sartorius, capacidad 3 kg). La homogeneizacién se hizo
por mezclado para lograr una distribucién uniforme de los
componentes. Las vitaminas y minerales se adicionaron
gradualmente a la sémola del producto ya optimizado.
Posteriormente se mezcl6 durante 5 minutos en la cdmara
mezcladora del extrusor. La humectacién hasta 33% de
humedad, se realizé afiadiendo el agua lentamente (15
minutos) para formar una masa himeda y homogénea,
cuidando de dosificarla correctamente para evitar que los
espaguetis se adhieran entre sf 0 a la miquina, se rompan o
queden con manchas blancas. El amasado y la extrusién se
llevaron a cabo segiin las operaciones establecidas en la
Industria, empleando un cilindro con espiral que hace ambas

operaciones, al vacio, evitando asi la presencia de zonas
opacas, mds débiles, en el producto final y a la vez
controlando la accién de la lipogenasa que decolora los
carotenoides del trigo, lo que produce la aparicién de vetas
en el producto final. El secado se realizé sobre varillas de
aluminio, en tinel de aire forzado, con registro constante de
la temperatura. Esta etapa se realizé en tres tiempos: (I)
presecado, con temperaturas desde 41,9°C hasta 72,2°C, la
humedad bajé hasta un 22% (II) fue el mds largo, ya que se
consolidé el secado, pasando por temperaturas desde 76,5°C
hasta 88,6°C durante 5 a 6 horas. El producto alcanzé un
12% de humedad o menos. (II) El producto pasé por una
zona donde la temperatura fue cada vez mas baja, hasta llegar
a 33°C aproximadamente. Este es un proceso continuo que
tarda entre 6 y 7 horas, en el cual se lleva un registro
automdtico de la temperatura. El envasado se realizé
manualmente en bolsas de polietileno y papel opaco, para
prevenir las pérdidas posibles de vitaminas (33), a 20-25°C
y 55- 60% de humedad relativa.

Evaluacién sensorial: Simultdneamente se realizé el
entrenamiento de los panelistas que evaluarian la calidad de
los espaguetis durante la optimizacién de la formulacidn. El
panel estuvo constituido por 10 jueces de 20 a 55 afios de
edad, de ambos sexos, entrenados en otros tipos de alimentos
y que recibieron un entrenamiento adicional para evaluar
calidad de espaguetis. Para tal efecto, se programaron 10
sesiones de evaluacién de diferentes tipos de espaguetis
comerciales y también productos de los 6 ensayos
preliminares de este estudio, que presentaban diferentes
defectos, y que fueron sometidos a distintos tiempos de
coccidn. Se obtuvo asi una variada gama de defectos posibles.
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Se aplic el test general de Karlsruhe (34) evaluando en panel
abierto los pardametros color, apariencia y forma en espaguetis
sin cocer y estos mismos pardmetros més sabor, olor y textura
en espaguetis cocidos. La coccién se realizé en proporcién
1:10 de agua a 98°C, adicionada de 6% de aceite de maiz y
6% de sal comdn, durante 12 minutos, luego se escurrieron
y sirvieron calientes en platillos codificados. Con los mismos
panelistas se definieron los descriptores de los pardmetros de
calidad que mejor definen la calidad organoléptica del
producto, en escalade 1 a 9.

El entrenamiento permitié unificar criterios en el
significado de cada uno de los descriptores usados en los
tests y elaborar la escala de Karlsruhe para espaguetis (Tabla
2). La calidad total de los espaguetis corresponde a la
sumatoria del valor promedio ponderado del pardmetro (34),
de acuerdo a la férmula

calidad total = 0,15 apariencia + 0,10 color + 0,05 olor +
0,10 forma + 0,30 sabor + 0,30 textura

TABLA 2
Tabla de Karlsruhe para espaguetis con fibra de lupino

Caracte- Calidad Grado 1: Caracteristicas Tipicas Calidad Grado 2: Deterioro Tolerable Calidad Grado 3: Deterioro Indeseable
risticas Excelente Muy Buena Buena Satisfactoria Regular Suficiente  Defectuosa Mala Muy Mala
9 8 7 6 5 4 3 2 1

Apariencia | Muy unifor- | Uniforme. Ain uniforme. | Algo Desuniforme. | Muy Deformaciones | Deformaciones | EXcesivas
me y regular |Homogéneo. |Escasaspecas/ | desuniforme. | Abundante | desuniforme.|marcadas.  [muy.marca- |deformaciones.
entodas las  |Particulas puntos finos. Pecas/puntos | presenciade | Marcada Pecas/puntos |das. Pecas/  |Excesivas
unidades. uniformes. Particulasatin | claramente | pecas/puntos. | presenciade [grandesy puntos muy | Pecas/puntos.
Particulas muy| Algunos uniformes. perceptibles. | Levemente pecas/puntos. (abundantes. |abundantes y
uniformes. puntos/pecas heterogénea. | Algo Heterogénea. |grandes.

Pecas/puntos | finos. heterogénea. Muy hetero-
apenas génea.
perceptibles.

Aroma Muy tipico, |Tipico, suave |Adn tipico, sua-| Leve aromaa |Moderadoa | Aroma acru-|Presencia Presenciade |Presencia
suave a fibra. |a fibra. ve a fibra. Ain | crudo (harina). | crudo. Marca-| do atn tolera- acentuada de |aromas intolerable de
Equilibrado. [Equilibrado. |equilibrado. Moderadoa | do afibra. ble. Excesivo {aroma a cru-  [extrafios. aroma

fibra. a fibra. do. Muy ex- extrafio.
cesivo a fibra. Repugnante.

Color Beige-amarillo| Beige-amari- | Beige-amarillo /Beige—amaﬂllo Beige-amari- | Beige-amari- |Café oscuro. [Café muy Color muy
muy tipico.  |llo tipico. atn tipico. algo oscuro. | llo oscuro. llo muy oscu-{ Atipico. oscuro. Muy |alterado.

-1 Muy unifor- ) Uniforme. Ligeramente Algo opaco. | Opaco. ro. Muy opa- | Desuniforme. |atipi-co. Muy |Marcadamente
me. Brillo  [Brillo natural. |oscuro Adn Algo co. Algo desuniforme. |desuniforme.
muy natural. brillante. disparejo. desuniforme.

Forma Unidades muy|Unidades bien | Unidades ain | Algunas Algunas uni- | Unidades  [Unidades Las unidades | Las unidades
bien formadas.| diferenciadas. |formadas. unidades dades algo pegoteadas. jmuy pegotea- {no se dife-{nose
Muy bien Bien Separadas. ligeramente | pegoteadas. | Adhesivas. }das. Nose rencian. As-|distinguen.
diferenciadas. |formadas. .| pegoteadas. Dificil de separan (en  [pecto masa.|Amorfo.

separarlas. bloque). Algo amorfo.

Sabor Muy caracte- |Caracterfstico. | Atdn caracteris- | Leve sabora | Moderado Sabor a crudol Presencia Presenciade (Presencia
ristico. Sabor |Sabor tipico, | tico. Atin tipico, | crudo (harina). | sabor a crudo | aiin tolerable.|acentuada de [sabor extra- |intolerable de
muy tipico, {suave afibra. |suave a fibra. Moderado (harina). Excesivo sabor a crudo. |fio.Incomible. |sabor extrafio.
suave a fibra. |Equilibrado. | Adnequilibra- | sabora fibra. | Marcado sabor a fibra. | Sabor a fibra Repugnante.
Equilibrado. do. sabor a fibra. Mmuy excesivo

Textura Firme. Aln firme. Algo duro o Duro o blan- | Muyduroo | Texturaalte- |Demasiado  |Muy ¢ Demasiado
Adhesividad |Ligeramente [blando. Buena | do. Faltade muy blando. | rada pero ain(blando. pastosos. pegajosos.
caracteristica. |adhesiva. adhesividad y cohesividad, | Almasticarse | aceptable. Pastosos. Muy Repugnante.
Masticabilidad| Masticabilidad | masticabilidad. | la masano se |separan los Muy adhesi- |Deshechos. |pegajosos. |Muy pastoso.
6ptima. Muy |muy buena. Algo 4spera. integra al mas- | trozos no in- | vo. Muy pe-
levemente Levemente ticar. Algo pe- | tegrados. Sin | gajoso.Extre-
4spera dspera. gajosa.Aspera. | cohesividad. | madamente

Pegajososo dspero .

Muy dspero.
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Optimizacién de la formulacién. De acuerdo al disefio
experimental proporcionado por la metodologia de superficie
de respuesta (MSR) (35,36) se elaboraron formulaciones con
concentraciones entre 7,14 y 14,29% de HSL yentre 0,10y
2,0% de gluten. La formulacién seleccionada fue enriquecida
con vitaminas y minerales, se consideraron las
recomendaciones del NRC (1989) que sefiala que las pastas
secas se enriquecen con un 25-30% de la ingesta diaria
recomendada (IDR) por porcién (100-150g). Se considerd
ademds un 10% de sobredosificacién para contrarrestar las
posibles pérdidas durante el proceso de elaboracién,
eligiéndose el proceso de secado continuo, ya descrito, y
cumplir asf con los niveles establecidos (37-40). Las
vitaminas y minerales se adicionaron en estado sélido al
producto optimizado, antes de elaborar la masa, por ser ésta
la forma habitual en que se agregan en la industria molinera.

Disefio experimental: Se eligié el disefio 2* que
corresponde a un disefio compuesto central bidimensional
rotacional con dos variables, X, ¥yX,a 3 niveles. Las variables
independientes fueron gluten y HSL. La variable dependiente
corresponde a la calidad sensorial, determinada con el panel
entrenado empleando el test de Karlsruhe y laescalade 1 a 9.

El mimero de formulaciones elaboradas segiin este disefio
correspondié a 13. Se usé una tabla de nimeros aleatorios
para definir el orden en que se presentaron las formulaciones
al panel. _

La matriz del disefio experimental empleado se presenta
en la Tabla 3.

TABLA 3
Disefio experimental central compuesto rotacional

Nimero Variables codificadas Variables naturales
de ensayo -
X, X, HSL  Gluten vital
1 -1 -1 8.18 0.38
2 1 -1 13.25 0.38
3 -1 1 8.18 1.72
4 1 1 13.25 1.72
5 -1414 0 7.14 1.05
6 1414 0 14.29 1.05
7 0 -1414 10.72 0.10
8 "0 1414 10.72 2.00
9 0 0 10.72 1.05
10 0 0 10.72 1.05
11 0 0 10.72 1.05
12 0 0 10.72 1.05
13 0 0 10.72 1.05

La ecuacién que representa este modelo es un polinomio de
segundo orden:

Y=B, +B X +B X, +B, (X)) +B,,X,)+B X X,

donde B, B, B:,: B,n2 BL2 corresponden a los coeficientes de
regresién cuyos valores fueron determinados usando el
programa Statgraphics plus versién 2,0 (Manugistics, Inc.). Se
seleccionaron los de mayor significacién (prueba de Fisher) y
construyeron los graficos de MRS y de contorno (41).

Controles fisicos, quimicos y microbioldgicos del
producto optimizado: Se determiné humedad (30), actividad
de agua, proteinas por método de Kjeldahl (30), lipidos (30),
cenizas totales por calcinacién a 500°C (30), vitaminas A,
B,, E'y D por cromatografia liquida de alta presién, calcio,
hierro y zinc por espectrofotometria de absorcién atémica
(30) y fibra dietética total, soluble e insoluble, por método
enzimdtico de (42). Se realizaron recuentos de aerobios
meséfilos totales (31), de hongos y levaduras (31), de
coliformes totales (31), de Escherichia coli (31) y de
Staphylococccus aureus (31), considerando los criterios del
Reglamento Sanitario de Alimentos (43).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizaciéon y controles de las materias primas:
Los resultados de los controles realizados a los dos principales
componentes de la formulacién, sémola y harina de salvado
de lupino, se presentan en las Tablas 4 y 5, respectivamente.

TABLA 4
Andlisis fisicos, quimicos y microbioldgicos
de la sémola especial A

Andlisis Fisicos Resultados*
Granulometria 70% bajo 300 micrones
Color amarillo d4mbar claro
Analisis Quimicos (g/100g) X + DE
Humedad 120% 1,06
Gluten (seco) 9.0+ 1,73
Cenizas totales 075+ 0,98
Acidez (en H,) 0.25+ 0,56
Fibra dietética total (base himeda) 241% 0,12
Fibra dietética total (base seca) 284+ 0,17

Andlisis microbiolégico (ufc/g)
Recuento total de aerobios meséfilos 500

Hongos y levaduras <10
Coliformes totales <10
Eschertichia coli <10
Staphylococcus aureus coagulasa (+) <10

*resultados promedio de 3 repeticiones
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Analisis fisicos, quimicos y microbiolégicos de la harina
de salvado de lupino dulce

Analisis Quimicos (g/100g) Resultados*
X *DE
Humedad 7.6 +£0.99
Extracto etéreo 0.6+1.53
Proteinas 3.6+1.48
Cenizas 2.1 £0.75
Fibra dietéfica total (base himeda) 84.0+1.97
Fibra dietéfica total (base seca) 91.3+1.99
Fibra dietética insoluble (base himeda) 79.5 £2.21%**
Fibra dietética soluble (base himeda) 4.5+ 1.91**
Andlisis microbioldgico (ufc/g)
Recuento total de aerobios mes6filos 220
Hongos y levaduras <10
Coliformes totales <10
Eschenchia coli (ufclg) <10
Staphyicoccus aureus coagulasa + <10

* resultados promedio de 3 repeticiones **Pak (44)

Elaboracién del producto: Al adicionar HSL a la
formulacién tradicional de espaguetis, las caracteristicas de
la masa se modificaron, por lo que fue necesario adicionar
gluten de trigo, cuya concentracién constituyé una de las
variables independientes de este estudio.

Optimizacion del producto: Los valores o de la
variable independiente HSL se determinaron en forma
préctica, elaborando formulaciones con diferentes contenidos
de HSL.

En la Tabla 4 se presentan las concentraciones de HSL y
de gluten calculadas para cada variable codificada.

Los resultados de las variables dependientes
determinados con el test de calidad por pardmetro de 9 puntos
de Karlsruhe se presentan en la Tabla 6.

Al realizar el andlisis de regresién para la variable
respuesta, fueron color y textura las que alcanzaron los
mayores coeficientes de determinacién. En la Tabla 7 se
presentan los coeficientes de determinacién (R?), los niveles
de significacién del andlisis de varianza (p) y el estadigrafo
de Durbin-Watson para estos parametros.

TABLA 6
Resultados de las variables respuesta utilizando el método de Karlsruhe.

Variable
independiente Puntajes de las variables dependientes*
(%) '
HSL gluten Apariencia Aroma Color Forma Sabor Textura Calidad Total
vital X +DE X +DE X +DE X+DE X+ DE X +DE X +DE
10.72 1.05 7.7240.83 7.5610.51 7.44+0.77 8.1110.54 7.3340.63 7.56£1,03  7.5610.97
10.72 1.05 7.00+0.79 7.3310.32 7.2240.64 8.11+0.09 6.89+0.75 7.33+0.88  7.22%1.21
8.18 0.38 7.3340.76 7.7840.34 7.89£0.63  7.4140.25 7.8910.81 7.44+0.85 7.62%1,09
7.14 1.05 8.6110.77 . 8.44+041 8.39+0.73  8.3940.39 8.11+0.59 8.00£1.09 8.23%1.13
14.29 1.05 7.1140.81 7.2240.30 6.89+0.69 8.00+0.09 7.1110.48 7.17£1.25 7.2041.05
10.72 1.05 8.11+0.53 7.7840.23 7.7240.85 8.11+0.19 7.7840.51 7.78£0.96  7.8610.95
10.72 0.10 8.1140.41 8.112£0.29 7.89+0.71 8.2240.24 7.8910.62 7.5010.89  7.85+1.21
10.72 1.05 7.7840.38 8.00+0.31 7.72+0.48  8.00+0.31 7.78+0.70 7.56+1.00  7.74%1.06
13.25 1.72 -7.5610.62 7.5610.47 7.5610.68 7.78+0.29 7.6710.57 7.3310.85 7.54%1.58
13.25 0.38 7.7840.51 7.56£0:45 7.39£049 7.83+0.23 7.67£0.47 . 6.83x0.78 7.42+1.78
8.18 1.72 8.11£0.78 8.0010.51 8.17+0.58  8.33+0.27 7.7840.67 7.90£0.69  7.98+1.64
10.72 2.00 8.0640.81 7.72£0.47 7784049 8.44+0.16 7.5610.39 7.33+0.74  7.6840.79
10.72 1.05 7.8940,64 7,67+£0.39 7,78+0.65 8.00+0.17 7.4410.51 7.3910.83  7.59+1.04

*Valores promedio del panel (n=10)
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TABLA 7
Andlisis de regresion de los puntajes para color y textura

Variables
dependientes

R? ajustado p
por g. de 1. (%)

Estadigrafo
Durbin Watson

72.839
60.920

0.0006
0.009

2.22
2.12

Color
Textura

Para ambos pardmetros, la relacién entre las variables es
estadisticamente significativa (p< 0,01). De acuerdo con los
valores de R? ajustados (lo cual es mds dtil para comparar
modelos, con diferentes variables independientes) los
modelos, representados por las ecuaciones (1) y (2), explican
el 72,83% de la variabilidad del color y el 60,92% de la
variabilidad de la textura, respectivamente.

Tanto para color como para textura, el estadigrafo de
Durbin.Watson, que determina si existe alguna correlacién
significativa de los residuos basado en el orden en el cual se
encuentran los datos, es mayor que 1,4 lo que indica que no
existe autocorrelacién entre los residuos.

Las ecuaciones ajustadas para textura y color fueron:

(1) textura = 7,52348 + 0,294225 x HSL + 00899483 x gluten -
0,08566527 x gluten?

(2) color = 7,5421 - 0,403915 x HSL + 0,1677 x gluten?

Como puede observarse, el puntaje para textura aumenta
al disminuir los niveles de HSL y al aumentar los niveles de
gluten (Figura 1). Los puntajes mayores de textura
corresponden a 8,0 y a 7,9 con niveles de HSL que van desde
(-1,2) hasta (-1,6) y de gluten desde (-0,6) hasta (-1,2) (Figura
2). Se eligié un nivel medio para gluten (0) ya que
incrementos mayores de glutén no tuvieron un efecto
significativo sobre la textura. Para HSL se decidi6 utilizar el
nivel (-1,414) con el que se obtuvo un puntaje de 7,94.

FIGURA 1
Superficie de respuesta para textura
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FIGURA 2
Gréfico de contorno para textura
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El comportamiento del color es similar con respecto a la
HSL; sin embargo, con respecto al gluten es diferente, ya
que el puntaje de color incrementa tanto al aumentar como
al disminuir los niveles de gluten (Figura 3). Sin embargo, el
rango de incremento es minimo (Figura 4) y no es
estadisticamente significativo. Al sustituir los valores de las
variables codificadas seleccionadas (-1,414 para HSL y 0
para gluten) en las ecuaciones ajustadas para textura y color,
se obtuvieron puntajes de 7,94 y 8,11 para estos pardmetros,
respectivamente, lo cual califican al producto, segtin la escala
de Karlsruhe empleada, como muy bueno. Los valores reales
de las variables codificadas seleccionadas, corresponden a
7,14% de HSL y a 1,05% de gluten Vital.

FIGURA 3
Superficie de respuesta para color

color
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FIGURA 4
Griéfico de contorno para color
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La férmula del producto final se presenta en la Tabla 8 y
los andlisis fisicos, quimicos y microbioldgicos en la Tabla
9. Se observa que el producto contiene un 11,05 g/100g de
fibra dietética total (base himeda), con una relacién de fibra
soluble: fibra insoluble de 1:4,5. Esta fibra dietética seria
aportada tanto por la HSL (8,56 g/100g en base seca) como
por la sémola de la formulacién (1,61 g/100 g en base seca).
La fibra dietética de la HSL proporciona 8,10 g/100 g de
fibra insoluble (base seca) y 0,46 g/100g de fibra soluble (base
seca)(43), en tanto la sémola aporta 0,96 g/100g de fibra
insoluble y 0,71g/100g de fibra soluble, ambas en base seca.

TABLA 8
Formulacién optimizada de espaguetis

Materias primas Formulacién (%)

Sémola especial A 66.66
Harina de salvado de lupino dulce 10.71
Gluten Vital o 1.05
Premix vitaminas 0.019
Premix minerales 0.413
Agua ’ 21.14

Si consideramos que en un tiempo de comida se consumen
alrededor de 50-70 g por preparacién culinaria, el aporte de
fibra serfa de 5,5-7,7 g de fibra dietética, la que representa
aproximadamente un 30% del consumo diario, ya que en los
otros tiempos de comida se estaria ingiriendo el resto de fibra
dietética. Al entregar cantidades mayores de fibra, éstas no
fueron bien toleradas, especialmente por saciedad y hébitos
alimentarios arraigados (45,46).

Respecto al aporte de vitaminas se observa que los niveles
quedaron entre ¢l 9 y 15% del nivel preestablecido, lo que
podria deberse al efecto térmico del proceso. Sin embargo,
los valores alcanzados se encuentran dentro de los niveles
sefialados para pastas por la FDA (31). La vitamina D no fue
detectada, esto podria deberse a que la sobredosificacion usada

no fue suficiente para contrarrestar las pérdidas por efecto
del proceso de elaboraciéon o a una deficiente
homogeneizacién en la masa del producto la que es resultante
de la forma cristalina empleada y a que el premix fue
adicionado en forma manual. Al trabajar a escala industrial
la adicién de ambas premezclas puede mejorarse empleando
un dosificador volumétrico y estableciendo la velocidad y

tiempo de mezclado segiin el tamafio de particula.

TABLA 9
Controles fisicos, quimicos y microbiolégicos
de 1a formulacién optimizada de espaguetis

Analisis fisicos Resultados*
Actividad de agua 0.445
Andlisis quimicos (g/100g) X+ DE
Proteina (N x 6,25) 9.8+ 1.07
Lipidos 29+0.99
Cenizas totales 1.4+0.32
Fibra dietética total 11.05+1.03
Fibra dietética soluble 2.04 +0.88
Fibra dietética insoluble 9.01 + 0.57
Humedad 11.45 +1.01
Extracto no nitrogenado (calculado) 63.40 + 1.89
Vitamina A Ul /100g 984 +3.87
Vitamina E Ul/100g 452+ 1.38
Vitamina D UI/100g no detectada
Vitamina B, mg/100g 0.38+0.01 .
Calcio mg/100g 2.8+2.56
Hierro mg/100g 3.16 055
Zinc ~ mg/100g 4.8 +0.68
Controles microbiolégicos (ufc/g)

Recuento total de aerobios meséfilos 100
Recuento de hongos y levaduras <10
Recuento de Coliformes totales <10
Recuento de Escherichia coli <10
Staphylococcus aureus coagulasa + <10

*resultados promedio de 3 repeticiones

Los minerales hierro y zinc estdn entre 4 y 5% por debajo
de las cifras especificadas en el disefio del producto. El calcio
al contrario tiene un 4% de exceso del valor especificado
inicialmente, el que podria provenir de las materias primas.

CONCLUSIONES

Es posible elaborar espaguetis con un contenido de fibra
dietética de 11,05 g/100 g y una relacién de fibra soluble:
fibra insoluble de 1:4,5.

Este nivel de fibra corresponde a una ingesta 7,7g por
racién, la que sumada con otros alimentos de consumo
permite alcanzar valores promedio de hasta 20 g.
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El producto elegido constituye un buen vehiculo para
aumentar el consumo de fibra dietética del adulto mayor,
por ser un alimento de uso frecuente en su alimentacion, de
preparacion simple y de facil consumo. '

El producto fue enriquecido con 984 Ul/100g de vitamina
A, 4.52 UI/100g de vitamina E, 0.38 mg/ 100g de vitamina
B2 , 4cido félico y vitamina D3, valores que corresponden
entre el 25 y el 30% del IDR para adultos mayores de 51
afios.

El enriquecimiento con minerales sefiala que el producto
aporta 2.8 mg/ 100g de calcio, 3,16 mg/100g de hierro y 4,8
mg/100g de zinc, valores que corresponden aproximadamente
al 25-33% del IDR para adultos mayores de 51 afios.

La metodologia de Superficie de Respuesta es una
herramienta eficaz en la optimizacién de formulaciones, que
permite ahorrar tiempo y dinero al reducir el nimero de
experiencias a realizar. Ademds esta metodologia potencia
los resultados de la evaluacién sensorial , haciéndolos mds
robustos y confiables.
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NUEVOS LIBROS

“Present Knowledge in Nutrition” Eight Edition. Edited
by Barbara A. Bowman and Robert M. Russel. 2001.820
pag. ISBN: 1-57881-107-4 U.S. $ 89 ILSI Press. Interna-
tional Life Sciences Institute. One Thomas Circle, N.W.
Ninth Floor, Washington, D.C. 20005-5802. U.S.A. Telef:
202-6590074. Fax: 202-6598654, E-mail: ilsipress @ilsi.org.
Esta obra de elegante presentacién que hoy recensamos, era
esperada con impaciencia y creciente expectativa por la
comunidad cientifica internacional vinculada de una forma
u otra con las ciencias de la salud y dreas anexas. La octava
edicion de PKN constituye indudablemente un notable
esfuerzo para reunir en un solo volumen un valioso aporte de
conocimientos, compilados, discutidos y analizados por un
escogido grupo de 107 cientificos de 14 paises, especialistas
cada uno en su respectiva drea de trabajo.

Esta octava edicién recoge en 65 Capitulos distribuidos en
11 secciones, todo un caudal de informacién actualizada no
solo sobie los temas clésicos esperados sino también sobre
otros de reciente puesta al dia y manifiesta controversia entre
la comunidad internacional. La primera seccién Fisiologia
de la Energfa, integra 4 Capitulos seguida por
Macronutrientes con 7, Vitaminas Liposolubles e
Hidrosolubles con 4 y 10 Capitulos respectivamente y
Minerales y Elementos Trazas con 11 Capitulos. La
presentacién por secciones de esta obra hace tal vez mas
préctica y ordenada la ubicacién de los temas buscados. Asi,
las secciones siguientes Nutricién en el Ciclo de Vida,
Fisiologia y Patofisiologia y Nutricién y Enfermedades
Crénicas, integran entre otros en sus correspondientes dreas:
Embarazo y Lactancia, Requerimientos, Adolescencia,
Alergias Alimentarias, Nutricién-y Enfermedad Renal,
Integrando Conocimientos en Nutricion: Desde modelos
asistidos por computadoras hasta el Genoma nutricional,
Obesidad: una perspectiva de salud piiblica, Diabetes Mellitus,
Osteoporosis y Nutricién y Cancer. Las 3 dltimas secciones,
Alimentos, Nutricién y Patofisiologia, Nutricién Internacional
y Ediciones Emergentes, comprenden algunos temas no
incluidos en previas ediciones, como el Banco de Datos sobre
laComposicién de Alimentos, Biotecnologia y consideraciones
nutricionales y Alimentos Funcionales y el Genoma Humano
y la Nutricién. Al final de cada Capitulo se ofrecen referencias
seleccionadas sobre el tema desarrollado. El texto finaliza con
un Indice Alfabético de 22 péginas.

En resumen, se trata — esta octava edicién de PKN- de un
texto indispensable, de singular importancia y en extremo
util y practico para la biblioteca del profesional de la salud,
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en cualquiera de sus ramas. Esperamos con igual expectativa
la versidn en espafiol.

J.F. Chdvez

“Nutrition and Health in Developing Countries’ Editado
por Richard D. Semba y Martin W. Bloem. Prélogo de
Nevin S. Scrimshaw. 2001.569 pags. ISBN: 0-89603-806-
8,569. U.S. § 125.

Este libro entrega recientes y actualizados conocimientos en
el campo de la salud y es una puesta al dia para el estudio de
los mds relevantes problemas nutricionales en los paises en
desarrollo. La primera parte de este libro constitutido por 22
Capitulos, estd dedicada a la Epidemiologia, Prevencién y
Control de Dolencias Especificas: Mortalidad Materna, Bajo
Peso al Nacer, Crecimiento y Desarrollo del Niifio,
Enfermedades Diarreicas y Respiratorias, Sarampién

Malaria, Tuberculosis y HIV/AIDS. :

Siguen temas especificos, incluido el estudio de las
deficiencias de los cl4sicos micronutrientes vitamina A, zinc,
hierro y yodo y malnutricién por deficiencia miltiple de
micronutrientes. Los dltimos Capitulos estdn dedicados a
problemas emergentes como la obesidad en paises en
desarrollo, la rdpida urbanizacién y el reto de alcanzar
suficiencia alimentaria y seguridad nutricional asi como el
estudio de medidas econémicas como factores de intervencién
en nutricién. Tal como lo expresa el Profesor Scrimshaw,
ésta obra provee un mejor entendimiento de los cambios
positivos y negativos en las determinantes de salud que
experimentan los paises a la entrada del siglo XXI.

JE Chévez.

“Preventive Nutrition. The Comprehensive Guide for
Health Professionals” Second Edition. Editado por
Adrianne Bendich y Richard J. Deckelbaum 2001.501
pags. ISBN: 0-89603-911-0. U.S. $ 99,50.

Esta segunda edicién de “Preventive Nutrition” constituye
una herramienta invalorable para los profesionales del area
de la salud en cuanto al suministro de actualizada y variada
informacidn. Los temas presentados abarcan desde la
Prevencion del Cancer y Enfermedades Cardiovasculares
hasta Enferemedades Infecciosas en grupos vulnerables,
Nutricién de la Madre y el Nifio y el impacto de estrategias
globales en Nutricién y Salud Piblica. La obra esta distribuida
en 6 secciones, las 3 primeras, Prevencién del Céncer,
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Enfermedades Cardiovasculares y Prevencién de las
Principales Incapacidades, comprenden 12 Capitulos sobre
temas puntuales de los tépicos en estudio. Las siguientes
exploran acciones para optimizar la salud de la mujer en
edad reproductiva, el embarazo y la lactancia, el impacto de
las dietas occidentales como factores de riesgo, los beneficios
potenciales de las estrategias preventivas y las diversas metas
a alcanzar en prevenir la desnutricion en los paises en
desarrollo. Finalmente se entregan titulos seleccionados de
textos sobre nutricién preventiva y se da a conocer un listado
de sitios y direcciones en internet de revistas e instituciones
relacionadas. :

J.E Chévez

“Nutritional Health. Strategies for Disease Prevention”
Editado por Ted Wilson y Norman J. Temple. 2001-335
pags. ISBN: 0-89603-864-5. U.S. $ 69,50.

La diseminacién apropiada y a tiempo de conocimientos
actualizados en nutricién humana, motiva la presentacién de
esta obra, constituida por 20 Capitulos los cuales cubren entre
otros tdpicos, el papel de los antioxidantes en salud y
enfermedad, habitos recomendados para reducir el riesgo de
cancer, el calcio en la prevencidn de enfermedades crénicas,
el sodio y otros factores dietéticos y la hipertensién y el rol
en la salud desempefiado por los isoflavones de soya. Otros
Capitulos de interés se centran en el impacto del uso de la
biotecnologia para optimizar la calidad y cantidad de la
produccién de alimentos, enfermedades cardiovasculares,
homocisteina y dieta, aspectos nutricionales de los 4cidos
grasos n-3 de origen marino, para finalizar con sendos
Capitulos sobre nutricién en el “internet” y nutricién en el
siglo XXI. Un texto que entrega una variada seleccion de
temas emergentes, de practica utilidad para todo profesional
que se desempeiia en las ciencias de la salud.

J.E. Chdvez

“Fatty Acids. Physiological and Behavioral Functions”
Edited by David L. Mastofsky, Sholomo Yehuda y Norman
Salem Functions Jr. 2001.438 pags. ISBN: 0-89603-942-0.
US. $ 165.

Este libro dedicado enteramente a los dcidos grasos
esenciales, AGE, entrega una valiosa, selecta y actualizada
informacién sobre esta materia, destacando en sus 23
Capitulos desde la indispensabilidad de los AGE para el
organismo animal hasta los efectos de su deficiencia,
apreciados por una variedad de disciplinas que incluyen entre
otros, bioquimica de lipidos, fisiologia, nutricién, psicologia
y psiquiatria.

Su contenido esta distribuido en 5 secciones como sigue:
Mecanismos Basicos, Fosfolipidos y Acidos Grasos:
composicién y metabolismo. DHA y Desarrollo del Sistema

Nervioso Central. Patologia. Psiquiatria y Comportamiento.
Se incluye al final un glosario de términos y definiciones y
un indice alfabético. Una destacada obra provechosa utilidad
en lipidologia.

J.F. Chavez

“Preventive Cardiology. Strategies for the Prevention and
Treatment of Coronary Artery Disease” Edited by Jo Anne
Micale Foody. 2001.370 pags. ISBN: 0-89603-811-4. U.S.
$ 99,50.

Las dltimas 5 publicaciones pueden ser obtenidas de: The
Humana Press Inc. 999 Riverview Drive. Suite 208.
Totowa, New Jersey, 07512. Estados Unidos. Teléfonos:
973-256-1699. Fax: 973-256-8341.
E-mail: humana @humanapr.com.

Fibra Dietética en Iberoamericana. Tecnologia y Salud.
Obtencion, caracterizacion, efecto fisiologico y aplicacion
en alimentos. Editado por Franco Maria Lajolo,
Fulgencio Saura-Calixto, Emma Wittig de Penna y
Elizabete Wenzel de Menezes. 2001.472 pags. ISBN: 85-
855 19-59-2. Valera Editora E. Livraria LTDA San Pablo
Brasil.

Desde hace varias décadas, el tema de la fibra dietética o
alimentaria ha despertado gran interés, en el 4rea de la
nutricién, alimentacién y salud y su efecto en el organismo
humano ha sido ampliamente discutido durante los dltimos
afios. Sin embargo existen pocos textos dedicados
exclusivamente a este tema, es por ello que nos sentimos
complacidos de hacer la recensién de la presente obra la
cual es producto del Proyecto CYTED X1.6, “Obtencién y
Caracterizacién de Fibra Dietética para su aplicacién en
Alimentos para Regimenes Especiales™, patrocinado por el
Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el
Desarrollo (CYTED) — Subprograma XI: “Tratamiento y
Conservacién de Alimentos y el Consejo Nacional de
Desarrollo Cientifico y Tecnolégico (CNPq) de Brasil.

En el trabajo editorial participan investigadores de gran
prestigio y experiencia en el tema, liderizados por el Dr.
Franco Marfa Lajolo, quien ademas es el coordinador del
Proyecto X1.6 ante el CYTED, a través del cual se
desarrollaron investigaciones bdsicas, tecnoldgicas y
fisiolgicas sobre fuentes potenciales de fibra dietética,
logrando involucrar a 22 unidades de investigacién de 9 paises
Iberoamericanos.

El Prélogo estd a cargo del Dr. Ricardo Bressani, quién resalta
en forma amena la variedad de los temas y nos recrea a través
de los 34 capitulos escritos unos en espaiiol y otros en portugués,
contenido en 7 secciones presentadas en secuencia apropiada.
En este libro se tratan diversos aspectos que van desde
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metodologfa analitica, caracterizacion estructural y
propiedades fisico quimicas hasta los aspectos clinicos,
epidemiolégicos y legislativos de la fibra, de gran utilidad
para el desarrollo de investigaciones en esta temdtica y ofrece
valioso material tanto en investigacién como para fines
diddcticos, ya que se resefian resultados de los iltimos
estudios realizados en Iberoamerica.

Conceptuamos un acierto el que tuvieron los editores al
presentar este libro a la comunidad cientifica que desarrolla
sus actividades en el 4rea de la nutricién.

Irma Herrera B.

Handbeok of Dietary Fiber. Editado por Susan SungSoo
Cho y Mark L Dreher. Editorial Marcel Dekker, Inc, New
York USA. ISBN: 0-8247-8960-1. Precio: $ 225.

Este libro de referencia presenta las ltimas investigaciones
sobre el anélisis, metabolismo, funcién y propiedades
fisicoquimicas de la fibra, y componentes bioactivos,
explorando su efecto en las enfermedades crénicas,
incluy1 ndo enfermedades cardiovasculares, cdncer y diabetes.
Este libro ayuda al lector a entender los puntos claves y a
mejorar la consistencia y precisién acerca de la informacién
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sobre la fibra dietaria, esencial para el desarrollo de nuevos
productos, las regulaciones sobre esos alimentos y las
recomendaciones de fibra dietaria para los pacientes de
profesionales de la salud de diferentes especialidades. Se
incluyen novedosas perspectivas de la fibra dietaria que van
desde el mercadeo, declaraciones de salud y literatura para
pacientes. Cada capitulo ofrece ideas contempordneas en el
tema de una manera profunda.

En este libro se evaliian las aplicaciones, eficacia y seguridad
del psyllium, fibra de remolacha, pectina, alginato, goma
ardbica, y salvado de arroz, entre otros.

Se encuentran capitulos escritos por mds de 70 cientificos
internacionales expertos en el tema quienes discuten
estrategias contempordneas en la prevencién del cdncer en
colon, mama y préstata, la adsorcién de carcinégenos por la
fibra dietaria, quimica y composicién de la fibra dietaria de
diferentes fuentes, técnicas analiticas recientes, regulaciones
y consumo de fibra en Estados Unidos, Israel, Espaiia, China,
Polonia, Chile, México y Brasil. )
Cerca de 3.500 referencias y mas de 350 tablas e ilustraciones
completan esta excelente referencia en el tema de fibra
dietaria. C

J.P. Pefia-Rosas



CARTAS AL EDITOR

Caracas, 12 de marzo de 2002

Dr. José Félix Chavez

Editor General

Archivos Latinoamericanos de Nutricién

Me dirijé a usted en la oportunidad de comunicarle, que por
un error involuntario, el nombre de las instituciones que
subvencionaron los trabajos “Cambios en las variables
antropométricas durante la gestacién en mujeres eutréficas”
y “Efectividad de dos indicadores antropométricos en el
diagné6stico nutricional de gestantes eutréficas y desnutridas”,
publicados en el N° 4, Volumen 51, diciembre 2001 de esta

revista, fueron omitidos de la Seccién Agradecimiento y
ubicados en la primera pdgina del’ articulo, por lo cual no
aparecen en la publicacién respectiva.

Las instituciones referidas fueron: CONICIT (F-97000-910)
y Centro de Atencién Nutricional Infantil Antimano
(CANIA). .
Mucho agradezco la oportunidad proporcionada para subsan
esta omision.

Sin otro particular, queda de usted,

Dra. Ingrid Rached de Paoli
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Semblanza del Dr. Luis Bermidez Chaurio
1924-2002

El Dr. Bermiddez Chaurio natural de Puerto Cabello,
Estado Carabobo, egresa de la Facultad de Medicina de la
Universidad Central de Venezuela como Médico Cirujano
en 1953. En 1957 es nombrado Médico Jefe de la Unidad
Sanitaria de Puerto La Cruz, Estado Anzodtegui y alli entre
otras actividades, establece un disefio piloto para el Programa
de Suplementacién Alimentaria con el Producto Lacteo (PL),
que sirvié como base para elaborar las pautas de ese programa
a nivel nacional.

Entre 1958 y 1960 ejerce funciones de Médico en el
servicio de Nutricion Social del Instituto Nacional de
Nutricién y se inicia en la docencia como profesor en la
Escuela de Nutricién y Dietética de la Universidad Central
de Venezuela, UCV, labor que desempeiié durante 20 afios.
En 1961 como Médico Jefe de la Divisién de Higiene Escolar,
del Ministerio de Sanidad y Asistencia Social, impulsa e
incorpora al maestro en actividades de nutricién y
posteriormente realiza el curso de Nutricién en Salud Piblica
en el Instituto de Nutriciéon de Centro América y Panama
(INCAP), Guatemala. En 1963 se desempefia como
Coordinador del Grupo Médico que participé en la primera
Encuesta Nacional de Nutricién, en conjunto con el Ejército
de los Estados Unidos de Norte América.

En el periodo 1964-69 crea el Departamento de Nutricién
en la Escuela de Salud Piblica, Facultad de Medicina de la
UCV, y promueve la adscripcién de Licenciados en Nutricién
y Dietética en la docencia, la invé'stigaci(')n y la extension.
Desarroll6 el curso de Maestria en Nutricién, ejemplo que
fue seguido por otras universidades del pais. Compartié la
actividad de la Escuela de Salud Piblica con la Docencia en
la Escuela de Medicina “Luis Razetti” y alcanzé el Grado de
Doctor en Ciencias Medicas.

Su trayectoria docente y de sanitarista le llev6 a ocupar
el cargo de Director Ejecutivo, del Instituto Nacional de
Nutricién de Venezuela en los periodos 1969-1974 y 1979-
1983. Entre los logros de su gestién, se pueden mencionar la
descentralizacién de actividades al crear las Unidades
Estadales de Nutricion, la realizacién de la Encuesta Nacional
de Nutricién (1981-1982) y la ampliacién de la cobertura de
la Vigilancia Nutricional, credndose el Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica Nutricional (SISVEN, ahora SISVAN).
Impulsé comisiones nacionales tendientes a la lucha contra
la desnutricién, el bocio edemico, la promocién de la
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lactancia materna y propicié la especializacién del recurso
humano, especialmente de Nutricionistas tanto a nivel
nacional como internacional.

El Dr. Bermiidez Chaurio fallecié el 15-12-2001. Siempre
le recordaremos con carifio y admiracién. Gracias Maestro.

B. Feliciano, E. Marco y A. Coronado

En recuerdo de Miguel Layrisse
1919-2002

El reciente fallecimiento del Dr. Miguel Layrisse ha
conmovido al mundo cientifico nacional e internacional.
Trabaj6 hasta el dltimo minuto de su vida, siempre pendiente
de los resultados de las dltimas investigaciones en marcha.
Alguien lo llamé “el hombre de hierro”, porque esa érea fue
durante décadas su pasion inmarcesible. De origen vasco hizo
en Venezuela no sélo su lugar de nacimiento, sino también
de su trabajo y destino final, aunque su proyeccién tuvo un
cardcter internacional. Amaba asistir a los congresos
cientificos tanto de hematologia como de nutricién, por
distante que fuera el lugar de la reunién y a pesar de las
limitaciones fisicas que sufrié en los ultimos afios de su vida.
El Dr. Leopoldo Garcia Maldonado, ilustre sanitarista
venezolano y que fuera el Rector de la Universidad Central
de Venezuela, solia contar que los venezolanos se podian
dividir en dos grupos: los exportables y los no exportables.
Layrisse fue sin duda unos de los exportables mas destacados
de los tiempos modernos. Figuré en el Comité de Expertos
de la Organizacién Mundial de la Salud y participo en casi
todas las reuniones técnicas que sobre anemia celebré la
OMS. Yo que actué de secretario de varias de esas reuniones
puedo dar fe del gran respeto con que se ofan las opiniones
de Layrisse. Asi lo reconocié también la Universidad de las
Naciones Unidas, con sede en Tokio, que adopté la Unidad
de Hematologia del IVIC, dirigida por Layrisse, como Centro
Asesor sobre Anemia para América Latina.

Destacar algunas de las contribuciones de Layrisse a la
ciencia es una tarea casi imposible, por la variedad de las
investigaciones que llevé a cabo a lo largo de su vida. Cabe
destacar sin embargo como logros mds destacados el
descubrimiento del antigeno del sistema sanguineo Diego
(factor Diego), los estudios de la cuantificacién de la pérdida
de sangre en la anquilostomiasis, los trabajos trascendentales
de la absorcion del hierro en distintos alimentos y mds
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recientementc la importancia de la vitamina A en la
absorcién del hierro.

Pero las inquictudes de Layrisse no se conformaron con
la investigacién de los hechos desconocidos antes, sino que
su preocupacién por encontrar soluciones a los problemas
constituyé uno de sus objetivos primordiales. Asi fue la
bisqueda constante de la férmula quimica mds aconsejable
entre las distintas sales de hierro para enriquecer algunos
cereales. Esa fue su gran pasién en los dltimos afios que, en
cercana colaboracién con el Instituto Nacional de Nutricién
de Venezuela, culminé con la adopcién del enriquecimiento
de las harinas de trigo y maiz, que tan buenos resultados han
dado al pafs.

Ademds de su vocacién de investigador tuvé el Dr.
Layrisse numerosas actividades con responsabilidad

administrativa de alto nivel: Fue Presidente del Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas (CONICIT 1972-
1975); Rector de la Universidad Central de Venezuela (1976-
1980) y Director del Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (1980-1984).

Las publicaciones y las distinciones recibidas por el Dr.
Layrisse son innumerables. Fue a modo de resumen un
investigador lider en su especialidad que alcanzé prestigio
internacional, fue un buen amigo y un sabio ejemplar.

Ante el fallecimiento reciente de tantos amigos de mi
generacién (Horwitz, Zubirdn, Cravioto, Ramos Galvan,
Ramalinwassami, Santamaria, Bermiidez, Layrisse, etc. ) uno
no puede menos que pensar que la desaparicién de todos
ellos es también una forma de morir un poco.

J.M. Bengoa
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En 1950 el Instituto Nacional de Nutricién de Venezuela edita
su revista Archivos Venezolanos de Nutrici6n la cual en 1965 es
donada a la recién creada Sociedad Latinoamericana de Nutricién,
SLAN, para convertirse en su érgano oficial de divulgacién Archivos
Latinoamericanos de Nutricién, ALAN.

ALAN acoge en sus péginas trabajos de revisién, editoriales,
conferencias y simposia y trabajos cientificos originales sobre temas
relacionados con alimentacién y nutricién, entre ellos, ciencia y
tecnologia de alimentos, nutricién humana y animal, bioquimica
nutricional aplicada. nutricién clinica y comunitaria, educacién en
nutricién y microbioldgia de alimentos.

Todos los articulos que se publican pasan por un proceso de
arbitraje externo. El Comité Editorial no se hace responsable de
los conceptos emitidos en los articulos aceptados para ser publicados
y ser reserva €l derecho de no publicar los originales que no se
ajusten a los lineamientos de la revista. No se devolverén originales
ni se mantendré correspondencia sobre aquellos que no sean
publicados. ALAN se reserva los derechos de reproduccién de los
artfculos seleccionados.

ALAN se acoge a las normas de los requisitos uniformes del
Comité Internacional de Directores de Revistas Médicas (CIDRM),
también conocido como el Grupo de Vancouver, en su quinta edicién
(1997) de los requisitos uniformes para preparar los manuscritos
enviados a revistas biomédicas (1). A continuacién se reproduce
esta publicacién y se afiaden algunas recomendaciones especificas,
para ALAN.

Requisitos para la presentacién de manuscritos
a una revista

Resumen de los requisitos técnicos

Todas las partes del manuscrito estardn a doble espacio.
Cada seccién o componente comenzar4 en pagina nueva.
Revise la secuencia: pagina del titulo, resumen y palabras
clave, texto agradecimientos, referencias, cuadros (cada uno
en pagina aparte), pies e epigrafes de las ilustraciones.

Las ilustraciones se presentaran en forma de impresiones
fotogréficas sin tomar, y no deberdn exceder de 203 x 254
mm.

Incluya la autorizacién para reproducir material publicado
con anterioridad o para usar ilustraciones en las que se pueda
identificar a los sujetos humanos.

Adjunte la transferencia de los derechos de autor y otros
formularios.

Presente el nimero exigido de copias impresas del articulo
(ALAN exige original y 3 copias).

Guarde copias de todo lo que envie.
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Preparacién del manuscrito

El texto de los articulos de observacién y experimentales se
divide generalmente, aunque no por fuerza, en secciones que llevan
estos encabezamientos: introduccién, métodos, resultados y.
discusién. En los articulos largos puede ser necesario agregar
subtftulos dentro de estas secciones, sobre todo en las de resultados
y discusién, a fin de hacer més claro el contenido. .Es probable que
otro tipo de articulos -como los informes de casos, las revisiones y
los editoriales- exijan otra estructura. Para mayor orientacién, los
autores deberén consultar la revista en la que pretenden publicar.

Mecanograffese el manuscrito en papel bond blanco de 216 x
280 mm o de la medida estdndar ISO A4 (212 x 297 mm), con
margenes de por lo menos 25mm (ALAN prefiere la medida de
216 x 280 mm). Escribase o imprimase solamente sobre una cara
del papel. Utilicese doble espacio a lo largo de todo €] manuscrito,
incluido la pagina del titulo, el resumen, el texto los
agradecimientos, las referencias, cada uno de los cuadros y los
pies o epigrafes de las ilustraciones. Numérense las paginas en
forma consecutiva, empezando por las del titulo. Sobre el angulo
superior o inferior derecho de cada pégina anédtese el niimero que
le corresponde.

Pagina del titulo

La primera pagina contendra: 1) el titulo del articulo, que serd
conciso pero informativo: 2) nombre de pila preferido y apellidos
de cada autor, acompafados de sus grados académicos més
importantes y su afiliacién institucional: 3) nombre del
departamento o departamentos y la institucién o instituciones a los
que se debe atribuir el trabajo; 4) declaraciones de descargo de
responsabilidad, si las hay; 5) nombre y direccién del autor que se
ocupar4 de la correspondencia relativa al manuscrito; 6) nombre y
direccién del autor a quien se dirigirdn las solicitudes de separatas,
o nota informativa de que los autores no las proporcionaran; 7)
procedencia del apoyo recibido en forma de subvenciones, equipo,
medicamentos o todo ello; y 8) titulo abreviado (titulillo) que no
pase de 40 pulsaciones (contando caracteres y espacios), el cual se
colocard, debidamente identificado como tal, en la dltima linea de
la pégina inicial.

Autoria

Todas las personas designadas como autores habrén de cumplir
con ciertos requisitos para tener derecho a la autorfa. Cada autor

(1) Requisitos uniformes para preparar los manuscritos enviados a revistas
biomédicas. Rev Panam Salud Piblica. Pan-Am J Pub Health. 1998;3(3):188-
1998.
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debe haber participado en el trabajo en grado suficiente para asumir
responsabilidad publica por su contenido. Para concederle a alguien
el crédito de autor, hay que basarse dnicamente en su contribucién
esencial por lo que se refiere a los siguientes aspectos: 1) la
concepcidn y el disefio o bien el andlisis y la interpretacién de los
datos; 2) la redaccién del articulo o la revisién critica de una parte
importante de su contenido intelectual; y 3) la aprobacidn final de
lIa versién que serd publicada. Las tres condiciones tendrdn que
cumplirse siempre. La participacién que consiste meramente en
conseguir financiamiento o recoger datos no justifica el crédito de
autor. Tampoco basta con ejercer la supervision general del grupo
de investigacién. Toda parte del articulo que sea decisiva con
respecto a las conclusiones principales deberd ser responsabilidad
de por lo menos uno de los autores. Los directores de revistas podran
solicitar a los autores que describan la contribucién de cada uno;
esa informacién puede ser publicada. :

Cada vez es mds comin que los ensayos multicéntricos se
atribuyan a un autor corporativo. Todos los miembros del grupo
que sean designados como autores, ya sea en la linea destinada al
nombre de los autores a continuacién del titulo o en una nota a pie
de pagina, deberdn cumplir plenamente con los requisitos de
requisitos de autorfa recién sefialados. Los miembros del grupo que
no cumplan con dichos criterios serdn mencionados, con su
autorizacién, en la seccién de agradecimientos o en un apéndice
(véase “Agradecimientos”). ’

El orden en que figuran los autores debe reflejar una decisién
conjunta de estos. Como los autores se suelen enumerar de distintas
maneras, el significado del orden en que aparecen no puede deducirse
con exactitud a menos que ellos mismos lo enuncien explicitamente.
Para tal efecto, tal vez deseen agregar, en una nota a pie de pagina, la
explicacion sobre el orden de enumeracion. Al decidir acerca de dicho
orden, los autores tendrdn presente que muchas revistas imponen un
limite al nimero de autores que figuran en el indice de materias y
que, cuando hay més de 25 autores, la Biblioteca Nacional de Medicina
de los Estados Unidos incluye en MEDLINE tan solo los nombres de
los 24 primeros més el del ltimo.

Resumen y palabras clave

La segunda pdgina incluird un resumen que no sobrepasaré las
250 palabras de extension. En €l indicaran los propésitos del estudio
o investigacion; los procedimientos bésicos (seleccion de los sujetos
o los animales de laboratorio incluidos en el estudio; métodos de
observacién y andlisis); los hallazgos mds importantes
(proporcibnense datos especificos y, de ser posibles, su significacién
estadistica), y las conclusiones principales. Hdgase hincapié en los
aspectos nuevos € importantes del estudio o las observaciones.

A continuacion del resumen agréguense, debidamente rotuladas,
de 3 a 10 palabras o frases cortas clave que ayuden a los indizadores
aclasificar el articulo, las cuales se publicardn junto con el resumen.
Utilicense para este propdsito los términos de la lista “Medical
Subject Headings” (MeSH) [Encabezamientos de temas médicos]
del Index Medicus: en el caso de términos de reciente aparicién
que todavia no figuren en dicha lista, podran usarse las expresiones
corrientes. ALAN exige que todo trabajo deberd acompafiarse de
un Resumen en inglés con sus palabras clave, “key words”, si el
trabajo original fuese en espaiiol, portugués o francés. Si el trabajo
original es en inglés, el Resumen debe presentarse en espafiol,

igualmente con sus palabras clave.
Introduccién

Exprese el prop6sito del articulo y resuma el fundamento légico
del estudio u observacién. Menciones las referencias estrictamente
pertinentes y no incluya datos ni conclusiones del trabajo que est3
dando a conocer.

Métodos

Describa claramente 1a forma como se seleccionaron los sujetos
observados 0 que participaron en los experimentos (pacientes o
animales de laboratorio, incluidos los testigos). Identifique la edad,
el sexo y otras caracteristicas importantes de los sujetos. La
definicién y'la pertinencia de la raza o el grupo étnico son ambiguos.
Los autores deberan ser particularmente cuidadosos con respecto
a usar estas categorias.

ldentifique los métodos, los aparatos (nombre y direccidn del
fabricante entre paréntesis) y los procedimientos con detalles
suficientes para que otros investigadores puedan reproducir los
resultados. Proporcione referencias de los métodos acreditados,
incluidos los de fndole estadistica (véase mds adelante); dé
referencias y explique brevemente los métodos ya publicados pero
que no son bien conocidos; describa los métodos nuevos o que han
sido sustancialmente modificados, manifestando las razones por
las cuales se usaron y evaluando sus limitaciones. ldentifique
exactamente todos los medicamentos y productos quimicos
utilizados, sin olvidar nombres genéricos, dosis y vias de
administracién.

Los informes de ensayos clinicos aleatorizados deberén
presentar informacidn sobre todos los elementos importantes del
estudio, como son el protocolo (poblacién de estudio,
intervenciones o exposiciones, resultados y el fundamento 16gico
del andlisis estadistico), asignacién de intervenciones (métodos
de aleatorizacion, ocultamiento de la asignacién a los grupos de
tratamiento) y método de enmascaramiento (método ciego).

Los autores que presenten manuscritos de revisién incluirén
una seccién en la que se describan los métodos utilizados para
localizar, seleccionar, extraer y sintetizar los datos. Estos métodos
se mencionaran también en forma sinéptica en el resumen.

FEtica. Cuando informe sobre experimentos en seres humanos,
sefiale si los procedimientos seguidos estuvieron de acuerdo con
las normas éticas del comité (institucional o regional) que supervisa
la experimentacién en seres humanos o con la Declaracién de
Helsinki de' 1975, modificada en 1983. No utilice el nombre de los
pacientes, sus iniciales ni los cédigos hospitalarios, especialmente
en el material ilustrativo. Cuando dé a conocer experimentos con
animales, mencione si se cumplieron las normas de la institucion,
las de un consejo nacional de investigacion o cualquier ley nacional
acerca del cuidado y el uso de animales de laboratorio.

Estadistica. Describa los métodos estadfsticos con detalles
suficientes para que el lector versado en el tema y que tenga acceso
a los datos originales pueda verificar los resultados presentados.
Siempre que sea posible, cuantifique los resultados y preséntelos
con indicadores apropiados de error o incertidumbre de la medicién
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(por €j- intervalos de confianza). No dependa exclusivamente de
las pruebas de comprobacion de hipétesis estadisticas, tales como
el uso de los valores P, qué no transmiten informacién cuantitativa
importante. Analice la elegibilidad de los sujetos de
experimentacion. Proporcione los detalles del proceso de
aleatorizacién. Describa los medios utilizados para enmascarar las
observaciones (método ciego), indicando los resultados que dieron.
Informe sobre las complicaciones del tratamiento. Especifique el
nimero de observaciones. Mencione las pérdidas de sujetos de
observacién (por €j., las personas que abandonan un ensayo clinico).
Siempre que sea posible, las referencias sobre el disefio del estudio
y los métodos estadisticos utilizados serdn de trabajos vigentes
(indicando el nimero de las paginas), y no de los articulos originales
donde se describieron por vez primera. Especifique cualquier
programa de computacién de uso general que se haya empleado.
Las descripciones generales de los métodos utilizados deben
aparecer en la seccién de métodos. Cuando resuma los datos en la
seccién de resultados, especifique los métodos estadisticos que se
emplearon para analizarlos. Limite el nimero de cuadros y figuras
al minimo necesario para explicar el tema central del articulo y
para evaluar los datos en que se apoya. Use gréficas en vez de
cuadros subdivididos en muchas partes; no duplique los datos en

" las graficas y los cuadros. Evite el uso no técnico de términos de la
estadistica, tales como «al azar» (que entraiia el empleo de un
método de aleatorizacién), «normal», «significativo»,
correlaciones» y «muestra». Defina los términos, las abreviaturas
y la mayor parte de los simbolos estadisticos.

Resultados

En el texto, los cuadros y las ilustraciones, presente los
resultados siguiendo una secuencia légica. No repita en el texto
todos los datos de los cuadros ni de las ilustraciones; destaque 0
resuma tan solo las observaciones importantes.

Discusion

Haga hincapié en los aspectos nuevos ¢ importantes del estudio
y en las conclusiones que se derivan de ellos. No repita con
pormenores los datos u otra informacién ya presentados en las
secciones de introduccidn y de resuitados. Explique en la seccidn
de discusién el significado de los hallazgos y sus limitaciones,
incluidas sus implicaciones para la investigacion futura. Relacione
las observaciones con otros estudios pertinentes.

Establezca el nexo entre las conclusiones y los objetivos del
estudio, pero absténgase de hacer afirmaciones generales y extraer
conclusiones que no estén completamente respaldadas por los datos.
En particular, los autores evitardn hacer afirmaciones sobre los
beneficios y los costos econémicos, a menos que su manuscrito
incluya datos y andlisis econémicos. No reclame ningiin tipo de
precedencia ni mencione trabajos que no estén terminados.
Proponga nuevas hip6tesis cuando haya justificacién para ello, pero
identificdndolas claramente como tales. Cuando sea apropiado,
puede incluir recomendaciones.

Agradecimientos

En unlugar adecuado del articulo (como nota al pie de la primera

pdgina o como apéndice del texto; véanse los requisitos de la revista)
uno o varios enunciados especificardn lo siguiente: 1) las
colaboraciones que deben ser reconocidas pero que no justifican la
autoria, tales como el apoyo general del jefe del departamento; 2)
el reconocimiento por la ayuda técnica recibida; 3) el
agradecimiento por el apoyo financiero y material, especificando
la {ndole del mismo; y 4) las relaciones que puedan suscitar un
conflicto de intereses (véase «Conflicto de intereses»).

Las personas que colaboraron intelectualmente en el articulo
pero cuya participacién no justifica la autorfa pueden ser citadas
por su nombre, afiadiendo su funcién o tipo de colaboracién; por
ejemplo, «asesoramiento cientifico», «examen critico de la
propuesta para el estudio», «recoleccién de los datos» o
«participacién en el ensayo clinico». Estas personas tendran que
conceder su permiso para ser nombradas. Los autores se
responsabilizardn de obtener fa autorizacién por escrito de las
personas mencionadas por su nombre en los agradecimientos, pues

“los lectores pueden inferir que estas respaldan los datos y las

conclusiones. .

El reconocimiento por la ayuda técnica recibida figurard en un
parrafo separado de los testimonios de gratitud por otras
contribuciones.

Referencias

Numere las referencias consecutivamente signiendo el orden
en que se mencionan por primera vez en el texto. En este, en-los
cuadros y en los pies o epigrafes de las ilustraciones, las referencias
se identificardn mediante nimeros ardbigos entre paréntesis. Las
referencias citadas solamente en cuadros o ilustraciones se
numerarn siguiendo una secuencia que se establecera por la primera
mencién que se haga en €l texto de ese cuadro o esa figura en
particular.

Emplee el estilo de los ejemplos que aparecen mds- adelante,
los cuales estdn basados en el formato que la Biblioteca Nacional
de Medicina de los Estados Unidos usa en el Jndex Medicus. Abrevie
los titulos de las revistas de conformidad con el estilo utilizado en
dicha publicacién. Consulte la List of Journals Indexed in Index
Medicus [Lista de revistas indizadas en Index Medicus], que se
publica anualmente como parte del ndimero de enero y como
separata. La lista se puede obtener asimismo en el sitio que la
biblioteca mantiene en. la World Wide Web (http://
www.nlm.nih.gov). .

Absténgase de utilizar los resimenes como referencias. Las
referencias a articulos que han sido aceptados pero que todavia no
se publican se designar4n como «en prensa» o «de préxima
aparicién»; los autores obtendrén por escrito el permiso para citar
dichos articulos y también la verificacién de que han sido aceptados
para publicacién. La informacién proveniente de manuscritos
presentados para publicacién pero ain no aceptados se citara en el
texto como «observaciones inéditas», con el. permiso
correspondiente de la fuente.

No cite una «comunicacién personal» a menos que aporte
informacion esencial que no pueda obtenerse de una fuente piblica:
en ese caso, el nombre de la persona y la fecha de la comunicacién
aparecerdn entre paréntesis en el texto. En el caso de articulos
cientificos, los autores deberdn obtener el permiso de la fuente y
su confirmacidn de la exactitud de la comunicacién personal, ambos
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por escrito. Los autores verificardn las referencias cotejandolas
contra los documentos originales.

El estilo de los requisitos uniformes (estilo de Vancouver) se
basa en gran medida en una norma de estilo ANSI adaptada por la
Biblioteca Nacional de Medicina (NLM) para sus bases de datos.
En los ejemplos que siguen se han agregado notas cuando el estilo
de Vancouver difiere del estilo que actualmente utiliza la NLM.

Articulos de revista
1. Articulo de revista ordinario

Enumere los primeros seis autores y afiada la expresion «et al.»
(Nota: La NLM incluye ahora hasta 25 autores; si hay més de 25,
enumera los primeros 24, continuacién el dltimo autor y luego agrega
«et al.»)

Vega KJ, Pina I, Krevsky B Heart transplantation is associated
with an increased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med
1996 Jun 1;124(11):980-3.

Optativamente, si se utiliza la paginacién continua a lo largo de un
volumen (como hacen muchas revistas médicas), se pueden omitir
el mes y el niimero. :

(Nota: Para respetar la uniformidad, en todos los ejemplos que se
presentan en los requisitos uniformes se aplica esta opcién. La
NLM, sin embargo, no usa dicha opcién.)

Vega KJ, Pina 1, Krevsky B. Heart transplantation is associated
with an increased risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern Med
1996;124:980-3.

Mads de seis autores:

Parkin DM, Clayton D, Black Rj, Masuyer E, Friedl HP, Ivanov E,
et al. Childhood leukaemia in Europe after Chernobyl: 5 year follow-
up. BrJ Cancer 1996;73:1006-12. .

2.. Organizacién como autor

The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise
stress testing. Safety and performance guidelines. Med J Aust
1996;164:282-4.

3. No se indica el nombre del autor

Cancer in South Africa [editorial]. S Afr Med J 1994;84:15.

4. Articulo en idioma extranjero (2)

(Nota: La NLM traduce el titulo al inglés, lo encierra entre corchetes
y le agrega la abreviatura correspondiente al idioma original.)

Ryder TE, Haukeland EA, Solhaug JH. Bilateral infrapatellar
seneruptur hos tidligere frisk kvinne. Tidsskr Nor Laegeforen 1996;
116:41-2.

5. Suplemento de un volumen

Shen HM, Zhang QF. Risk assessment of nickel carcinogenicity
and occupational lung cancer. Environ Health Perspect 1994;102
Suppl 1:275-82.

6. Suplemento de un niimero

Payne DK, Sullivan MD, Massie Mj. Women’s psychological
reactions to breast cancer. Semin Oncol 1996;23(1 Suppl 2): 89-97.

7. Parte de un volumen

Ozben T, Nacitarhan S, Tuncer N. Plasma and urine sialic acid in
non-insulin dependent diabetes mellitus. Ann Clin Biochem
1995;32(Pt 3):303-6.

8. Parte de un niimero

Poole GH, Mills SM. One hundred consecutive cases of flap
lacerations of the leg in ageing patients. N Z Med J 1994;107(986
Pt 1):377-8.

9. Nimero sin volumen

Turan 1, Wredmark T, Fellander-Tsai L. Arthroscopic ankle
arthrodesis in rheumatoid arthritis. Clin Orthop 1995;(320): 110-4.

10. Sin nimero ni volumen

Browell DA, Lennard TW. Immunologic status of the cancer patient
and the effects of blood transfusion on antitumor responsos. Curr
Opin Gen Surg 1993:325-33.

11. Paginacion en nimeros romanos

Fisher GA, Sikic BI. Drug resistance in clinical oncology and
hematology. Introduction. Hematol Oncol Clin North Am 1995
Apr;9(2):xi-xii.

12. Indicacion del tipo de articulo, segiin corresponda

Enzensber er W, Fischer PA. Metronome in Parkinson,s disease
[carta]. Lancet 1996;347:1337.

Clement J, De Bock R. Hematological complications of hantavirus
nephropathy (HVN) [resumen]. Kidney Int 1992;42:1285.

13. Articulo que contiene una retractacion

Garey CE, Schwarzman AL, Rise ML, Seyfried TN. Ceruloplasmin

(2) Evidentemente “extranjero” se entiende aqui en relacién con el idioma
inglés, pues los ejemplos de referencia bibliografica se han trasladado
directamente del original, sin adaptarfos (N. Del t.).
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gene defect associated with epilepsy in EL mice [retractacién de
Garey CE, Schwarzman AL, Rise ML, Seyfried TN. En: Nat Genet
1994:6:426-31]. Nat Genet 1995;11: 104.

14. Articulo retivado por retractacion
Liou GI, Wang M, Matragoon S. Precocious IRBP gene expression
during mouse development [retirado por retractacién en Invest

Ophthalmol Vis Sci 1994;35:3127]. Invest Ophthalmol Vis Sci
1994;35:1083-8.

15. Articulo sobre el que se ha publicado una fe de erratas
Hamlin JA, Kahn AM. Herniography in symptomatic patients
following inguinal hernia repair [se publica una fe de erratas en
West J Med 1995;162:278]. West j Med 1995; 162:28-31.

Libros y otras monografias

(Nota: Con anterioridad, el estilo de Vancouver indicaba,
incorrectamente, que entre 1a editorial y la fecha debia ir una coma
en vez de punto y coma, como debe ser.)

16. Individuos como autores

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership. skills for
nurses. 2nd ed. Albany (NY): Delmar Publishers; 1996.

17. Directores ( “editores”), compiladores como autores

Norinan 1], Redfern SJ, editors. Mental health care for elderly
people. New York: Churchill Livingstone; 1996.

18. Organizacion como autor y editorial

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid
program. Washington: The Institute; 1992,

19. Capitulo de libro

(Nota: Con anterioridad, el estilo de Vancouver prescribia el uso
de dos puntos en vez de la letra p antes de las paginas.)

Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. En: Laragh JH,
Brenner BM, editors. Hypertension: pathophysiology, diagnosis, and
management. 2nd ed. New York: Raven Press; 1995. p. 465-78.

20. Actas de conferencias

Kimura j. Shibasaki H, editors. Recent advances in clinical
neurophysiology. Proceedings of the 10th International Congress
of EMG and Clinical Neurophysiology; 1995 Oct 15-19; Kyoto,
Japan. Amsterdam: Elsevier; 1996.

21. Articulo presentado en una conferencia

Bengtsson S, Tolheim BG. Enforcement of data protection, privacy

and security in medical informatics. En: Lun KC, Degoulet P,
Piemme TE, Rienhoff 0, editors. MEDINFO 92. Proceedings of
the 7th World Congress on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10;
Geneva, Switzerland. Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561-
S.

22. Informe cientifico o técnico

Publicado por la institucién financiadora o patrocinadora:

Smith P, Golladay K. Payment for durable medical equipment billed
during skilled nursing facility stays. Final report. Dallas (TX):-
Dept. of Health and Human Services (US), Office of Evaluation
and Inspections; 1994 Oct. Report No.: HHSIGOE169200860.

Publicado por la institucién ejecutora:

Field MjJ Tranquada RE, Feasley JC, editors. Health services
research: work force and educational issues. Washington: National
Academy Press; 1995. Contract No.: AHCPR282942008.
Sponsored by the Agency for Health Care Policy and Research.

23. Tesis doctoral

Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the elderly’s access
and utilization [tesis doctoral]. St. Louis (MO): Washington Univ.;
1995.

24. Patente

Larsen CE, Trip R, johnson CR, inventors; Novoste Corporation.
titular. Methods for procedures related to the electrophysiology of
the heart. US patent 5,529,067. 1995 jun 25.

Otros trabajos publicados

25. Articulo de periédico

Lee C. Hospitalizations tied to ozone pollution: study estimates
50,000 admissions annually. The Washington Post 1996 Jun 21;
Sect. A:3 (col. 5).

26. Material audiovisual

HIV+/AIDS: the facts and the future [videocassette]. St. Louis
(MO): Mosby-Year Book; 1995.

27. Documentos legales

Ley publica:
Preventive Health Amendments of 1993, Pub. L. No. 103-183, 107
Stat. 2226 (Dec. 14, 1993).

Proyecto de ley sin sancionar:
Medical Records Confidentiality Act of 1995, S. 1360, 104th Cong..
1 st Sess. (1995).

Codigo de normas federales:
Informed Consent, 42 C.FR. Sect. 441.257 (1995).
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Audiencia:

Increased Drug Abuse: the Impact on the Nation’s Emergency
Rooms: Hearings Before the Subcomm. on Human Resources and
Intergovernmental Relations of the House Comm. on Goverment
Operations, 103rd Cong., Ist Sess. (May 26,1993).

28. Mapa

North Carolina. Tuberculosis rates per 100,000 population, 1990
[mapa demografico]. Raleigh: North Carolina Dept. of Environment,
Health, and Natural Resources, Div. of Epidemiology; 1991.

29. Libro de la Biblia

The Holy Bible. King James version. Grand Rapids (MI):
Zondervan Publishing House; 1995. Ruth 3:1-18.

30. Diccionarios y obras de consulta semejantes

Stedman’s medical dictionary. 26th ed. Baltimore: Williams &
Wilkins; 1995. Apraxia; p.119-20.

31. Obras cldsicas

The Winter’s Tale: act 5, scene 1, lines 13-16. The complete works
of William Shakespeare. London: Rex; 1973.

Trabajos inéditos

32. En prensa

(Nota: La NLM prefiere referirse a estos trabajos como «en
preparaci6n» [forthcoming) porque no todos se publicardn

impresos.)

Leshner Al. Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Engl
J Med. En prensa 1996.

Material en soporte electrénico

33. Articulo de revista en formato electr6nico

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg
Infect Dis {publicacién periddica en linea} 1995 jan-mar [citada
1996 jun 51;1(1):[24 pantallas]. Se consigue en: URL: http://
www.cdc.gov/ncidod/EID/ eid.htm

34. Monografia en formato electrénico

CDI, clinical dermatology illustrated [monografia en CD-ROM].
Reeves JRT, Maibach H. CMEA Multimedia Group, producers. 2nd
ed. Version 2.0. San Diego: CMEA; 1995.

3S. Fichero de computadora

Hemodynamics 111: the ups and downs of hemodynamics [programa

de computadora]. Version 2.2. Orlando (FL): Computerized
Educational Systems; 1993.

Cuoadros

Mecanografie o imprima cada cuadro a doble espacio y en
hoja aparte. No presente los cuadros en forma de impresiones
fotograficas. Numérelos consecutivamente siguiendo el orden en
que se citan por primera vez en el texto, y asigne un titulo breve a
cada uno. Cada columna llevard un encabezamiento corto o
abreviado. Las explicaciones irdn como notas al pie y no en el
encabezamiento. En las notas al pie se explicardn todas las
abreviaturas no usuales empleadas en cada cuadro. Como llamadas
para las notas al pie, utilicense los simbolos siguientes en la
secuencia que se indica: *, T, I, i, **, 1, ii..

Identifique las medidas estadisticas de variacién, tales como
la desviacién estdndar y el error estdndar de la media.

No trace Iineas horizontales ni verticales en el interior de los
cuadros. Cerci6rese de que cada cuadro aparezca citado en €l texto.

Si incluye datos publicados o inéditos provenientes de otra
fuente, obtenga la autorizacién necesaria para reproducirlos y
conceda el reconocimiento cabal que corresponde. Incluir un
nimero excesivo de cuadros en relacién con la extensién del texto
puede ocasionar dificultades al confeccionar las paginas. Examine
varios niimeros recientes de la revista a la que planea presentar el
articulo y calcule cudntos cuadros pueden inciuirse por cada millar
de palabras de texto. Al aceptar un articulo, el director podréd
recomendar que los cuadros suplementarios que contienen datos
de respaldo importantes, pero que son muy extensos para
publicarlos, queden depositados en un servicio de archivo, como
el Servicio Nacional de Publicaciones Auxiliares en los Estados
Unidos, o que sean proporcionados por los autores a quien lo
solicite. En tal caso, se agregard en el texto la nota informativa
necesaria. Dichos cuadros se presentardn junto con el articulo
para su consideracién.

Tlustraciones (figuras)

Envie los juegos completos de figuras en el nimero requerido
por larevista. Las figuras estardn dibujadas y fotografiadas en forma
profesional; no se aceptardn los letreros trazados a mano o con
méquina de escribir. En lugar de los dibujos, radiografias y otros
materiales de ilustracién originales, envie impresiones fotogréficas
en blanco y negro, bien contrastadas, en papel satinado y que midan
127 x 173 mm, sin exceder de 203 x 254 mm. Las letras, nimeros
y simbolos serédn claros y uniformes en todas las ilustraciones:
tendrén, ademds, un tamafio suficiente para que sigan siendo
legibles incluso después de la reduccién necesaria para publicarlos.
Los titulos y las explicaciones detalladas se incluirdn en los pies 0
epigrafes, no sobre las propias ilustraciones.

Al reverso de cada figura pegue una etiqueta de papel que lleve
anotados el niimero de la figura, el nombre del autor y cuél es 1a
parte superior de la misma. No escriba directamente sobre el dorso
de las figuras ni las sujete con broches para papel, pues quedan
marcadas. Las figuras no se doblardn ni se montaran sobre cart6n.

Las fotomicrografias incluir4n en sf mismas un indicador de 12
escala. Los simbolos, flechas y letras usados en estas deberén
contrastar claramente con el fondo.

Si se usan fotograffas de personas, estas no deberén sef
identificables; de lo contrario, habrd que anexar un permiso pof
escrito para poder utilizaras.
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Las figuras se numeraran en forma consecutiva de acuerdo con
su primera mencién en el texto. Si la figura ya fue publicada, se
reconocerd la fuente original y se presentard la autorizacién por
escrito que el titular de los derechos de autor concede para
reproducirla. Este permiso es necesario, independientemente de
quién sea el autor o la editorial; la dnica salvedad son los
documentos considerados como de dominio publico.

Pies o epigrafes de las ilustraciones

Los pies o epigrafes de las ilustraciones se mecanografiardn o
imprimirdn a doble espacio, comenzando en hoja aparte e
identificdndolos con los nimeros ardbigos correspondientes. Cuando
se utilicen simbolos, flechas, nimeros o letras para referirse a ciertas
partes de las ilustraciones, serd preciso identificar y aclarar el
significado de cada uno en el pie o epfgrafe. En las fotomicrografias
habré que explicar la escala y especificar el método de tinci6n.

Unidades de medida

Las medidas de longitud, talla, peso'y volumen se expresardn
en unidades del sistema métrico decimal (metro, kilogramo, litro,
etc.) O sus miltiples -y submultiplos.

Las temperaturas se consignarén en grados Celsius. Los valores
de presion arterial se indicardn en milimetros de mercurio.

Todos los valores hemdticos y de quimica clinica se presentarén
en unidades del sistema métrico decimal y de acuerdo con el Sistema
Internacional de Unidades (SI). La redaccién de la revista podra
solicitar que, antes de publicar el articulo, los autores agreguen
unidades alternativas o distintas de las del SI.

Abreviaturas y simbolos

Utilice Unicamente abreviaturas corrientes. Evite las
abreviaturas en el titulo y el resumen. Cuando se emplee por primera
vez una abreviatura en el texto, ird precedida del término completo,
salvo si se trata de una unidad de medida comin.

Envio del manuscrito a la revista

Envie por correo el nimero requerido de copias del manuscrito
en un sobre de papel resistente; si es necesario, proteja las copias y
las figuras metiéndolas entre dos hojas de cartén para evitar que
las fotografias se doblen. Meta las fotografias y transparencias en
su propio sobre de papel resistente.

Los manuscritos irdn acompaiiados de una carta de envio
firmada por todos los coautores.
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