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El fruto de la acerola: composicion, caracteristicas
productivas e importancia econémica

Tatiana Mezadri, M® Soledad Ferndndez-Pachdén, Débora Villafio, M® Carmen Garcia-Parrilla, Ana M Troncoso

Universidade do Vale do Itajai, Rua Uruguai,ltajai, Santa Catarina, Brazil. Area Nutricién y Bromatologia.
Facultad de Farmacia. Universidad de Sevilla. Sevilla Espatia.

RESUMEN. La acerola (Malpighia emarginata Sessé y Mocifio ex
DC) es una especie arbustiva que se desarrolla en zonas de climas
tropical y subtropical. Su origen se centra en el sur de México, Amé-
rica Central y zona septentrional de Sudamérica. Su denominacién
se adopté en 1986 por el Consejo Internacional de Recursos Genéticos
Vegetales. La Malpighia emarginata presenta un fruto subglobuloso
en forma de drupa, el cual posee tres semillas que representan entre
el 19y el 25% del peso total. El didmetro del fruto variade 1 a4 cm
y el peso de 2 a 15 g. Presenta una coloracién verde cuando estd en
desarrollo, cambiando a tonos amarillos y rojos cuando estd madu-
ro. Cada planta produce cerca de 20 a 30 kg de frutos anualmente.
La fruta de acerola proporciona macro y micronutrientes: proteinas
(0,21-0,80 g/100 g), grasas (0,23-0,80 g/100 g), y carbohidratos (3,6-
7,8 g/100 g), sales minerales (hierro 0,24, calcio 11,7 y fésforo 17,1
mg/100g) y vitaminas (tiamina 0,02, riboflavina 0,07 y piridoxina
8,7 mg/100 g). Hay que destacar su elevado contenido en vitamina C
(695 a 4827 mg/100 g), el cual ha inducido un gran consumo de esta
fruta en los ultimos afios, de ahi su importante valor econémico. La
acerola también presenta carotenoides y bioflavonoides, que le otor-
gan gran valor nutritivo y su uso potencial como antioxidante. Bra-
sil, por su clima y suelo favorables, es el principal productor mun-
dial de acerola, que comercializa en forma de zumos, mermeladas,
helados, compotas, gelatinas, confituras, dulces y licores. Para la
realizacién de esta revisi6n bibliogréfica se han consultado bases de
datos internacionales (Scifinder Scholar y Medline) y articulos ori-
ginales que han sido localizados y proveidos principalmente por los
Recursos Electrénicos de la Biblioteca de la Universidad de Sevilla
y la Universidad do Vale do Itajai (Santa Catarina, Brazil).
Palabras clave: Acerola, Malpighia emarginata, taxonomia, vita-
mina C, antocianos, carotenoides, aspectos econdmicos, mercado.

INTRODUCCION

La acerola (Malpighia emarginata Sessé y Mociiio ex DC.,
Prodr. 1:578; 1824) es una planta originaria del sur de México,
de América Central y de la zona septentrional de Sudamérica.
Su difusién tuvo lugar mucho antes del descubrimiento de

Finariciacién recibida del Ministerio de Ciencia y Tecnologia del Estado
Espafiol (Proyectos de Investigacién 2001-2368, 2001-2396 y 2004-1399)

);Gd; la Junta de la Comunidad Auténoma Andaluza (Espafia) (2003-AGR
).
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SUMMARY. The acerola fruit: composition, productive
characteristics and economic importance. The acerola (Malpighia
emarginata Sessé y Mocifio ex DC) is a wild plant grown in zones of
tropical and subtropical climate. Acerola is origin from South of
Mexico, Central America and Septentrional area of South America.
Its scientific name was adopted in 1986 by the International Council
of Vegetable Genetic Resources. Malpighia emarginata has a
subglobulose drupa fruit with three seeds which account between
the 19 - 25% of the total weight. The diameter and weight of the
fruit varies between 1 - 4 cm and 2 - 15 g, respectively. The fruit
shows green color when it is developing, which changes to yellow
and red tones when it is mature. Each plant produces annually 20 -
30 kg of fruits. This fruit contents macro and micronutrients: proteins
(0,21-0,80 g/100 g), fats (0,23-0,80 g/100 g), carbohydrates (3,6-
7,80 g/100 g), mineral salts (iron 0,24, calcium 11,7, phosphorus
17,1 mg/100g) and vitamins (thiamine 0,02, riboflavine 0,07,
piridoxine 8,7 mg/100 g). Its high content in vitamin C (695 a 4827
mg/100 g) is remarkable, therefore acerola has an increasing economic
value by its great consume during last years. Acerola also presents
carotenoids and bioflavonoids which provide important nutritive value
and its potential use as antioxidant. Brazil has a climate and soil
appropriate for the culture of acerola, thus this country is the main
mundial productor. Acerola is commercialised as juices, jams, ices,
gelatins, sweets or liquors. Bibliographical data have been mainly
supplied by Electronic Resources of the University of Seville and
the University do Vale do Itajai (Santa Catarina, Brazil).

Key words: Acerola, Malpighia emarginata, taxonomy, vitamin C,
anthocyanins, carotenoids, economic aspects, market.

América, los nativos de las islas de América Central, ademas
de consumir la acerola, la transportaban en sus viajes y
migraciones diseminéndola asi de isla en isla (1). La coloracién
atrayente de sus frutos y su extensa utilizacién en la
alimentacién de los nativos, llamaron la atencién de los
espafioles que, debido a la semejanza morfolégica con la cereza
europea, la denominaron “Cereza de Las Indias Occidentales”
(West Indian Cherry). La acerola ha recibido distintos nombres
populares dependiendo del pais en donde se cultiva: cereza
de Barbados, cereza de las Antillas, cereza colorada, manche
0 semeruco.
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Pliny Reasoner introdujo la Malpighia emarginata en
Florida (EEUU) en 1880 como planta ornamental por su denso
follaje, sin embargo, sus frutos no se reconocieron como
comestibles hasta 1903 (2).

La importancia de la acerola se ha relacionado con su
caracter nutricional, representado por su elevado contenido
en vitamina C, que motiva una creciente demanda por parte
del consumidor (3). Su papel como antioxidante ha tenido
especial relevancia en los iiltimos afios, debido a que la mayoria
de enfermedades cardiovasculares tienen su origen en el stress
oxidativo producido por especies reactivas de oxigeno (ROS)
(4-6). La vitamina C se considera uno de los més potentes y
menos téxico antioxidante natural (7-8).

El consumo de frutas y verduras en general se ha
relacionado de forma inversa y proporcional con el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares, crénicas y
degenerativas. Ademas de las vitaminas, los alimentos de
origen vegetal contienen compuestos fendlicos, que son
sustancias organicas no nutrientes cuya estructura quimica es
propicia para secuestrar radicales libres. La actividad
antioxidante que presentan estos compuestos se debe
fundamentalmente a la facilidad con la que un itomo de
hidrégeno desde un grupo hidroxilo aromdtico puede ser
donado a la especie radical, y a la habilidad de la estructura
fenélica para soportar un electrén desapareado (9).

Distintos estudios han abordado la caracterizacién de este
fruto en cuanto a composicién fendlica (10-11), carotenoides
(12-15), aromas (16) asi como el andlisis de su actividad
antioxidante total (17-18). Otras frutas han sido evaluadas con
mayor extension en este sentido (19-23).

Debido por tanto al contenido vitaminico de la acerolay a
su posible papel como ingrediente antioxidante, resulta de gran
importancia econémica detectar y seleccionar variedades de
acerola cuyo genotipo reina en gran medida caracteristicas
de alto valor horticola y nutricional, convertibles asi en clones
comerciales (3, 24-27). Las variedades que alcancen un creci-
miento y maduracién mas elevados, con mayores picos de
produccién al afio, y que presenten asimismo un contenido de
compuestos bioactivos adecuado tendrdn mayor relevancia
para el mercado y los consumidores (2, 3, 24, 25, 27, 28).

Este trabajo pretende caracterizar el fruto de la acerola,
resaltando sus caracteristicas vegetativas y su composicién, y
relacionando éstas con su papel como producto saludable y
como ingrediente alimentario en vistas a la produccién de ali-
mentos funcionales.

Aspectos botdnicos y taxonémicos de la acerola

Asenjo (29) sefiala que el nombre «acerola» proviene del
nombre del fruto de Crataegus azarolus L., un arbusto de la
familia de las Roséceas originario de la parte oriental de la
cuenca del Mediterrdneo (Creta) y cultivado en los paises del
sur de Europa, entre ellos Espafia.

En 1535 Oviedo hizo la primera referencia sobre
Malpighia emarginata cuando describi6 el «<semeruco» como
un pequefio arbol de frutos delicados y sabrosos parecidos a
la cereza europea (Prunus cerasus L.), pero que, a diferencia
de ésta, contenia dos o tres semillas (30). En 1696 Sloane,
desconociendo el trabajo de Oviedo, emple6 la denomina-
cién «cereza de Suriname» o «pitanga», sin embargo, este
dltimo nombre coincide con el de los frutos de Eugenia
uniflora L., un arbusto de la familia de las Mirtdceas (30). En
1703 Charles Plumier, en su obra “Nova Plantarum
Americanarum Genera”, agrupé cinco especies de drboles y
arbustos en un género al que denominé Malpighia (en honor
del naturalista italiano Marcello Malpighi), dando «nombres
frase» a cinco especies (31). En 1753 Linneo publicé “Species
Plantarum”, obra que se considera el punto de partida en la
clasificacién binomial de las especies. Basandose en el traba-
jo de Plumier, Linneo describe en su libro como especie tipo
del género a Malpighia glabra, frecuentemente confundida
con Malpighia emarginata. En la segunda edicién de la obra,
Linneo reconoce como nueva especie del género a Malpighia
punicifolia (32).

El status taxonémico de Malpighia emarginata ha sido
objeto de controversias: Algunos botdnicos distinguen la «Bar-
bados cherry» (Malpighia glabra) de la «West Indian Cherry»
(Malpighia punicifolia). Otros sugieren que Malpighia
emarginata podria tratarse de una especie hibridégena entre
Malpighia glabra y Malpighia punicifolia. También se ha
considerado a Malpighia glabra como una variedad de culti-
vo de Malpighia punicifolia. En 1979 Vivaldi (33) considera
sinénimas las denominaciones Malpighia glabra'y Malpighia
punicifolia (Malpighia glabra L.). Para este autor Malpighia
emarginata aparece por primera vez en la literatura boténica
en el volumen I (1824) de la obra de A. P. De Candolle (DC.)
“Prodomus Systematis Naturalis Regni Vegetabilis”, donde
es reconocida formalmente la especie a partir de los datos de
Martin Sessé y José Mariano Mocifio tras su expedicién por
América Central. La denominacién de esta especie como
Malpighia emarginata Sessé y Mocifio ex DC. se adopté de-
finitivamente en 1986 en el Consejo Internacional de Recur-
sos Genéticos Vegetales (34).

Caracteristicas vegetativas de la acerola

Malpighia emarginata es una especie arbustiva que se
desarrolla en zonas de climas tropical y subtropical. Mide de
2 a 5 mde altura, con un tallo tortuoso, corteza rugosa, made-
ra blanca y ligera. Presenta un fruto subglobuloso en forma
de drupa, de superficie lisa o sensiblemente trilobada, que se
dispone apartada o en paniculas de dos o tres en axilas foliares,
con pediinculos cortos y posee tres semillas que representan
entre el 19% y el 25% del peso total. El tamaiio del fruto
variade 1 22,5 cm, el didmetrode 1 a4 cmyelpesode2a 15
g. Presenta una coloracién verde cuando est4 en desarrollo,
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cambiando a tonos amarillos y rojos cuando estd maduro (34).

La especie se caracteriza por presentar un crecimiento que
varia entre semipostrado a erecto y de compacto a abierto,
con ramas largas sobre las cuales se disponen lateralmente
ramas de entrenudos cortos. Las inflorescencias son
pedunculadas y se originan en las axilas foliares inferiores de
las ramas del dltimo crecimiento y en las ramas laterales cor-
tas (2,33,27).

La actividad metabélica de la acerola es intensa, y su ma-
duracién ocurre en corto espacio de tiempo, por lo que no se
necesita de ningiin agente activador para que la fruta esté en
condiciones ideales para el consumo (35). En el proceso de
maduracién estdn implicadas una serie de reacciones
bioquimicas complejas tales como: hidrélisis del almidén,
conversién de cloroplastos en cromoplastos con transforma-
cién de clorofila, descenso de acidez, aumento de aziicares
reductores, produccién de carotenoides, antocianinas, fenoles
y formacién de compuestos volatiles (36,37). Todas estas re-
acciones son importantes para finalizar la maduracién de la
fruta y para caracterizar su sabor peculiar.

Las acerolas maduras mantenidas a temperatura ambiente
se deterioran en 4 - 5 dias y las verdes y semi-maduras en 6 -
7 dias (38). Las alteraciones asociadas con la maduracién es-
tan relacionadas con el estadio en que se encuentren los fru-
tos.

La produccién comienza a los 1-2,5 afios después de plan-
tado y su periodo de fructificacién es de 3 a 4 veces al afio.
Cada planta produce cerca de 20 a 30 kg de frutos anualmen-
te (39). En Puerto Rico, Simao (40) constaté hasta siete picos
de produccién por afio. En algunas regiones del noreste brasi-
lefio, que presentan alta disponibilidad de luz y buena irriga-
cién, las plantas comienzan a dar frutos en menos de un afio y
producen practicamente todo el afio (3).

Composicién de la acerola

En la Tabla 1 se detallan los distintos componentes de la
fruta de acerola, asf como el intervalo de concentracién en-
contrado para los mismos. Cabe destacar su elevado conteni-
do en vitamina C.

El fruto contiene también carotenoides y bioflavonoides,
de ahf su gran valor nutritivo y su uso potencial como
antioxidante (48). La Tabla 2 recoge los datos de concentra-
cién determinados para estos compuestos.

La composicién de los frutos y de sus productos depende
de algunos factores como las condiciones climéticas (lluvias,
disponibilidad de nutrientes del suelo, variacién de la
temperatura), el tratamiento del cultivo, la localizacién
geogrifica, la aplicacién de pesticidas, el estadio de la
maduracién o el procesado y almacenamiento.

Tabla 1
Composicién nutritiva del fruto de acerola

Contenido por 100g

Proteinas 0,2141-0,6-08¢g
Grasas 0,23 1. 0,5 2. 0,8 ¥ g
Carbohidratos 3,5740.6,3@.78@g
Hierro 0,24 mg “»
Calcio 11,7 mg “»
Fésforo 17,1 mg®»
Tiamina 0,02 mg“»
Rivoflavina 0,07 mg“»
Piridoxina 8,7 mg“h
Vitamina C 695 - 4827 mg @49
470 - 1655 mg “9

1,79 g “®

885 mg ®
Agua 90,6 “»-92 @0 g
Cenizas 0,4 g ©
Fibra dietética 3g@»
Energia 17 @Y - 27 ¥ Kcal
Acidez valorable 1,04 - 1,87 g 4cido maélico “7

Tabla 2
Compuestos no nutrientes del fruto de acerola

Contenido por 100g

Carotenoides totales 0,32 - 40,6 mg 9
B-Caroteno 0,5-1,2mg
441 - 1269 mg
a~Caroteno 1,6 - 3,6 mg (2
Luteina 0,1-02mg®
Fenoles totales 861 mg ¢®

536 - 4524 mg 9
140 - 1150 mg ©©

Antocianinas 3,79 - 59,74 mg ¢V
3,81-47,4mg “?

2,7-5,23 mg ©0

Flavonoles 7-18,5 mg “7

La variabilidad encontrada en los valores de vitamina C por
distintos autores puede estar relacionada con el grado de madurez
de los frutos. Durante la maduracién se produce un descenso en
el contenido de vitamina C. Los frutos verdes presentan mayor
contenido en vitamina C que los maduros (52). Butt (53) atribuyé
este descenso a la accién de la enzima 4cido ascorbico oxidasa
(ascorbato oxidasa), y comprobé que la actividad de esta enzima
en los frutos maduros es superior que en los verdes. Las técnicas
de procesado y almacenamiento también afectan el contenido
de 4cido ascérbico de la acerola (54).
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Los frutos sufren una pérdida de agua acompaiiada de un
descenso de hastaun 25,2% en su contenido de 4cido ascérbico
después de ser recolectados y expuestos directamente al sol
durante 8 horas (55). Sin embargo, la radiacién solar, que au-
menta la actividad fotosintética de la acerola durante la fase
de crecimiento, incrementa el nivel de azicares en los tejidos
de la planta y, como consecuencia, de dcido ascérbico, puesto
que éste se sintetiza a partir de las hexosas. Por ello, cuanto
mayor es la incidencia de la radiacién solar a lo largo del ciclo
de la planta, mayor es el contenido de vitamina C de los fru-
tos.

En la Tabla 3 se muestran valores de vitamina C de otras
frutas (los datos corresponden a Tablas de Composicién de
Alimentos espafiolas y de América Latina). Como se puede
observar, la acerola presenta el mayor contenido en vitamina
C. El fruto de Myrciaria dubia (camu-camu), que se cultiva

en la regién Amazdnica de Perd y Brasil, presenta un mayor

contenido de esta vitamina.

Mezadri, et al. (13) identificaron 17 pigmentos carotenoides
en el fruto de acerola: neoxantina, isémero de neoxantina,
neocromo, isémero de neocromo, violaxantina, isémero de
violaxantina, luteoxantina, auroxantina, anteraxantina,
mutatoxantina, luteina, cis-lutefna, B-criptoxantina 5-8-
epbxido y 5-6-epdxido, B-criptoxantina, B-caroteno y cis-f-
caroteno. Resultados similares se describen en otros estudios
(15, 58-60). Entre los carotenoides identificados, el B-caroteno
destaca por su alto contenido (40 - 60% de los carotenoides
totales). En el zumo se han encontrado valores de hasta un
75% de B-caroteno. Otros carotenoides como neoxantina,
neocromo, luteoxantina, auroxantina, anteraxantina,
mutateoxantina, cis-luteina, cis-B-caroteno, criptoxantina-5,6-
epéxido y criptoxantina-5;8-ep6xido se encuentran en menor
cantidad, en algunos casos no excede el 5% del contenido to-
tal de carotenoides. El perfil de estos pigmentos guarda rela-
cién con la presencia de cloroplastos, que se transforman en
cromoplastos durante la maduracion.

La composicion en carotenoide resulta influenciada por la
temperatura de la zona de cultivo, se han descrito valores bajos
de B-caroteno, B-criptoxantina y a-caroteno en regiones frias
del estado de Sdo Paulo (Brazil), en comparacién con los
valores encontrados en frutas cultivadas en 4reas templadas
de Pernambuco (60).

El estado de maduracién también influye en la
concentracién de algunos carotenoides. Las frutas maduras
presentaron un contenido de B-caroteno de 12 pg/g. En frutas
parcialmente maduras el valor fue inferior (5 pg/g). En cambio,
la concentracién de luteina fue en éstas dltimas ligeramente
mayor (2 pg/g) que en las maduras (1 pg/g) (49).

Tabla3
Contenido en vitamina C de distintas frutas

mg/100 mL o 100 g de porcién comestible

América latina ®»  Egpafia®®

Fragaria vesca 42,0 - 60,0 64,0
Persea americana 8,0-14,0 13,0
Prunus aviuml 5,6-700 15,0
Prunus domestica 4,2-36,8 58
Cocus nucifera 0,9 0,0
Annona cherimola 3,3-19,0 15,0
Ficus carica 0,6-15,0 2,7
Diospyros kaki 6,9-13,1 16,0
Actinidia chinensis 95,8-98,0 71,0
Citrus limonum 37,0-77,0 53,0
Citrus reticulata 24,0-72,0 30,0
Mangifera indica 19,0 - 80,0 27,7
Malus pumila 1,3-11,0 12,0
Cucumis melo 42,0-74,0 32,0
Cydonia oblonga 11,0- 15,0 13,0
Hierba mora 2,4-205 17,0
Citrus aurantium 48,0-92,3 50,0
Prunus pérsica 50 10,5
Eriobotrya japonica 1,0-1,2 10,0
Pyrus communis 4,0-7,0 4.6
Ananas comosus 10,0- 19,9 19,0
Citrus grandis 61,0 44,0
Citrullus lanatus 5,0-10,0 6,0
Vitis vinifera 40-11,0 472
Myrciaria ditbia 4000 ©7
Malpighia emarginata 695 - 4827 @4

470 - 1655 “»

885 1%
1790 “9
Zumo de Malpighia emarginata 43 - 1797 ¢
: 1247 - 1845 “n

Por otra parte, la variedad genotipica de la fruta determina
también la composicién carotenoide. El genotipo Olivier
presentd un contenido significativamente mayor de
carotenoides totales que el genotipo Waldy cati, ambos
cultivados en la misma region del estado de Sdo Paulo (Brazil).
Esta diferencia se debié a la mayor concentracién de los
carotenoides principales (excepto la luteina) en Olivier ([B-
caroteno] = 1269,4 pg/g; [a-caroteno] = 36,7 pg/g) con
respecto a Waldy cati ([-caroteno] =441,5 pg/g; [a-caroteno]
=16 pg/g) (12). También se comprobd para las dos variedades
genotipicas anteriores que las plantas sometidas a una mayor
exposicién luminica, generan una mayor concentracién de
carotenoides, principalmente 3-caroteno (12).

Actualmente existe una escasa informacién sobre la ca-
racterizacién de los compuestos fendlicos de la acerola. El
contenido fenélico total si se ha analizado con frecuencia. En
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la Tabla 2 se muestran los valores de contenido fendlico total
descritos por distintos autores. La amplitud del intervalo ob-
tenido se debe a la influencia de la variedad genotipica de la
muestra (14).

La cantidad de fenoles totales varia segin el grado de
madurez de la fruta, el fruto de acerola madura present6 un
valor de 1,35 mg/g; el contenido fendlico del zumo de acero-
la inmadura presenté un valor superior (9,2 mg/g) (17). Fac-
tores externos como luz y temperatura también influyen en el
contenido de compuestos fendlicos totales (61).

En cuanto al perfil fenélico de la acerola, Hanamura et al.
identificaron dos antocianinas, cianidin-3-o-O-ramnésido
(C3R) y pelargonidin-3-a-O-ramnésido (P3R), y quercetin-
3-a-O-ramnosido (quercitrina). Vendramini y Trugo (11) iden-
tificaron los siguientes compuestos en el fruto: acido p-
cumdrico, acido ferdlico, icido cafeico, 4dcido clorogénico,
kaempferol y quercetina. Riguetto et al. (17) determiné la pre-
sencia de catequina, dcido géllico, 4cido cumdrico, 4cido
siringico, dcido cafeico y 4cido ferilico en zumos de acerola
inmadura. Mezadri (50) identific6 los compuestos furfural,
procianidina B1, 4cido clorogénico, galato de (-)-
epigalocatequina, (-)-epicatequina y rutina.

Con respecto a los antocianos totales, en la Tabla 2 se in-
dican los valores de concentracién obtenidos por diversos
autores. Estos valores son menores que los detectados en otros
zumos de frutas como el de Fragaria vesca (55,7 mg/100 mL)
(62) y el de Coriandrum sativum (12,8 — 21,7 mg/100 mL)
(63). Price y Wrolstad (64) midieron cantidades excepciona-
les de antocianos en el zumo de una variedad de Theristicus
caudatus denominada “Royal Okanogan Huckleberry” (530
mg/100 mL).

Vendramini y Trugo (11) identificaron en la piel de la ace-
rola los antocianos malvidina 3,5-diglicosilada, cianidina 3-
glicosilada y pelargonidina, con un contenido total de 37,5
mg/100 g. Estos autores proponen que la piel puede ser utili-
zada como fuente de pigmento natural.

Los antocianos, como muchos otros pigmentos naturales,
son inestables frente a las variaciones de diversos factores
como la temperatura, el oxigeno, el pH, la interaccién con
otros componentes del alimento. Generalmente, son mas es-
tables en condiciones 4cidas. Cuando se degradan, la fruta
sufre una pérdida de color, seguida de la formaci6n de color
marrén y de productos insolubles (65-66).

Los compuestos responsables del aroma del fruto han sido
aislados e identificados por cromatografia de gases y
espectrometria de masas. Entre los 46 compuestos correspon-
dientes a la fraccién volitil, los alcoholes (3-metil-3-butenol,
3-metil-1-butanol y 2-metil-1-butanol) son los predominan-
tes. Compuestos aromaéticos y ésteres participan también en
el aroma de la fruta. Entre las 42 agliconas identificadas por
primera vez, los alcoholes y los norisoprenoides alifaticos son
los componentes principales. La hidr6lisis de estas agliconas

puede aumentar el aroma de la acerola (67).

Usos, produccién y aspectos econémicos de la acerola

La fruta puede consumirse fresca, aunque por la acidez de
la pulpa no resulta la forma més frecuente de consumo. Asi,
generalmente se elaboran zumos, mermeladas, helados,
compotas, gelatinas, confituras, dulces y licores. En
Sudamérica es cominmente empleada como saborizante en
helados, bebidas y cécteles. En la industria se utiliza también
en muchas vitaminas comerciales, para la elaboracién de con-
centrados, en nutracéuticos, principalmente por su contenido
en vitamina C y como fortificador del 4cido ascérbico en otros
zumos de frutas pobres en esta vitamina. Matsuura y Rolim
(68), aumentaron cinco veces la cantidad de vitamina C del
zumo de pifia afiadiendo un S - 10% de zumo de acerola, pre-
servando ademds las caracteristicas sensoriales del zumo de
pifia original. :

Estudios recientes han demostrado que la acerola presen-
ta actividad antioxidante basada en su capacidad de secues-
trar radicales libres (69-70), siendo asi adecuada para la pre-
venci6n de enfermedades relacionadas con la edad, tales como
hipertensién (71-72), distintos tipos de céncer (73-75),
arteriosclerosis e infarto de miocardio (71).

Extractos de acerola presentaron valores de actividad
antioxidante elevada mediante su evaluacién por los siguien-
tes métodos de medida: ensayo basado en la inhibicién de la
peroxidacién inducida por cobre en liposomas, y ensayo ba-
sado en la inhibicién de la co-oxidacién de 4cido linoleico y
f3-caroteno (18). .

Los compuestos cianidin-3-a-0O-ramnésido, pelargo-
nidina-3-a-O-ramnésido y quercetin-3-a-O-ramnésido, iden-
tificados en extractos de acerola, presentaron actividad
antioxidante in vitro relacionada con su capacidad secuestra-
dora del radical O* y su efecto inhibidor de a-glucosidasa y
de formacién de derivados avanzados de glicosilacién, am-
bos parametros indican que la acerola es beneficiosa para pre-
venir la prevenir diabetes mellitus (10). Zumos de acerola
mostraron actividad antioxidante medida como inhibicién de
la oxidacién de linoleato de metilo (17).

En relacién con otros alimentos, los valores de actividad
antioxidante obtenidos con el método ABTS (2,2'-azino-bis-
(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) para la pulpa y el zumo de
acerola (valor medio de 57,8 mM) (50) son superiores a los
obtenidos con el mismo método en otros zumos o productos
vegetales como naranja (5,8 mM) (76), gazpacho (1,2 mM),
arandanos (38,3 mM) y zarzamora (26,5 mM) (77). Los valores
de actividad antioxidante obtenidos con el método DPPH

(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) para las mismas muestras de
acerola (74,3 mM) (50) fueron mayores que los encontrados
para el vino (6-8 mM) (78-79), infusiones de té verde (8,3
mM) (80) y granada (28 mM) (81). Los valores de actividad
antioxidante obtenidos con el método ORAC (Capacidad de
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Absorbancia de Radicales de Oxigeno) en dichas muestras
(51,2 mM) (50) fueron también superiores a los obtenidos con
el mismo método para coliflor (17.7 mM), fresa (15.4 mM) y
espinaca (12.6 mM) (82), y similares a los valores de ardndanos
(83).

El crecimiento relativamente rapido de la acerola, su pro-
duccién de varias cosechas al afio y su elevada concentracién
en vitamina C, asi como su contenido en carotenoides y
antocianinas, ha propiciado un sensible incremento de su con-
sumo en los dltimos afios despertando un gran interés econé-
mico sobre el cultivo de esta planta (3).

Actualmente Brasil es el principal productor mundial de
esta fruta, que comercializa en forma de pulpay frutos conge-
lados. En 1996 produjo 32.990 toneladas de acerola (84). La
region brasilefia de mayor produccién corresponde al sureste,
seguido de la region noreste y norte, ambas caracterizadas por
grandes 4reas de cultivo vinculadas a agro-industrias. Por ul-
timo, la regi6n sur estd formada por pequefias propiedades,
pero con un gran potencial de mercado (52). Otras plantacio-
nes comerciales importantes se localizan en Puerto Rico, Flo-
rida y Hawai (39, 85).

El interés comercial que presenta el cultivo de acerola a es-
cala industrial, se explica por el aumento del consumo interno y
de la demanda externa. Esto ha favorecido la aparicién de pe-
quefios productores que cuentan con una plantacién de facil cul-
tivo, contribuyendo al desarrollo de regiones mds desfavorecidas
de Sudamérica y fomentando el empleo agrario.

Uno de los principales problemas al que se enfrentan los
productores de acerola es la gran sensibilidad de los frutos
maduros después de su recoleccién y durante el proceso de
comercializacién. La rapidez en su maduracién hace fragil la
piel de la acerola, por lo que cualquier dafio mecanico provo-
ca su ruptura con facilidad inicidndose la fermentacién de la
pulpa. Para evitar estos inconvenientes se exigen cuidados
especiales de recoleccién y almacenamiento que, por otra parte,
encarecen y dificultan la explotacién comercial (86-87).

Entre los compradores externos de la acerola brasilefia
destaca el mercado japonés, seguido de Estados Unidos y
Europa. En Japén, la acerola es procesada y utilizada para la
fabricacién de suplementos vitaminicos y para la fortificacién
de otros zumos. En Europa, concretamente en Alemania, Fran-
cia, Bélgica y Hungria, la acerola se emplea basicamente para
enriquecer zumos. En Estados Unidos su utilizacién principal
es como complemento vitaminico en la industria farmacéuti-
ca. Otro mercado prometedor es el de América Latina, princi-
palmente Argentina, Chile y Uruguay. Argentina, por ejem-
plo, es un gran comprador de zumos de acerola (88).

La produccién de acerola presenta una gran variabilidad
en cuanto ala composicion y caracteristicas vegetativas de los
frutos. Esta planta todavia no posee variedades homogéneas
(89). Las plantas de acerola muestran una gran variabilidad
genética como consecuencia de la extensa propagacion de sus

semillas (12). Caracteristicas tales como precocidad, habito
de crecimiento y floracién, productividad, capacidad de

-enraizamiento y calidad de la fruta son diversas segiin la va-

riedad de estudio. Resulta de gran interés la deteccién y se-
leccién de plantas cuyo genotipo produzca los valores més
Sptimos de dichas variables para construir clones comercia-
les de gran valor para el consumo, por su agradable
palatabilidad y contenido en compuestos beneficiosos para el
organismo, tales como flavonoides y vitamina C (2,27,3,24-
25). En un estudio se evaluaron las caracteristicas de 34 va-
riedades de acerola, seleccionadas a su vez entre més de un
millén de la zona 4arida del estado Lara (Venezuela). Un total
de 7 plantas reunieron en mayor grado los valores positivos
de los aspectos analizados (indice de floracién, indice de fruc-
tificacion, contenido en dcido ascérbico, acidez y sélidos so-
lubles totales), por lo que representan un valioso potencial
horticola para ser propagadas vegetativamente (28).

Métodos de biisqueda y recopilacién de datos
Los trabajos consultados para la elaboracién del presente

estudio de revision bibliogréfica han sido localizados mediante

los siguientes recursos:

- Software SciFinder Scholar Versién 2004, que es un Bus-
cador Internacional de trabajos cientificos (American
Chemical Society Ed.).

- Recursos Electrénicos de la Biblioteca de 1a Universidad
de Sevilla (blisqueda por orden alfabético, por materias,
por proveedor): http://bib.us.es/recursos/recursos_e.asp

- Base de Datos de la Red de Bibliotecas del CSIC: http://
www.csic.es/cbic/cbic.htm
Asimismo, los trabajos analizados han sido proveidos en

su totalidad por los fondos de la Biblioteca del Instituto de la

Grasa (CSIC) (Avda. Padre Garcia Tejero, 4 41012 Sevilla,

Espaiia), la Universidad do Vale do Itajai (Santa Catarina,

Brazil), que ha proporcionado trabajos editados en su pafs, y

los recursos electrénicos anteriormente citados.

REFERENCIAS

1. Couceiro EM. Curso de extensdo sobre a cultura da acerola.
Recife: Universidade Federal Rural de Pernambuco 1985; 45.

2. Ledin RB. The Barbados or West Indian cherry. Gainesville:
University of Florida 1958; 594: 28-38.

3. Alves RE, Menezes JB, Silva SM. Colheita e pés-colheita da
acerola. In: SAO JOSE AR, ALVES RE (Ed.). Acerola no
Brasil: produg@o e mercado. Vitoria da Conquista: UESB 1995
p. 77-89.

4. Dean RT, Fu S, Stocker R, Davies MJ. Biochemistry and
pathology of radical-mediated protein oxidation. Biochem J.
1997; 324: 1-18.

5. Diplock AT. Antioxidants and disease prevention. In: Molecular
Aspects of Medicine 1994; 15: 295-376 (H. Baum, editor).
Oxford and New York: Pergamon Press.


http://bib.us.es/recursos/recursos_e.asp
http://www.csic.es/cbic/cbic.htm

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

20.

21.

22.

23.

EL FRUTO DE LA ACEROLA: CARACTERISTICAS PRODUCTIVAS

Wiseman H, Halliwell B. Damage to DNA by reactive oxygen
and nitrogen species: role in inflammatory disease and
progression to cancer. Biochem J. 1996; 313: 17-29.

Bendich A, Machlin LJ, Scandurra O, Burton GW, Wayner
DDM. The antioxidant role of vitamin C. Free Rad Biol &
Med. 1986; 2: 419-444.

Weber P, Bendich A, Schalch W. Vitamin C and human health
—areview of recent data relevant to human requeriments. Inter
J Vit Nutr Res. 1996; 66: 19-30.

Kanner J, Frankel E, Granit R, German B, Kinsella JE. Natural
antioxidants in grapes and wines. J Agric Food Chem 1994;
42: 64-69.

Hanamura T, Hagiwara T, Kawagishi H. Structural and func-
tional characterization of polyphenols isolated from acerola
(Malpighia emarginata DC.) fruit. Biosci Biotechnol Biochem
2005; 69 : 280-286.

Vendramini AL, Trugo LC. Phenolic compounds in acerola fruit
(Malpighia punicifolia, L.). ] Braz Chem Soc 2004; 15: 664-
668.

De Rosso VV, Mercadante AZ. Carotenoid composition of two
Brazilian genotypes of acerola (Malpighia punicifolia L.) from
two harvests. Food Res Int 2005; 38: 1073-1077.

Mezadri T, Perez-Galvez A, Hornero-Mendez D. Carotenoid
pigments in acerola fruits (Malpighia emarginata DC.) and
derived products. Eur Food Res Technol 2005; 220: 63-69.
Lima Vlag, Mélo EA, Maciel MIS, Prazeres FG, Musser RS,
Lima Des. Total phenolic and carotenoid contents in acerola
genotypes harvested at three ripening stages. Food Chem 2005;
90: 565-568.

Azevedo-Meleiro CH, Rodriguez-Amaya DB. Confirmation of
the identity of the carotenoids of tropical fruits by HPLC-DAD
and HPLC-MS. J Food Comp Anal 2004; 17: 385-396.

Pino JA, Marbot L. Volatile flavor constituents of acerola
(Malpighia emarginata DC.) Fruti. J Agric Food Chem 2001;
49: 5880-5882.

Riguetto AM, Netto FM, Carraro F. Chemical composition and
antioxidant activity of juices from mature and immature acerola
(Malpighia emarginata DC). Food Sci Tech Int 2005; 11: 315-
32L

Hassimotto NMA, Genovese [, Lajolo FM. Antioxidant Activity
of Dietary Fruits, Vegetables, and Commercial Frozen Fruit
Pulps. J Agric Food Chem 2005; 53: 2928-2935.

Hazak JC, Harbertson JF, Adams DO, Lin CH, Ro B. The phe-
nolic components of grape berries in relation to wine compo-
sition. Acta Horticulturae 2005; 689: 189-196.

Kim MY, Iwai K, Matsue H. Phenolic compositions of Vibur-
num dilatatum Thunb. fruits and their antiradical properties. J
Food Comp and Anal 2005; 18: 789-802.

Morello JR, Romero MP, Ramo T, Motilva MJ. Evaluation of
L-phenylalanine ammonia-lyase activity and phenolic profile
in olive drupe (Olea europaea L..) from fruit setting period to
harvesting time. Plant Science 2005; 168: 65-72.

Chinnici F, Bendini A, Gaiani A, Riponi C. Radical scaveng-
ing activities of peels and pulps from cv. Golden Delicious
apples as related to their phenolic composition. ] Agric Food
Chem 2004; 52: 4684-4689.

Kosar M, Kafkas E, Paydas S, Baser K, Huesnue C. Phenolic
composition of strawberry genotypes at different maturation

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.
32.
33.

34.

35.

36.

107

stages. J Agric Food Chem 2004; 52: 1586-1589.

Arostegui F, Asenjo C, Muiiiz A, Alemany L. Observations
and data on promising selection of West Indian Cherry,
Malpighia punicifolia L. J Agric of Univ PR 1955; 39: 51-56.
Bosco J, Neto M, Aguiar S, Melo A, Baros R. Pesquisa e
estensao com Acerola na Paraiba. En: Sao José AR, Alves RE,
editores. Acerola No Brasil. Universidade Estadual Do Sudoeste
Da Bahia. Bahia, Brasil 1995, pp 124-129.

Ledin RB. The Barbados or West Indian cherry. Gainesville:
University of Florida 1958; 594: 28-38.

Nakasone H, Yamane G, Miyashita P. Selection, evaluation and
naming of acerola (Malpighia glabra L.) cultivars. Hawaii
Agric. Exp. St. University of Hawaii 1968; 65: 19.
Laskowski LE, Bautista D. Evaluacion de caracteristicas
vegetativas, productivas y de calidad de la fruta de plantas de
semeruco cultivadas en zonas dridas. Agron Trop 1997; 48:
239-249.

Asenjo CF. Aspectos quimicos y nutritivos de la acerola
(Malpighia punicifolia L.). Revista Hispano Americana de Cien-
cias Puras y Aplicadas. México 1959; 19:109-118.

Ostendorf FW. The West Indian cherry. Tropical abstracts,
Amsterdam. 1963; 18: 145-150.

Plumier C. Nova Plantarum Americanarum Genera. 1703
Linneo C. “Species Plantarum”. 1753.

Vivaldi J. The systematic Malpighia L. Thesis of Degree of
Doctor or Philosophy. Fac. of Graduate School of Cornell
University 1979.

Alves RE, Menezes JB. Botanica da aceloreira. En: Sdo José
AR, Alves RE, editores. Acerolano Brasil: produgéo e mercado.
Vitéria da Conquista - BA, UESB 1995, pp 160.

Alves RE. Caracteristicas das frutas para exportagdo. En:
Acerola para exportag@o: procedimentos de colheita e pés-
colheita. Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da
Reforma Agréria, Secretaria do Desenvolvimento Rural.
Programa de apoio & produg@o e exportaggo de frutas, hortaligas,
flores e plantas ornamentais. Brasilia: EMBRAPA 1996, pp
30.

Alves RE, Menezes JB, Chitarra AB, Chitarra MIF. Atividade
respiratéria e caracteristicas fisico-quimicas e quimicas de
acerolas (Malpighia emarginata DC.) em diferentes estadios

~"de maturaggo. Agropecuaria Técnica 1992; 13: 77-89.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Speirs J, Brady CJ. Modification of gene expression in ripening

fruit. Aust J Plant Physiol 1991; 18: 519-532.

Manica I, Carvatho RIN. Acerola pesquisa e extensio no Rio

Grande do Sul. En: Sao José AR, ALVES RE, editores. Acerola

no Brasil: produgdo e mercado. Vitéria da Conquista - BA,

UESB 1995, pp 160.

Netto ML. Acerola o Cereja Tropical. Nobel/Dier-berger. Sao

Paulo 1986:94.

Sim#o S. Cereja das Antilhas. En: Simdo, S editor. Manual de

Fruticultura. S&o Paulo: Agrondmica Ceres 1971; 15: 477-485.

Assis SA, Lima DC, Oliveira OMMF. Acerola’s pectin

methylesterase: studies of heat inactivation. Food Chem 2000;

71: 465-467.

Oficina Regidnal de 1a FAO para América Latina y el Caribe

(Tabla de Composicién de Alimentos de América Latina) http:/
. Iwww.rlc.fao.org/bases/alimentos/busca.asp


http://www.rlc.fao.org/bases/alimentos/busca.asp

108

43

44,

45.

46.

MEZADRI et al.

Gomes E, Dilermando P, Martins ABG, Ferraudo AS. Anélise
de grupamentos e de componentes principais no processo
seletivo em genétipos de aceloreira (Malpighia emarginata
DC.). Rev Bras Frutic 2000; 22: 36-39.

Santos ARL, Reinhardt DH, Silveira WR, Oliveira JRP, Caldas
RC. Qualidade pés-colheita de acerola para processamento, em
fungfo de estddios de maturagio e condigdes de armazenamento.
Rev Bras Frutic 1999; 21: 365-371.

Oliveira MEB, Bastos MSR, FeitosA T, Branco Maac, Silva
MGG. Avaliagio de pardmetros de qualidade fisico-quimicos
de polpas congeladas de acerola, caja e caju. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos 1999; 19: 326-332.

Visentainer JV, Vieira OA, Matsushita M, De Souza NE. Physico

. - chemical characterization of acerola ( Malpighia glabra

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

L.) produced in Maringa, Parana State, Brazil. Arch Latinoamer
Nutr 1997; 47. 70-2.

Musser RS. Caracterizag@o de acessos de aceroleira (Malpighia
emarginata D.C.) do Banco Ativo de Germoplasma da UFRPE
em Pernambuco. Ph. D. Thesis, UFRPE, Recife.

Mezquita PC, Vigoa YG. La acerola. Fruta marginada de
América con alto contenido en dcido ascérbico. Alimentaria
2000, pp113-125.

Porcu OM, Rodriguez-Amaya DB. Carotendides de acerola:
efeito de estdgio de maturagio e remogédo de pelicula. En: V
Simposio Latinoamericano de Ciencia de Alimentos. Campinas,
SP, Brazil 2003. 10-14 Nov.

Mezadri T. Evaluacién de la actividad antioxidante de frutos de
acerola (Malpighia emarginata DC) y sus derivados. 2005 Tesis
Doctoral. Universidad de Sevilla.

Lima VLAG, Mélo EA, Maciel MIS, Lima DES. Avaliagio do
teor de antocianinas em polpa de acerola congelada provenien-
te de 12 frutos de diferentes aceroleiras (Malpighia emarginata
DC.). Cienc Tecnol Aliment 2003; 23: 101-103.

Nogueira RIMC, Moraes JAPV, Burity HA, Silva Junior JF. Efeito
do estddio de maturagdo dos frutos nas caracteristicas fisico-
quimicas da acerola. Pesq Agropec Bras 2002; 37: 463-470.
Butt VS. Direct oxidases and related enzymes. En: STUMPF
PK, CONN EE, editores. The biochemistry of plants. A
comprehensive treatise. New York: Academic; 1980; 2: 81-123.
Carvalho IT, Guerra NB. Suco de acerola - estabilidade durante
o armazenamento. En: Sdo José AR, Alves RE, editores. Acerola
no Brasil: produgio e mercado. Vitéria da Conquista - BA,
UESB 1995, pp 160.

Nakasone HI, Miyashita RK, Yamane GM. Factors affecting
ascorbic acid content of acerola. Am Soc Hortic Sci 1966; 89:
161-164.

SENBA (Sociedad Espaiiola de Nutricién Basica y Aplicada)
(Tablas de Composicion de Alimentos). 1997.

Herndndez LE, Le6n J. Cultivos Marginados Otra Perspectiva
de 1492. En: Hernandez LE, Ledn J, editores. Coleccion FAO:
Produccién y proteccion vegetal; 1992; 46: 16-30.
Agostini-Costa TDS, Luciana Nobre de Abreu LN, Guimaraes
Rossetti A. Effect of freezing and storing time of pulp of acerola
on the carotenoid contents. Rev Bras Frutic 2003; 25: 56-58.
Godoy HT, Rodriguez-Amaya DB. Occurrence of cis isomers
of provitamin A in Brazilian fruits. J Agric Food Chem 1994;
42: 1306-1313.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Cavalcante ML, ROdriguez-Amaya DB. Carotenoid
composition of the tropical fruits Eugenia uniflora and
Malpighia glabra. En: Charalambous G editor. Food Science
and Human Nutrition. Amsterdam: Elsevier Science Publishers
1992, pp 643-650.

Macheix JJ, Fleuriet A, Billot J. Fruits phenolics. 1990. Boca
Raton: CRC Press, Inc.

Torreggiani D, Forni E, Guercilena I, Maestrelli A, Bertolo G,
Archer GP, Kennedy CJ, Bone S, Blond G, Contreras-Lépez
E, Champion D. Modification of glass transition temperature
through carbohydrates additions: effect upon colour and
anthocyanin pigment stability in frozen strawberry juices. Food
Res Int 1999; 32: 441-446.

Mondello L, Cotroneo A, Errante G, Dugo G, Dugo P.
Determination of anthocyanins in blood orange juices by HPLC
analysis. J Pharmac & Biomed Anal 2000; 23: 191-195.
Price CL, Wrolstad RE. Anthocyanin pigments of Royal
Okanogan huckleberry juice. J Food Sci 1995; 60: 369-74.
Hendry GAF, Houghton JD. Natural Food Colorants. Blackie
Academic London 1996, pp 1-103.

Bridle PL, Timberlake CF. Anthocyanins a natural food colours
selected aspects. Food Chem 1997; 58: 1-2.

Boulanger R, Crouzet J. Identification of the aroma components
of acerola (Malpighia glabra L.): free and bound flavour
compounds. Food Chem 2001; 74: 209-216.

Matsuura FCA, Rolim RB. Avaliagdo da adi¢do de suco de
acerola em suco de abacaxi visando a produgo de um “blend”
com alto teor de vitamina C. Rev Bras Frutic 2002; 24: 138-
141.

Berliner JA, Heinecke JW. The role of oxidized lipoproteins in
atherogenesis. Free Rad Biol Med 1996; 20: 707-727.
Hwang J, Sevanian A, Hodis HN, Ursini F. Synergestic inhibi-
tion of LDL oxidation by phytoestrogens and ascorbic acid.
Free Rad Biol Med 2000b; 29: 79-89.

Hwang J, Peterson H, Hodis HN, Choi B, Sevanian A. Ascor-
bic acid enhances 17 B-estradiol-mediated inhibition of oxi-
dized low density lipoprotein formation. Atherosclerosis 2000a;
150: 275-284.

Hwang J, Hodis HN, Sevanian A. Soy and alfalfa
phytoestrongen extracts become potent low-density lipopro-
tein antioxidants in the presence of acerola cherry extract. J
Agric Food Chem 2001; 49: 308-314.

Hecht SS. Approaches to cancer prevention based on an un-
derstanding of N-nitrosamine carcinogenesis. Proc Soc Exp
Biol Med 1997; 216: 181-191.

Nagamine I, Akiyama T, Kainuma M, Kumagai H, Satoh H,
Yamada K, Yano T, Sakurai H. Effect of acerola cherry extract
on cell proliferation and activation of ras signal pathway at the
promotion stage of lung tumorigenesis in mice. J Nutr Sci
Vitaminol 2002 ; 48: 69-72.

Motohashi N, Wakabayashi H, Kurihara T, Fukushima H,
Yamada T, Kawase M, Sohara Y, Tani S, Shirataki Y, Sakagami
H, Satoh K, Nakashima H, Molnar A, Spengler G, Gyémant
N, Ugocsai K, Molnér J. Biological activity of Barbados cherry
(Acerola fruits, fruit of Malpighia emarginata DC) extracts
and fractions. Phytother Res 2004; 18: 212-223.



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

ELFRUTO DELA ACEROLA: CARACTERISTICAS PRODUCTIVAS

Proteggente AR, Saija A, Pasquale A, Rice-Evans CA. The
compositional characterisation and antioxidant activity of fresh
juices from Sicilian sweet orange (Citrus sinensis L. Osbeck)
varieties. Free Rad Res 2003; 37: 681-687.

Sellapan S, Akoh CC, Krewer G. Phenolic compounds and
antioxidant capacity of Georgia-Grown blueberries and
blackberries. J Agric Food Chem 2002; 50: 2432-2438.
Fogliano V, Verde V, Randazzo G, Ritieni A. Method for mea-
suring antioxidant activity and Its application to monitoring
the antioxidant capacity of wines. J Agric Food Chem 1999;
47: 1035-1040.

Ghiselli A, Nardini M, Baldi A, Scaccini C. Antioxidant activity
of different phenolic fractions separated from an Italian red
wine. J Agric Food Chem 1998; 46: 361-367.

Prior RL, Cao GH. Analysis of botanicals and dietary
supplements for antioxidant capacity: a review. ] AOAC Inter
2000; 83: 950-956.

Gil MI, Tom4s-Barberdn FT, Hess-Pierce B, Holcroft DM,
Kader AA. Antioxidant activity of pomegranate juice and its
relationship with phenolic composition and processing. J Agric
Food Chem 2000; 48: 4581-4589.

Cao G, Sofic E, Prior RL. Antioxidant capacity of tea and
common vegetables. J Agric Food Chem 1996; 44: 3426-3431.
Howard LR, Clark JR, Brownmiller C. Antioxidant capacity
and phenolic content in blueberries as affected by genotype
and growing season. J Sci Food Agric 2003; 83: 1238-1247.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

109

Oliveira JRP, Soares Filho WS. Situagdo da cultura da acerola
no Brasil e agdes da Embrapa Mandioca e Fruticultura em
recursos genéticos e melhoramento. En: Simpésio de Recursos
Genéticos e Melhoramento de Plantas para o Nordeste do Brasil.
Petrolina, PE, Brazil: EMBRAPA Semi-Arido 1998.

Asenjo C. Acerola. En: Shaw eds. Tropical and subtropical
fruits. AVI. Publishing, INC. Westport, Connecticut; 1980, pp
341-374.

Carvalho RIN, Manical. Acerola, composigio, armazenamento
de frutas. Cuadernos de Horticulturas (UFRGS). Rio Grande
do Sul 1993; 1: 143.

Moscolo CC. West Indian cherry richest know source of natural
vitamin C. Econ Bot 1956; 10: 280-294.

BliskaFMM, Leite RSSF. Aspectos econdmicos e de mercado.
En: Sdo José AR, Alves RE, editores. Acerola no Brasil:
produgio e mercado. Vitéria da Conquista - BA, UESB; 1995,
pp 160.

Matsuura FCAU, Cardoso RL, Folegatti MIS, Oliveira JRP,
Santos DB. Avaliagdes fisico-quimicas em frutos de diferentes
genotipos de acerola (Malpighia punicifolia L.). Rev Bras Frutic
2001; 23: 602-606.

Recibido: 15-02-2006
Aceptado: 27-04-2006



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

Vol. 56 N°2, 2006

Revision de los métodos de evaluacion de la actividad
antioxidante in vitro del vino y valoracion de sus efectos in vivo
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RESUMEN. El objetivo de estarevisidn es el estudio de la actividad
antioxidante del vino, analizando los distintos métodos que se han
empleado en su evaluacion. Esta actividad se relacionar4, tanto desde
el punto de vista cualitativo como cuantitativo, con el perfil de
compuestos polifendlicos presentes en el vino. Los vinos tintos
presentan actividades superiores a los blancos y la magnitud de dichos
valores varfa en funcion del método de anélisis empleado. No existe
un Unico compuesto polifendlico responsable mayoritariamente de
la actividad antioxidante del vino, sino que ésta se explica por el
conjunto de todos ellos. Para evaluar la influencia del consumo de
vino tinto en el organismo humano se ha utilizado como biomarcador
mas frecuente la capacidad antioxidante del plasma, que incrementa
su valor tras la ingesta del vino. Se expone que la evaluacién de la
actividad antioxidante in vitro del vino requiere el uso de diversos
métodos que proporcionen una informacién diferente y
complementaria. Los métodos in vivo tienen la ventaja de valorar las
transformaciones metabdlicas que sufren los fenoles en el organismo
y que modifican su actividad. De los estudios realizados hasta la
fecha se concluye que el vino interviene en la capacidad antioxidante
del plasma de forma directa a través de sus compuestos polifendlicos
e indirecta al aumentar la concentracién plasmatica de 4cido trico.

Palabras clave: Compuesto fendlico, vino, método de medida de
actividad antioxidante, capacidad antioxidante del plasma, humano,
acido urico.

INTRODUCCION

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) son especies
quimicas radicales y no radicales que debido a su inestabilidad
se comportan como agentes oxidantes. Las ROS pueden tener
en nuestro organismo un origen enddégeno relacionado con el
metabolismo del oxigeno y con distintas reacciones de defensa
de nuestro sistema inmunol6gico. También pueden provenir
de fuentes externas: el tabaco, la contaminacién del aire, la
radiacién ultravioleta y la de alta energfa, el ozono o ciertos
medicamentos. El organismo dispone de mecanismos de
defensa antioxidante frente a las especies reactivas de oxigeno,
que comprenden sistemas enziméaticos y no enzimadticos (1).
Ciertas enzimas como superéxido dismutasa, catalasa,

Financiaci6n recibida del Ministerio de Ciencia y Tecnologfa del Estado
Espaiiol (Proyecto 2001-2368).

SUMMARY. Review of the different methods for the evaluation
of the in vitro antioxidant activity of wine and study of in vivo
effects. The aim of this paper is to evaluate the significance of these
methods, as well as to correlate the antioxidant activity of wines
with their phenolic profile, both in qualitative and quantitative terms.
Red wines show higher antioxidant capacities than white ones and
the magnitude of these differences depends on the method used. The
antioxidant activity of wine can not be mainly ascribed to a particu-
lar phenolic compound, instead it is explained by the global interac-
tion of all of them. To evaluate the influence of red wine consump-
tion in the human organism, plasma antioxidant capacity has been
frequently used as biomarker, and studies have shown that it increases
after wine ingestion. We can conclude that it is necessary to use a
battery of methods that provide different and complementary infor-
mation to properly interpret the results. Phenolic compounds un-
dergo metabolic transformations in the organism which modify their
activities. In vivo assays do consider these changes. From the studies
performed up to date we can conclude that acute ingestion of wine
directly acts on plasma antioxidant capacity due to phenolic com-
pounds and indirectly influences by means of changes on plasmatic
concentration of endogenous antioxidants.

Keywords: Phenolic compound, wine, measurement method of an-
tioxidant activity, plasma antioxidant capacity, human, uric acid.

glutatiéon peroxidasa o glutatién reductasa, neutralizan las
especies reactivas. Los sistemas defensivos no enzimaéticos
abarcan una serie de compuestos antioxidantes como
albimina, ceruloplasmina, transferrina, glutatién, bilirrubina,
acido trico, ubiquinona o melatonina. En ciertas situaciones
extremas, estas defensas no son suficientes y las especies
reactivas producen dafio oxidativo, tanto en biomoléculas
como en componentes celulares (2,3).

El dafio oxidativo se relaciona con el origen y desarrollo de
ciertas enfermedades multifactoriales de carécter crénico, como
la oxidacién de las LDL y la enfermedad cardiovascular (4), el
dafio oxidativo al ADN Yy el céncer (5,6) y la oxidacién de las
proteinas de las lentes oculares y la alteracién de la visién (7,8).

La ingesta de alimentos ricos en sustancias antioxidantes
como vitaminas C y E, carotenoides o compuestos fenélicos,
previene o disminuye el desarrollo de estas enfermedades (9-
12). Se cree que la dieta aumenta la defensa antioxidante del
organismo evitando el dafio oxidativo.
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Los compuestos fenélicos son sustancias orgénicas am-
pliamente distribuidas en el reino vegetal. Se sintetizan como
metabolitos secundarios con funciones de defensa, y son en
gran medida responsables de las propiedades del color, la as-
tringencia y el flavor (sabor y aroma) de los vegetales. Se en-
cuentran en las verduras y frutas, y en productos derivados
como el vino o la cerveza. Todos tienen en su estructura uno o
miés anillos aromiticos con al menos un sustituyente hidroxi
(13). Su estructura quimica es propicia para secuestrar radica-
les libres, debido a la facilidad con la que el 4tomo de hidré-
geno desde el grupo hidroxilo aromético puede ser donado a
la especie radical, y a la estabilidad de la estructura quinona
resultante que soporta un electrén desapareado (14).

SONERN 9
O/ +  ROO* —p O/ O+ ROOH
—_——p O/ + ROH

La actividad antioxidante de los polifenoles depende del

+ RO*
niimero y la localizacién de los grupos hidroxilo que contiene
en su estructura (15,16). :

Ademds de su actividad antioxidante, se han atribuido otras
propiedades biolGgicas a los compuestos fenélicos: inhiben la
agregacién plaquetaria (17) y ejercen como agentes
vasorrelajantes (18), antiinflamatorios (19) y anticancerigenos
(11,20,21).

Uvas y vinos presentan una gran variedad de compuestos
fendlicos de muy diversas estructuras quimicas y pesos
moleculares, cuya cantidad total y la proporcién en que apa-
recen dependen de una serie de factores, como la variedad de
la uva, el 4rea de produccién, la afiada, la climatologfa, las
técnicas agricolas, los métodos de vinificacién, el procedimien-
to de prensado de la uvay el tiempo de fermentacién del mos-
to con la piel y las semillas.

Los compuestos fenélicos de la uva se localizan en las
partes sélidas: piel, semilla y tejido vascular. En la pulpa des-
taca la presencia de 4cidos fendlicos y sus derivados. Los
flavonoles y antocianos se encuentran localizados en las célu-
las del hollejo de la uva, siendo éstos dltimos responsables del
color rojo de los vinos tintos. Las procianidinas y flavan3-
oles se localizan en las semillas de las uvas. En los vinos blan-
cos los fenoles mayoritarios son aquellos procedentes de la
pulpa, mientras que en los tintos, la maceracién alcohélica de
los hollejos y las semillas permite la liberacién y solubilizacién
de los flavonoides.

La “Paradoja Francesa” constituy6 un interesante punto
de partida, al mostrar c6émo en Francia existe un riesgo bajo
de padecer enfermedades cardiovasculares en la poblacién a

pesar del elevado consumo de grasas saturadas de origen ani-
mal. Se descubrié que la dieta de los franceses difiere de la de
otros paises desarrollados por el consumo de vino tinto (22).
Numerosos estudios epidemiolégicos que relacionan el consu-
mo moderado y regular de vino con una disminucién del riesgo
de padecer enfermedades cardiovasculares, crénicas y
degenerativas se realizaron a raiz de esta observacion (23-25).

El objetivo de esta revisién es el estudio de la actividad
antioxidante del vino, analizando los distintos métodos que
se han empleado en su evaluacién. Esta actividad se
correlacionard, tanto desde el punto de vista cualitativo como
cuantitativo, con el perfil de compuestos polifendlicos pre-
sentes en el vino.

Actividad antioxidante

Comparacion de los métodos de medida de la actividad
antioxidante del vino: ventajas e inconvenientes

Los métodos de determinacién de la actividad
antioxidantes se basan en comprobar cémo un agente oxidante
induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es
inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. Esta in-
hibicidn es proporcional a la actividad antioxidante del com-
puesto o la muestra. Por otra parte, hay ensayos que se basan
en la cuantificacién de los productos formados tras el proce-
so oxidativo.

Los distintos métodos difieren en el agente oxidante, en
el sustrato empleado, en la medida del punto final, en la téc-
nica instrumental utilizada y en las posibles interacciones de
la muestra con el medio de reaccién. Ademds, los objetivos
de los diferentes métodos de medida son diversos. Entre ellos
seflalamos la medida de la resistencia de un alimento a la
oxidacidn, la evaluacién cuantitativa del aporte en sustancias
antioxidantes o la evaluacién de la actividad antioxidante del
plasma una vez ingerido el alimento (26-30).

Los métodos in vitro son \tiles para comparar la actividad
antioxidante de diferentes muestras de alimentos. Los resul-
tados son limitados desde un punto de vista nutricional, ya
que no reproducen la situacién fisiol6gica. Para alcanzar una
mayor aproximacién algunos ensayos incluyen radicales re-
levantes en los sistemas biolégicos (O,, H,0,, ROO, OH) (31).

Por otra parte, la actividad antioxidante de un alimento in
vitro difiere de su efecto antioxidante in vivo, ya que las trans-
formaciones metabdlicas que sufren los compuestos
antioxidantes en el organismo modifican su actividad. Cier-
tos compuestos fenélicos poliméricos que presentan una baja
actividad in vitro pueden, sin embargo, contribuir a la capaci-
dad antioxidante del plasma después de su transformacién
metabdlica en compuestos més simples. Asi, dos muestras de
té verde y negro, que daban resultados muy diferentes en ex-
periencias in vitro, produjeron, tras su consumo, un incre-
mento similar en la capacidad antioxidante del plasma (32).
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Por ello es importante tener en consideracién aspectos como
el grado de absorcién de los compuestos, los productos del
metabolismo que generan y la actividad de los mismos.

Las medidas in vivo pueden reflejar las posibles
interacciones entre los distintos componentes de la dieta. Sin
embargo, existen numerosos aspectos ain desconocidos en
las medidas in vivo, como el modo de accién de los radicales
dentro de los compartimentos celulares y si los compuestos
antioxidantes se transportan al interior de los mismos (33).

En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas mas relevantes
de los métodos de medida de actividad antioxidante del vino

" que han sido usados con mayor frecuencia (28, 31,32,34-50).
{
Especies reactivas

La mayoria de los métodos de medida de la actividad
" antioxidante no emplean especies radicales de significado bio-
16gico. Son radicales ajenos al organismo el DPPHe o el
ABTS™. En el caso del ensayo FRAP el Fe? producido en la
reacci6n redox del ensayo FRAP puede reaccionar con H,0,
para producir OH, que se considera el radical libre més dafii-
no encontrado in vivo. Por otra parte, hay antioxidantes que
pueden inhibir la oxidacién lipidica a través de la quelacién
de metales de transicién que intervienen en la produccidn de
radicales libres (51). El empleo de radicales peroxilo o
hidroxilo en ensayos como ORAC, TRAP, TOSC, DCFH-DA
les afiade un mayor significado biolégico, ya que estas ROS
son las més importantes a nivel fisiolégico (33).

Sustrato diana

Los primeros métodos disefiados para medir la actividad
antioxidante se centraron en la proteccion frente a la oxidacién
de lipidos (52), con el inconveniente de que sélo detectan un
estado avanzado del dafio oxidativo. El ensayo ORAC usa como
diana a una proteina (ficoeritrina) que, por su sensibilidad, per-
mite evaluar los pasos iniciales del proceso de oxidacién.

Posibilidad de interferencias

Se pueden producir interacciones entre la especie que
genera los radicales y los compuestos antioxidantes de la
muestra. Se pueden evitar estas interferencias si existe una
elevada raz6n molar entre la especie radical y la muestra, como
ocurre en los ensayos que emplean AAPH 0 ABAP. Asi, estos
métodos muestran mayor sensibilidad y especificidad.

También se pueden producir interacciones entre el sustrato
de la reaccién de oxidacién y la muestra alterando los resulta-
dos. La oxidacién de luminol produce radicales que emiten luz.
Los compuestos antioxidantes no s6lo reducen los radicales pro-
ducidos por AAPH, sino también los radicales luminol.

Los métodos espectrofotométricos basados en la
absorbancia a una longitud de onda pueden presentar
interferencias debidas a compuestos coloreados presentes en
los alimentos. Este es un factor importante a considerar cuan-

do se analiza la actividad antioxidante del vino tinto (53).
Los métodos fluorimétricos no presentan este problema.

Sensibilidad del método

El método quimioluminiscente (Ensayo basado en
luminol) tiene un limite de deteccién inferior al de los ensa-
yos espectrofotométricos (ABTS, DPPH, FRAP, Ensayo ba-
sado en crocina) (54). Las medidas de voltametria ciclica tam-
bién presentan una sensibilidad relativamente baja.

Medio de reaccion hidrosoluble/liposoluble

La mayor parte de los métodos de medida de la actividad
antioxidante miden solamente compuestos solubles en agua
debido a las naturalezas hidrofilicas de las especies reactivas
y de los sustratos oxidables que emplean. Algunos ensayos
pueden adaptarse para medir antioxidantes lipofilicos: ORAC
(55,56), ABTS (57) y el ensayo TRAP (58).

Tipo de determinacion

Hay métodos (TRAP, ABTS, FRAP) que cuantifican la ac-
tividad antioxidante el porcentaje de inhibici6n a un tiempo fijo,
con el handicap de que distintos antioxidantes pueden tener un
mismo porcentaje a un tiempo dado pero distinto a otro tiempo
determinado. Otros métodos miden la extensién del tiempo de
inhibicién a un porcentaje de inhibicién fijo (30). En cambio, el
ensayo ORAC desarrolla la reaccién de la especie reactiva con
el sustrato oxidable hasta el final y usa la técnica del drea bajo la
curvade descenso (AUC) para la cuantificacién, que integra los
porcentajes de inhibicién sobre el periodo de tiempo completo
que dura la inhibicién (Figura 1).

FIGURA 1
Fluorescencia relativa de B-Ficoeritrina incubada con
AAPH frente al tiempo en presencia de tampén fosfato

(blanco), trolox (20 uM) o una muestra
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El valor ORAC se obtiene calculando la diferencia de areas bajo las
curvas de descenso de fluorescencia de B-Ficoeritrina a lo largo del
tiempo entre el blanco y una muestra. Los resultados finales se ex-
presan usando Equivalentes de Trolox



TABLA 1

Descripcién de las caracteristicas mas importantes de los distintos métodos de medida de actividad antioxidante

Ensayos de transferencia de dtomos de hidrégeno

Ensayos de transferencia de electrones

Otros ensayos

TRAP ORAC DCFH-DA Ensayo DPPH ABTS FRAP Voltametria Ensayo T0SC
Caracteristicas ) Crocina ciclica Luminol
Especie AAPH AAPH/ AAPH ABAP Ferrilmioglo- AAPH/H,0,/ ABAP
iniciadora (radicales | H,0,-Cu**/ (radicales (radicales Radical bina/H,0-/ Potencial perborato (radicales
peroxilo) CuSO, peroxilo) peroxilo) DPPH’ K>S.04 eléctrico | — luminol’ peroxilo)
— ABTS™"
Medida Inhibicion de | Inhibicién de j Inhibicion de Reduccion: Inhibicién de | Inhibicién de
Oxigeno la caida de | oxidacion de | la oxidacién | Descenso de | Descenso de | TPTZ-Fe’* a | Capacidad | quimiolumi- | oxidacién de
consumido | fluorescencia| DCFH-DA de crocina DPPH’ ABTS™ TPTZ-Fe** | reductora niscencia o-ceto-y-
de PE/FL ' m-butirico
Técnica Espectrofoto-
Electrodo de | Fluorimetria metria / Espectrofoto- | Espectrofoto- | Espectrofoto- | Espectrofoto- | Voltametria | Quimiolumi- | Cromatografa
oxigeno Fluorimetria metria metria metria metria ciclica niscente de gas
Cuantificacién Abs: 504 nm/ Absorbancia AUCy
Longitud de | Fla A 540 | Fl: A 504 | Abs: 443 nm/| Absorbancia | Absorbancia | a593 nmy | Curvade | Tiempoque | comparacién
fase de ¥ Aem 565 nm | Aem 329 nm- | competieion as3515nm a 414 nm calibrado | potencial de dura la con reaccion
retraso técnica AUC Fase de cinética FeSO4e7H,O | corriente inhibicion basal
retraso
Expresién de EC50 Ein: Relativo a
resultados Equivalentes | Equivalentes | Equivalentes | Equivalentes | muestra que | Equivalentes Potencial de | Equivalentes | concentracion
de Trolox de Trolox de Trolox de Trolox disminuye de Trolox | pmol Fe™* /L | oxidacién | de Trolox 1 uM de
50% DPPH’ [a: corriente antioxidante
anodica
Muestras Fenoles, Fenoles, Alimentos, | Compuestos
Alimentos, | alimentos, Muestras Muestras Fenoles, alimentos, bebidas, puros, Fluidos Compuestos
muestras bebidas, biologicas biologicas alimentos, bebidas, muestras muestras biolégicos | puros, tejidos
bioldgicas muestras bebidas muestras biologicas | bioldgicas
biologicas bioldgicas
Referencias 31-32 34-38 39 40-41 42-43 44-45 46 47 48-49 50
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En conclusion, a la hora de abordar el estudio de la activi-
dad antioxidante del vino es aconsejable emplear varios mé-
todos, ya que cada uno ofrece informacién diferente. Hay com-
puestos antioxidantes que no reaccionan con determinadas
especies oxidantes y sf con otras, pudiéndose obtener asi va-
lores dispares entre los distintos métodos.

Siendo el vino un alimento de sustrato hidroalcéholico,
los métodos de medida de actividad antioxidante basados en
especies hidrosolubles son de eleccién. En el caso de méto-
dos in vitro, si el objetivo es realizar un screening de activida-
des antioxidantes de diferentes tipos de vinos, los métodos
ABTS y DPPH son buenas elecciones, debido a su facilidad
de uso y accesibilidad. El estudio de la actividad in vivo deri-
vada de una ingesta de vino requiere el empleo de un método
que mimetice las condiciones del organismo, como es el mé-
todo ORAC, ya que utiliza una diana con significado biol6gi-
co (protefna) y un tipo de especie oxidante presente en el or-
ganismo (radicales peroxilo).

Actividad antioxidante del vino

En general, los valores de actividad antioxidante de los
vinos tintos obtenidos con diferentes métodos son
significativamente superiores a los de los vinos blancos, rosa-
dos o generosos (59-60). La magnitud de la diferencia obser-
vada entre los vinos tintos y blancos varia en funcién del mé-
todo empleado (Tablas 2 y 3). Si se comparan vinos blancos y
generosos, de elaboracién similar, no existen diferencias sig-
nificativas entre los valores de actividad antioxidante medi-
dos con los métodos ORAC-PE, ABTS y DPPH (59).

TABLA?2
Valores de actividad antioxidante (AA) de los vinos
obtenidos con distintos métodos de medida

Métodos Tipos de vinos
: Tintos Blancos  Generosos Rosados
TRAP (mM Trolox) 14,22 (61) 2,09 (61) 2,47 (61)
29,16 (104) 4,2 (104) 5,00(104)
ORAC (uM) 7180 (59) 1173 (59) 1297 (59)
7800 (63)
ABTS (mM Trolox) 10,84 (61) 1,81(61) 0,26 (59) 2,04 (61)
: 14,83 (69) 0,92 (69)
14,55 (106) 1,6 (60)
8,73 (60) 0,46 (59)
5,01(59) 1,2(109)
7.5 (45)
DPPH (mM Trolox) 3,95 (105) 0,48 (105) 0,78 (59)
11,49 (69) 0,61 (69)
9,44 (59) 0,52 (107)
0,83 (59)
FRAP (mM Fe*) 28,65 (61) 4,20 (61) 6,74 (61)

Crocina (mM Trolox) 17,38 (108)
Luminol (mM Trolox) 2,18 (108)

(): Referencias bibliograficas

TABLA 3
Relacién encontrada entre la actividad antioxidante (AA)
de los vinos tintos y los vinos blancos con distintos
métodos de medida

Métodos de medida AA vino tinto / AA vino blanco

ORAC-PE 6,1 (59)
4,3 (110)
ABTS 11 (59)
7,7 (68)
6,2 (61)
DPPH 11 (59)
TRAP 7,2 (104)
6,8 (61)

(): Referencias bibliograficas

El vino tinto presenta mayor actividad antioxidante (métodos
TRAP, FRAPy ABTS) que cofiac, grapa, ron, cerveza y whiskey
(61). Los valores TRAP y ABTS de vinos blancos fueron
inferiores al del whiskey para algunas muestras y similar para
otras. Con respecto al método TRAP, que utilizaR-PE y ABAP,
laactividad antioxidante del vino tinto (14,22 mM) fue superior
que la del vinagre (4,80 mM), té verde (7,63 mM) y té negro
(4,87 mM). El vino tinto ademds presenté mayor valor TRAP
que todas las bebidas no alcohdlicas, los extractos de frutas y
las verduras. En cambio, la actividad antioxidante del vino blanco
(2,09 mM) fue menor que la del vinagre y el té (61).

Relacion entre la actividad antioxidante del vino y su com-
posicion fenélica

Se ha determinado el contenido y la composicién fenélica
de los vinos mediante distintos procedimientos, con el fin de
encontrar posibles relaciones entre los valores de actividad
antioxidante obtenidos en las muestras y su perfil fenélico
(62-64). La primera aproximacién ha consistido en determi-
nar la concentracién de fenoles totales de los vinos. El méto-
do ampliamente usado para tal efecto ha sido el Indice de
Polifenoles Totales (IPT) o Indice de Folin-Ciocalteau. En
general, se ha encontrado una correlacién lineal elevada en-
tre los valores de actividad antioxidante y el IPT de los vinos
(60, 62, 65,66) (Tabla 4).

La técnica de Extraccién en Fase Sélida (SPE), que se
basa en la diferencia de polaridad de los compuestos, se ha
empleado para separar las principales fracciones de compues-
tos fendlicos de los vinos tintos (67). En concordancia con el
proceso de elaboracidn de los vinos tintos, la fraccién corres-
pondiente a flavan-3-oles y antocianos es la méds abundante,
los 4cidos fendlicos les siguen en orden cuantitativo y los
flavonoles presentan la concentracién més pequeiia (59). Va-
rios autores han encontrado correlacién lineal elevada entre
la concentracion de flavan-3-oles y la actividad antioxidante
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del vino tinto medida por el método ABTS (68,69), FRAP
(70), DPPH (71) y voltametria ciclica (72). Los flavonoles no
presentan una relacién significativa con la actividad
antioxidante de los vinos (59,73). Los 4cidos fenélicos pre-
sentan una correlacién lineal significativa entre su concentra-
cién y la actividad antioxidante de los vinos tintos (59,70).

TABLA 4
Coeficientes de correlacién lineal obtenidos entre
la actividad antioxidante medida con distintos métodos
y el IPT de vinos tintos, blancos, generosos o el conjunto

de ellos

Tipos de vinos

Métodos Tintos Blancos Generosos Conjunto
ORAC-PE  0,7519 (59) 0,7186 (59) 0,9474 (59)  0,9125 (59)
0,8456 (110) 0,7377 (110)
ABTS 0,7219 (59) 0,9012 (59)
0,9902 (68)
DPPH 0,8237 (59) 0,5547 (59)  0,6755 (59)  0,9769 (59)
0,7082 (71)
0,935 (69)
DMPD 0,6588 (59) "0,6656 (59) 0,7771 (59)
Electro- .
quimica 0,83 (72)

(): Referencias bibliograficas

Se ha medido la actividad antioxidante de cada familia de
compuestos con el fin de determinar su contribucién al valor
total de los vinos tintos. La fraccién correspondiente a flavan-
3-oles y antocianos present la actividad antioxidante mayor
medida por los métodos ORAC-PE, ABTS, DPPH e inhibi-
cién de la oxidacién de las LDL y es la que més contribuye a
la actividad antioxidante de los vinos tintos (representa de
33,3% a 40,2% del! total) (59,63,74). La fraccién de los 4ci-
dos fen6licos sigue en orden de actividad (de 6,41% a 20,8%
del total del vino). La fraccién correspondiente a los flavonoles
es la que menor contribucién presenta. A pesar de que en es-
tudios in vitro los flavonoles presenten elevada actividad
antioxidante (75), estos compuestos no se presentan en sufi-
cientes cantidades en el vino para ser considerados determi-
nantes de su actividad antioxidante (76).

La composicién fenélica de los vinos blancos se ha anali-
zado ampliamente mediante Cromatografia Liquida de Alta
Eficacia (CLAE). Se ha intentado relacionar la concentracién
de los compuestos fen6licos con la actividad antioxidante de
estos vinos, obteniendo coeficientes de correlacién lineal ele-
vados (r > 0,7000) en el caso de algunos compuestos (Tabla
5). Sin embargo, la actividad antioxidante de los vinos estd
més relacionada con el conjunto de fenoles que con algtn
compuesto de forma singular, a pesar de que ciertos compues-
tos contribuyan més que otros a la actividad antioxidante del
vino (68,70,72,77).

AA

TABLAS
Coeficientes de correlacién lineal (r > 0,7000) obtenidos
entre la actividad antioxidante medida con distintos
métodos y la concentracién de compuestos fenélicos
en vinos blancos

Métodos de medida
Compuestos ABTS DPPH ORAC-PE Peroxidacién
fenblicos lipidica
Acido gdlico  0,8300 (111) 0,8942 (38) 0,9200 (62)
Acido cutdrico  0,7598 (77) 0,7218 (38)
Cafeato de etilo  0,7765 (38) 0,7566 (38)  0,9309 (38)
5-Hidroximetil-
furfural 0,7295 (38) 0,8938 (38)

(): Referencias bibliogréficas

Nosotros hemos intentado construir ecuaciones que pre-
digan la actividad antioxidante de los vinos a partir de sus
constituyentes fendlicos (38). Hemos buscado una combina-
cién lineal a partir de los valores de actividad antioxidante
tedricos de los compuestos fendlicos a las concentraciones
que se encuentran en los vinos. Con el andlisis estadistico de
regresién miltiple se obtuvo la siguiente ecuacién (r = 0,9028):

vino blam:o= -1270,28 + 0’587*ORACgélico + 0’431*ORACprotocaléquico -
0,18*ORAC g + 0,359*ORAC, ., + 0.456*ORAC ;oo +
0,324*ORAC —0,68*ORAC

galato de epigalocatequina cumérico

De modo que para poder explicar la actividad antioxidante
de un vino hay que acudir a la concentracién de un amplio
niimero de compuestos fendlicos.

Evaluacion de la capacidad antioxidante del plasma tras
la ingesta de vino

La capacidad antioxidante del plasma representa el ba-
lance antioxidante del organismo y valora tanto los
antioxidantes endégenos como exdégenos. Se ha usado como
marcador indirecto de la biodisponibilidad de los antioxidantes
presentes en los alimentos en estudios de intervencion, tanto
para evaluar el efecto aislado de un alimento a corto plazo
como su influencia mediante su suplementacién en la dieta a
largo plazo (32).

En concreto se ha estudiado el efecto de la ingesta de es-
pinacas, fresas (78), ardndanos (79), chocolate negro (80),
café (81), té negro y verde (82,83), proantocinidinas de la
uva (84), chocolate rico en procianidinas (85), y bebidas al-
cohdlicas como cerveza (86), vino blanco y vino tinto
(78,83,87,88), entre otros.
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Idoneidad de los métodos de medida de la capacidad
antioxidante del plasma

~ Actualmente, la determinacién de la capacidad
antioxidante del plasma tras la ingesta de vino se realiza con
métodos diversos (89). No existe consenso cientifico sobre el
mads idéneo, pues difieren en el objeto de medida y su posible
significacién biolégica, asi como en la interferencia que pue-
dan presentar con los componentes del plasma. Se podria es-
coger cualquiera de los métodos de medida de actividad
antioxidante adaptados para muestras bioldgicas siempre que
el método esté analiticamente validado.

Plasma versus suero

Hay autores que utilizan el plasma en el estudio de la ca-
pacidad antioxidante (86), y otros emplean suero sanguineo
(79,90). Algunos trabajos no muestran diferencias significati-
vas entre los valores de capacidad antioxidante de plasma y
suero (31), en cambio, otros muestran valores mas altos en el
plasma que en el suero (38), o al contrario (91). En otro estu-
dio realizado por Ghiselli y colaboradores (32), los valores de
capacidad antioxidante del plasma’'y del suero fueron
significativamente distintos en sujetos fumadores, pero no
presentaban diferencias significativas en los no fumadores.

" El suero se obtiene después de la eliminacién del codgulo
de fibrina de la sangre a temperatura ambiente. La muestra se
somete asi a una mayor exposicién a la luz, por lo que posi-
blemente se pierden antioxidantes que son inestables en tales
condiciones. Por otra parte, durante la agregacion, las plaquetas
liberan especies radicalarias que pueden disminuir la capaci-
dad antioxidante de la muestra de suero. Esto hace aconseja-
ble trabajar con muestras de plasma en lugar de suero para
evitar pérdidas de compuestos (32). La determinacién clinica
de compuestos endégenos que influyen potencialmente en la
capacidad antioxidante (albimina, bilirrubina, 4cido irico)
se realiza con mayor frecuencia en muestras de plasma.

Incremento medio de la capacidad antioxidante del plas-
ma tras el consumo de vino

Los ensayos con voluntarios humanos muestran un incre-
mento en el valor de la capacidad antioxidante tras el consu-
mo de vino tinto, a pesar de existir diferencias
interindividuales. Esta variabilidad en los resultados puede
ser debida a diferencias en la absorcién de los compuestos
fendlicos del vino, relacionadas con la velocidad de absor-
cién y la magnitud de la misma.

Estudios realizados con el método ORAC-PE e igual can-
tidad de vino tinto ingerida (300 mL), muestran valores de
incremento medio maximo de la capacidad antioxidante del
plasma similares y se alcanzan en tiempos parecidos: 16,4%
a los 55 minutos de la ingesta de vino (38), 16,9% a los 60
minutos (78) o 14,4% a los 50 minutos (87). Las ligeras va-
riaciones encontradas entre los valores pueden atribuirse a que

los grupos presentan distinta edad y sexo en cada estudio. En
cambio en el método FRAP, se encuentran porcentajes de in-
cremento més dispares: 28,6% a los 55 minutos de la ingesta
de vino (38) 0 5,5% a los 60 minutos (78).

En relacién con otros alimentos, el vino tinto induce un in-
cremento medio superior en los valores de capacidad
antioxidante. Se ha obtenido un aumento méximo del 9%
(ORAC-PE) tras el consumo de 294 g de espinacas, del 14%
después del consumo de 240 g de fresas (78) y del 15% tras la
ingesta de un suplemento de 100 gramos de ardndanos en polvo
seco (equivale a 500-650 gramos de ardndanos enteros) (79). El
consumo de 500 mL de cerveza ocasiond un incremento méxi-
mo en la capacidad antioxidante del plasma muy similar al ana-
lizado para el vino tinto, aunque también hay que considerar
que el volumen ingerido fue bastante superior (86).

La capacidad antioxidante del plasma medida con el mé-
todo FRAP aument6 un 12,2% tras la ingesta de 294 g de
espinacas, un 4,8% después del consumo de 240 g de fresas
(78), un 3,5% después de ingerir 100 g de chocolate negro
(80) y un 4% tras consumir 400 mL de té verde (20 g de hojas
de té seco) (83).

Contribucién de los compuestos antioxidantes a la capa-
cidad antioxidante del plasma: compuestos fenélicos del
vino y antioxidantes endégenos

Los compuestos antioxidantes del plasma relacionados con
el consumo de vino son los compuestos fenélicos que se ab-
sorben y los metabolitos originados por la flora colénica, que
se reabsorben posteriormente. El organismo absorbe un por-
centaje minimo de la concentracién inicial de estos compues-
tos y, por otra parte, una vez que alcanzan el torrente sangui-
neo, sufren una dilucién considerable. Tras administrar dosis
considerablemente elevadas de trans-resveratrol (25 mg/70
kg peso), (+)-catequina (25 mg/70 kg peso) y quercetina (10
mg/70 kg peso), los porcentajes de absorcién de estos com-
puestos fueron 16-17%, 1,2-3% y 2,9-7% de las dosis admi-
nistradas respectivamente (92). Ningiin compuesto fenélico
excede una concentracién de 1 pM en el plasma tras el con-
sumo de 10-100 mg del mismo (93).

Estos niveles tan bajos en el plasma humano constituyen
una dificultad para su identificacién y cuantificacién, ya que
la mayoria estan por debajo de los limites de deteccién de las
técnicas cromatograficas actuales. Sin embargo, el incremento
observado en la capacidad antioxidante del plasma en los es-
tudios indica que la proporcién absorbida de estos compues-
tos si es suficiente para desempeiiar su papel antioxidante y
presentar actividad en el organismo.

Hay autores que ofrecen las concentraciones que resultan
efectivas para algunos compuestos: 0,75 uM para (-)-
epigalocatequina, 1,2 pM para acido gilico, 0,25-0,38 uM
para (-)-epicatequina, (+)-catequina, (-)-galato de epicatequina
y (-)-galato de epigalocatequina, con respecto a la inhibicién
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de la oxidacién de LDL al 50% (94). La ingesta diaria de 375
mL de vino tinto durante 2 semanas produjo un aumento signi-
ficativo de la capacidad antioxidante del plasma medida con el
método TBARS y en la concentracién plasmatica de compues-
tos fendlicos y sus metabolitos glucuronidado y metilados (95).

Por otra parte, los compuestos antioxidantes endégenos
(albiimina, bilirrubina, 4cido drico, glutatién) podrian influir
en la capacidad antioxidante del plasma, si modifican su con-
centraci6n tras el consumo de vino (84,96).

Los métodos ORAC-PE, FRAP, TRAP, ABTS y DPPH
miden la capacidad antioxidante del compartimento hidrofilico
o acuoso del plasma donde se localizan los compuestos
antioxidantes solubles en agua (acido ascérbico, 4cido trico
y proteinas). La actividad antioxidante de los compuestos
liposolubles que se encuentran en las lipoproteinas del plas-
ma, tales como carotenoides y tocoferoles, no influyen en las
medidas realizadas con estos métodos, y han de estimarse
mediante otros ensayos.

Se ha estudiado el porcentaje de contribucién de los dis-
tintos compuestos endégenos a la capacidad antioxidante to-
tal del plasma determinada por los métodos de uso mis fre-
cuente en la bibliografia (97). Asi, el acido drico (60,0% y
57,8% de contribucién para FRAP y TRAP respectivamente)
y la albiimina (27,8% y 28,0% de contribucién para ORAC-
PE y ABTS respectivamente), son los compuestos que més
contribuyen a la capacidad antioxidante del plasma (Tabla 6).

TABLA6
Porcentajes de contribucién de los compuestos
antioxidantes endégenos a la capacidad antioxidante del
plasma medida por los métodos ORAC-PE, FRAP,
ABTS y TRAP

% Contribucién  —SH Acido
(albimina) frico

Acido Carotenoi-
ascérbico Tocoferoles des

ORAC-PE 27.8 7.1 1,3 0,7 0
FRAP 10,0 60,0 15,0 50 ]
ABTS 28,0 19,3 3,1 1,7 0
TRAP 24,2 57,8 8,9 9,1 0

En otro trabajo (46), se estudi6 la contribucién de 4cido
trico, bilirrubina y albimina a la capacidad antioxidante del
plasma (FRAP), obteniendo valores de contribucién del 60,5%
y 10% respectivamente. La contribucién de albimina y
bilirrubina es escasa y despreciable y no ha de ser tenida en
cuenta en las medidas realizadas con este ensayo. Ademis, a
nivel basal existe una relacién lineal si gnificativa entre la ca-
pacidad antioxidante del plasma (FRAP) y la concentracién
de 4cido drico (r = 0,81 889) (38) y entre los valores ORAC-
PE del plasma y las concentraciones de albimina (r = 0,81509).

Por otra parte, Ghiselli et al. (32) estimaron que las protei-

nas contribuyen en un 86% a la capacidad antioxidante del
plasma (ORAC-PE).Los grupos —SH de la proteina albtimina
son responsables de parte de esta capacidad antioxidante por-
que reaccionan con radicales peroxilo durante los primeros
pasos de la reaccién de oxidacién, y contribuyen a la dura-
cién de la fase de retraso.

En un estudio realizado con 51 sujetos maduros pertene-
cientes al grupo “Antioxidant Supplementation in
Atherosclerosis Prevention”, el andlisis de regresién miiltiple
puso de manifiesto una correlacién lineal significativa entre
la capacidad antioxidante estudiada mediante el método TRAP
y las concentraciones de urato y dcido ascérbico. El urato fue
la contribucién mas alta del TRAP medido en el plasma (98).
Se sefial6 la existencia de un porcentaje de contribucién al
valor TRAP no identificado, que segiin Metsi-Keteld (48)
podria deberse a la albimina.

El consumo de 375 mL de vino tinto provocé un aumento
significativo de la concentracién de urato en suero (83). De la
misma forma se observé un aumento significativo en los ni-
veles de urato del plasma después del consumo de una dieta
rica en grasas acompafiada de 400 mL de vino tinto, y un
aumento no significativo en los niveles de grupos -SH y .-
tocoferol. La ingesta de 200 mL de café (60 gramos de café
tostado y molido por litro de agua) produjo un incremento
estadisticamente significativo de dcido drico en el plasma. En
cambio, otros compuestos como 4cido ascérbico o ?-tocoferol
no se modificaron, y los grupos —SH tampoco mostraron un
incremento significativo (81). La ingesta de una comida rica
en grasas acompaiiada de 300 mg de un extracto de
proantocianidinas del grano de la uva provocé también un
aumento significativo de grupos —SH y urato (84).

En otros trabajos se describe, por el contrario, cémo los
antioxidantes endégenos no se modifican tras la ingesta de
alimentos. Los niveles plasméticos de 4cido drico no sufren
cambios significativos después del consumo de té negro y
verde (82), 500 mL de cerveza (86) u 80 gramos de chocolate
rico en procianidinas (557 mg) (85). Tampoco se observaron
cambios en los niveles de bilirrubina tras el consumo de fre-
sas, espinacas o vino tinto (78).

En nuestros estudios, tras el consumo de 300 mL de vino
tinto, se obtuvo una correlacién lineal positiva muy elevada
entre los valores de capacidad antioxidante medidos con el
método FRAP y las concentraciones de 4cido trico. En la
Figura 2 se observa que el incremento medio del valor FRAP
y el incremento de la concentracién de 4cido drico siguen
una evolucién similar (38).

La contribucién del &cido drico al valor FRAP implica
que su concentracién debe ser determinada y tenida en cuen-
ta cuando se estudian los efectos del consumo de alimentos
en la capacidad antioxidante del plasma medida mediante este
ensayo. Si se considera que el 60% del valor FRAP del plas-
ma se debe a la actividad antioxidante del dcido urico, como
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apuntan algunos autores (46,97), se podria considerar que el
40% del valor FRAP restante se debe a los compuestos
fendlicos del vino y sus metabolitos.

FIGURA 2
Cambios medios (%) en el valor FRAP y la concentracién
de acido drico después del consumo de 300 mL
de vino tinto

El efecto del vino sobre este aumento del &cido Urico pue-
de deberse a la accion del alcohol o de los compuestos
fendlicos que contiene. El efecto del consumo de alcohol en
la concentracion de acido Urico sérica ha sido objeto de dis-
cusion recientemente debido a que el mecanismo implicado
en tal efecto no se conoce totalmente (99). EIl etanol induce
un aumento en la concentracion plasmatica de uridina y
purinas. La uridina es atribuible a un incremento en la degra-
dacién de bases de pirimidina y purina (100). En otros estu-
dios, la relacién entre el etanol y la concentracion de acido
Urico no es tan evidente. La administracion oral de etanol en
sujetos sanos no increment6 la actividad de la enzima xantina-
oxidasa, responsable de la ruta catabdlica de sintesis del aci-
do Urico (101). La administracién intravenosa de etanol (0,25-
0,35 g/kg/h) durante dos horas, no produjo cambios signifi-
cativos en los niveles de urato en suero, ni tampoco en la
excreccion urinaria del 4cido Grico (102). Una ingesta de 0,5
g etanol/kg incrementa la concentracion de acido Urico alre-
dedor de 6,7 mg/L en bebedores habituales (>60 g etanol/
dia), pero no en bebedores ocasionales o no bebedores. Ade-
mas, los niveles de hipoxantina y xantina en plasma
incrementaron sus niveles en mayor medida en el grupo de
los bebedores habituales. Parece que en estos Gltimos ocurre
una degradacion acelerada de adenina provocada por el au-
mento en la oxidacién del etanol (103).

Por otra parte, el consumo de vino tinto produjo un au-
mento significativo en el nivel de acido Urico plasmatico
(5,6%), sin embargo, la ingesta del mismo vino previamente
dealcoholizado no produjo este incremento (83). Parece ser
que el metabolismo de la molécula de etanol en el hepatocito
produce un incremento en la degradacion de ATP hacia los
precursores de acido Urico (nucleétido de adenina) y, por con-
siguiente, un aumento en la formacién de acido drico a partir
de la degradacion de los nucle6tidos de las purinas (83).

Ademaés del efecto del alcohol, se ha estudiado la influen-
cia de los polifenoles en los niveles de 4cido Grico. Extractos
de manzana, que contienen polifenoles de esta fruta, retrasan
significativamente la oxidacién in vitro del urato del plasma
mediada porradicales peroxilo; el mecanismo propuesto para
lainhibicion de dicha oxidacion puede ser la reduccion de la
especie radical de urato por ciertos polifenoles, como
quercetina o (+)-catequina, regenerando, por consiguiente,
urato en el plasma. Esta reaccién es termodindmicamente
posible (96). Por otra parte, parece que los compuestos
fendlicos son capaces de interaccionar con los mecanismos
de secrecién y reabsorcidn del 4cido Grico aumentando el ni-
vel de éste en el plasma (88).

A pesar de la influencia manifiesta de los compuestos
antioxidantes end6genos, la capacidad antioxidante del plas-
ma tras el consumo de vino no puede ser simplemente debida
a éstos y, en particular, al &cido drico. El 4cido Urico no afecta
los valores ORAC, y ademas su actividad es muy baja (ORAC-
FL) (1,38 pM) dando una contribucién despreciable a los va-
lores ORAC-FL del plasma. Por tanto otras moléculas, los
compuestos fendélicos, ademas del acido Urico son responsa-
bles del incremento observado en la capacidad antioxidante
después del consumo de vino (38). Dietas que contienen ali-
mentos con cantidades significativas de polifenoles influyen
en el incremento de la capacidad antioxidante del plasma,
ademés del efecto de los antioxidantes endégenos. En un tra-
bajo realizado con 8 hombres sanos yjévenes, que ingirieron
una comida rica en grasas acompafiada de 300 mg de extrac-
to de proantocianidinas del grano de la uva, se constaté un
aumento significativo de la capacidad antioxidante del plas-
ma medido por TRAP. El valor TRAP te6rico, que se calculd
a partir de las concentraciones de los antioxidantes anteriores
fue menor que el valor TRAP medido en el plasma. Por ello,
otros antioxidantes contribuyeron en la capacidad antioxidante
del plasma después del suplemento de proantocianidinas.
Cuando los sujetos consumieron la comida rica en grasas sin
extracto de uva, el valor TRAP tedrico coincidio6 con el valor
TRAP medido (84).

Se podria concluir asi que el vino interviene en la capaci-
dad antioxidante del plasma pudiendo actuar de forma direc-
ta (per se), por su contenido en compuestos fenélicos, e indi-
recta, ya que puede inducir un aumento en los niveles

plasmaticos de otros antioxidantes enddgenos.
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RESUMO. O termo CLA (4cido linoléico conjugado) corresponde
a uma mistura de isémeros posicionais e geométricos do dcido
linoléico, sendo que, dois destes isdmeros (9¢, 11z e 10z, 12¢) possuem
atividade biolégica. Esta revisdo aborda aspectos relacionados ao
CLA (fontes, sintese, distribui¢cio em tecidos humanos, atividades
fisiolégicas), bem como sua relagdo com as doengas cardiovasculares.
A maioria dos estudos atribui efeitos benéficos associados com o
consumo de CLA na redugio de fatores de risco para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, como redugio de
colesterol e triacilgliceréis plasméticos. Outras pesquisas demonstram
aredugdo de processos ateroscleréticos. No entanto, varios estudos
indicam que o CLA n#o apresenta efeitos benéficos ou inclusive pode
apresentar efeitos negativos. Portanto € a pesar do grande niimero
de estudos relacionados ao CLA, considera-se prematura qualquer
recomendagdo para a ingestdo de estes compostos, além dos ja
presentes naturalmente nos alimentos de uma dieta variada.
Palavras chave: CLA, doengas cardiovasculares, colesterol
plasmitico, triacilgliceréis, lipoproteinas.

INTRODUCAO

O termo 4cido linoléico conjugado (CLA), refere-se a uma
mistura de isémeros do 4cido linoléico (4cido cis-9, cis-12
octadecadiendico) (1) e foi descoberto por cientistas da
Universidade de Wisconsin em Madison (USA) no final da
década de 70. Este grupo de compostos tém sido objeto de
um grande niimero de pesquisas e representa um novo e
extenso campo da ciéncia de dcidos graxos e sua relagdo com
a saiide humana. Entre os efeitos benéficos potenciais relatados
estao efeitos na composi¢do corporal, nas doencgas
cardiovasculares e no sistema imunolGgico (diabetes e cancer).

CLA € a denominagdo comum de um grupo de 4cidos
graxos com 18 4tomos de carbono, consistindo num grupo de
isdmeros de posigéio e geométricos com duas duplas ligagdes
conjugadas, ou seja, duplas que ndo sdo separadas por um
grupo metileno, como no caso do 4cido linoléico (LA), que é
um dieno ndo-conjugado (1). A estrutura do 4cido linoléico e
de dois de seus isdmeros conjugados pode ser observada na
Figura 1.
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SUMMARY. Conjugated linoleic acid (CLA) and its
relationship with cardiovascular disease and associated risk fac-
tors. The term CLA (conjugated linoleic acid) corresponds to a mix-
ture of positional and geometric isomers of linoleic acid, of which
two (9/c/, 11/t/ and 10/t/, 12/c/) have biological activity. This review
covers aspects related to CLA (sources, synthesis, distribution in
human tissues, physiological activity), as well as its relationship with
cardiovascular diseases. Most studies attribute the beneficial effects
associated to the consumption of CLA to the reduction of risk fac-
tors for the development of cardiovascular diseases, such as the re-
duction of plasmatic triacylglycerols and cholesterol. Other research
demonstrates the reduction of atherosclerotic processes. However,
many studies indicate that CLA does not present bencficial effects
ormay gven present negative effects. Thus, although there are a great
number of studies related to CLA, we consider it premature to make
any recommendation for the ingestion of these compounds, apart
from those naturally present in a healthy diet.

Key words: CLA, cardiovascular disease, plasmatic cholesterol,
triacylglicerols, lipoproteins.

Diferente do LA, doze diferentes isdmeros de CLA sdo
possiveis, dependendo da localizagao das duplas ligagdes e
de sua isomeria geométrica (1). A distin¢do dos isdmeros €
importante uma vez que os mesmos podem apresentar
diferentes atividades in vivo (1-3). As duplas ligagdes no CLA
podem estar localizadas nas posi¢des C8 e C10; C9 e C11;
C10 e C12 ou C11 e C13, originando assim a designacé@o do
dieno conjugado. Cada uma das duplas ligagdes pode estar na
configurac@o cis ou frans ou nas diversas combinagdes cis-
trans nas moléculas (4).

Dois dos isémeros de CLA (9¢c, 11t e 10¢, 12¢) sdo
conhecidos por possuirem atividade biolégica. Isolar cada um
destes isomeros € dificil e caro, sendo que a maioria dos estudos
com CLA tem sido realizada utilizando uma mistura
comercialmente produzida a partir de 6leos vegetais, contendo
de 40% a 45% de cada isomero (1,3,4).

A presente revisdo tem como objetivo apresentar e
comentar pesquisas relacionadas com a influéncia do CLA na
prevengio de doengas cardiovasculares € com os fatores de
risco associados. Para tanto, foram abordados os seguintes
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temas: fontes de CLA, sintese de CLA, ingestéo e concentragio
de CLA em tecidos humanos, atividade fisiolégica, relagio
com doengas cardiovasculares, seguranga na alimentagio,
suplementagdo e limitagdes nos estudos com CLA.

FIGURA 1
Estruturas dos isémeros 1) CLA 10t,12c. 2) CLA 9c,11t.
3) 4cido linoléico (C18:2 (9c, 12¢))

3

Fontes de CLA

O CLA ¢ produzido naturalmente pelas bactérias
fermentativas presentes no estdbmago (rimen) de animais
ruminantes e estd presente em maiores concentra¢des em
carnes, leite e seus derivados, sendo C18:2 (9¢,11t) o isdmero
predominante (5-7).

As concentragdes de CLA em produtos lacteos variam de
2,9 a 8,92 mg/g de gordura, sendo que o isémero 9¢,11¢
representa entre 73% a 93% do total de CLA (1). Na Tabela 1
podem ser observadas as principais fontes de CLA na dieta.

Fritsche e Steinhart determinaram o teor de CLA em
alimentos consumidos na Alemanha, sendo os produtos licteos
considerados a principal fonte (8). O estudo realizado por
Shantha, Crum e Decker nos Estados Unidos mostrou que o
teor de CLA no leite variou de 0,63% a 1,16% e em queijos
variou de 0,40% a 1,70% do total de 4cidos graxos. Em carnes,
. essa quantidade variou entre 0,11% (em animais néo-
ruminantes como coelhos) e¢ 1,20% (em ruminantes como o
cordeiro). Em carnes processadas como mortadelas e salsichas,
a variag@o foi de 0,27% a 0,44%, sendo que as concentragdes
de CLA ndo parecem ser influenciadas pelas condig¢des de
processamento e fermentagdo (9). A concentragdo de CLA
em peixes foi de 0,01% a 0,09%, e em éleos vegetais
comestiveis (soja, oliva, girassol e algoddo) e margarinas os
teores foram pouco expressivos (<0,01%) (8). Chin, Liu,

Storkson, Ha e Pariza reportaram um total de 0,48; 0,55 e
0,70 g de CLA/100 g de lipidios em iogurte, leite
homogeneizado e leite condensado respectivamente (10).

TABELA 1
Teor de CLA em alimentos niio cozidos

Alimento Total de CLA Isdmero 9c¢, 11t (%)
(mg/g de gordura)
Carnes
Carne bovina moida 4,3 85
Lingiiica bovina defumada 3,8 84
Carne de vitela 2,7 84
Carne de cordeiro 5,6 92
Carne de porco 0,6 82
Aves domésticas
Frango , 0,9 84
Carne de peru moida 2,5 76
Frutos do mar
Salmio 0,3 n.d*.
Truta 0,5 n.d.*
Camario 0,6 n.d.*
Laticinios
Leite homogeneizado 5,5 92
Manteiga 4,7 88
Coalhada 4,6 920
Iogurte natural 4,8 84
Sorvete 3,6 86
Queijo Cheddar 3,6 93
Queijo Mussarela 4,9 95
Queijo Cottage 4,5 83
Oleos vegetais
Algodao 0,7 44
Girassol 0,4 38
Canola 0,5 44
Milho - 02 39

*n.d. - ndo detectavel.
Fonte: (10).

Concentragdes de CLA foram determinadas em carne
bovina crua, cozida, frita, assada, em microondas € também
em carne estocada sob refrigeragdo (9). Os processos
estudados (fritura, cozimento, assado € microondas) nao
produziram qualquer mudanga expressiva no contetido de
CLA (0,31 a0,85 g/100 g de gordura). As rea¢des de oxidagao
também ndo alteraram os teores de CLA, sugerindo que estes
nao sio modificados durante o processamento e estocagem.
Werner, Luedecke e Shultz quantificaram isdémeros de CLA
em trés tipos de queijos Cheddar e n3o houve diferenga
significativa na concentragéo total de CLA, mas houve na
concentragio individual dos isdmeros (por exemplo, 9¢, 111),
provavelmente devido a diferencas nas culturas utilizadas e
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nas condi¢des de processamento dos queijos (12). Shanta,
Ram, O’Leary, Hicks e Decker verificaram que iogurte
desnatado feito com leite pasteurizado tem o contelido de CLA
aumentado (5,25 mg de CLA/g de gordura) em relagdo ao
nio pasteurizado (4,40 mg CLA/g de gordura) (13).

Sintese de CLA

A formag@o de CLA tem sido atribuida aos fatores:
oxidagdo do 4cido linoléico via radicais livres, aquecimento
e reagdes enzimaticas microbianas (isomerizagdo) envolvendo
os acidos linoléico e linolénico no riimen de gado bovino e de
outros animais ruminantes (14).

Um grande niimero de espécies de bactérias do riimen (o
primeiro compartimento do estdmago de ruminantes)
produzem CLA a partir da biohidrogenagao do 4cido linoléico
e linolénico através de enzimas especificas (linoleato
isomerases) (2,5). Estas bactérias podem ser divididas em dois
grupos: bactérias do grupo A) hidrogenam, principalmente,
dcidos linoléico e linolénico formando 4cido 11-trans
octadecendico ou 4cido vacénico (C18:1(11 trans)), além de
menores quantidades de outros isdmeros de posigdo e
estereoisdmeros do mesmo 4cido e bactérias do grupo B) que
sdo capazes de hidrogenar uma ampla variedade de acidos
octadecendicos formando &cido estedrico (15).

A principal via para a formagZo do isémero CLA 9¢,11¢
em leite de vaca parece ser por meio da isomerizagio do LA
(4cido alfa-linoléico) a CLA pela bactéria gram-negativa e
anaerdbica Butyvibrio fibrisolvens. O isdmero 9¢,11¢ pode ser
absorvido ou biohidrogenado para dcido vacénico (dcido 11¢-
octadecendico). Apds a absorgio, este dcido pode ser
convertido a CLA 9¢,11¢ pela enzima estearil-CoA desaturase
(SCD) ou delta-9 desaturase (2,4). Como visto, o0 CLA também
¢ formado como um intermedidrio da biohidrogenagdo do
4cido linoléico (15).

Os niveis e a distribuigdo de isdbmeros de CLA em carne
bovina e leite podem ser afetadas pela populagio microbiana
no rimen e pela alimenta¢do do animal (4). Uma grande
quantidade de 4cido linoléico na dieta e um aumento na
biohidrogenagio sdo os dois principais fatores que contribuem
para elevar a concentragdo dos compostos intermediérios,
como CLA e 4cidos graxos trans monoinsaturados (15).

O 4cido linoléico pode ser convertido em CLA 10t,12¢
através da agiio da bactéria Propionibacter (16). O leite de
vaca pode conter CLA 10¢,12¢, tanto quanto 4cido 10t
octadecendico. Por analogia 4 formagdo do dcido 11z
octadecenéico na via de biohidrogenagio de CLA 9¢,117 o
4cido 107 octadecenéico também pode formar CLA 10z, 12¢
por biohidrogenagdo do 4cido linoléico no rimen. Visto que
mamiferos ndo possuem a enzima delta-12 desaturase, segue-
se que CLA 10¢,12¢ presente em tecidos de ruminantes deve
Provir de sua absorgdo pelo trato gastrointestinal (2,15).

Comercialmente os isdmeros de CLA podem ser

produzidos por tratamentos térmicos a pH altos ou por
hidrogenagio parcial do 4cido linoléico (18). O principal .
objetivo da sintese quimica é a obtengdo de um produto de
composi¢do definida e com atividade biolégica maxima.
Assim, tém-se desenvolvido métodos para transformar o 4cido
linoléico em seus isdmeros CLA 9¢,11z e 10t,12¢ (2). O
contetido total de CLA e sua distribui¢do isomérica sdo os
dois parametros de qualidade mais importantes em produtos
comerciais. Fontes comerciais como as cépsulas de CLA
representam uma fonte concentrada de CLA e tem sido
utilizadas para suplementar a dieta e/ou complementar as
quantidades presentes nos alimentos, muito embora ndo
existam recomendagdes nutricionais sobre a ingestdo de CLA.

Yu, Adams e Watkins analisaram quatro produtos de CLA
(cépsulas) observando diferengas significativas entre eles em
relagdo a: conteido de CLA (variagdo de 65,1 a 77,9 mg/
100mg do total de 4dcidos graxos), distribuic@o de isdmeros
(isdmero CLA 9c, 11¢ variou de 24,3 a 37,7 mg/100 mg do
total de 4cidos graxos) e composic@o de 4cidos graxos (4cidos
palmitico, esteérico e oléico foram detectados em todas as
amostras, mas o 4cido linoléico ndo estava presente numa
delas) — as quaritidades de 4cidos graxos ndo-CLA variaram
consideravelmente em cada amostra (19). A diferenga no’
contetdo total de CLA pode ser devido ao nivel de 4cido
linoléico nos 6leos originais usados para produzir CLA (quanto
menor o teor de 4cido linoléico, menor serd a quantidade de
CLA produzida), as condi¢Ges nas reacdes de isomerizagao
(influenciam as concentragdes de isomeros ¢, +-CLA e ¢, ¢-
CLA) e aos outros ingredientes adicionados nos produtos, que
podem influenciar a atividade biol6gica dos produtos de CLA.
Estes outros ingredientes deveriam ser informados ao
consumidor (19).

Ingestéo e concentracdo de CLA em tecidos humanos

A ingestdo de 4cido ruménico (RA = C18(2) 9¢,11¢) nos
Estados Unidos e Alemanha é estimada em 50 a 250 mg/diae
350 a 430 mg/dia respectivamente (20). A ingestdo de CLA
na populagio alema foi avaliada de acordo com seus hébitos
de consumo e reportou-se uma ingestdo diaria para mulheres
de 360 mg/d e para homens de 440 mg/d (8). No Canadi, ao
estudar-se um pequeno grupo de jovens (n = 22), foi estimada
a ingestdo média didria do isomero do CLA 9¢,11¢ de 94,9 =
40,6 mg/d, com variagéo entre 15 e 174 mg/d (21).

A concentragdo de CLA em leite humano e em férmulas
infantis foi determinada As amostras (n= 14) foram coletadas
entre 3 dias e 10 meses apds o parto e congeladas. A
concentragio total de CLA variou de 2,23 a 5,43 mg/g de
gordura e em 57% das amostras o isémero 9c,11t correspondeu
a.uma faixa de 83 a 100% (22). Nao foi verificado nenhum
efeito estatistico significativo entre o teor de CLA e o tempo
de coleta do leite apés o parto (20). A variagdo na quantidade
total de CLA e do is6mero 9¢,11t em leite humano deve-se
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provavelmente a variag@o na ingestdo de CLA, j4 que humanos
ndo sintetizam esta molécula (15).

Nas férmulas infantis (n = 4) a concentragio de 9c¢,11¢
variou de quantidades indetectdveis a 2,04 mg/g de gordura,
enquanto que o CLA total variou de quantidades indetectiveis
a 2,50 mg/g de gordura. Foram verificados altos teores do
isbmero 9¢c, 11¢ em algumas férmulas infantis, porque estas
preparag¢des podem conter até 30% de seus lipidios totais
provenientes de sebo bovino (2,6 mg de CLA/g de gordura)
(22).

A maior parte do CLA detectdvel em tecidos humanos é
proveniente da dieta, ainda que possa ser produzido por sintese
endbgena através da desatura¢do de C18:1 11# (4cido vacénico)
pela delta-9 desaturase (6). O CLA é incorporado em tecidos
fetais e de neonatos. A ingestdo de CLA durante a lactagio
resulta no aumento da concentrag@o de CLA no leite materno.
Foi reportada a concentragdo de CLA 9¢, 11¢ em leite materno
de aproximadamente 5,8 mg de CLA/100g de gordura em
mulheres australianas e de 3,64 mg de CLA/100 g de gordura
em mulheres americanas (23). A suplementagio com CLA em
mulheres lactantes tem mostrado redug@o no conteddo de
gordura no leite (20).

Em tecido adiposo humano foi verificada a presenga de
dois isdmeros menos abundantes (9¢,11¢ e 9¢,11c¢), além dos
isomeros de CLA 9¢,11¢ e 91,11¢ (24).

Atividade fisiolégica

Entre os beneficios a saiide atribuidos ao CLA destacam-
se: anticarcinogénese (25,26),antiaterosclerose (27), inibigdo
de radicais livres (28,29), alteragdo na composi¢do e no
metabolismo do tecido adiposo (30-34), imunomodulagdo
(35,36), atividade antibacteriana (19,37) e antidiabéticas
(18,38).

Muitos estudos tém sido realizados utilizando misturas de
isomeros de CLA (Tabela 2, o que torna dificil explicar os
efeitos ou mecanismos encontrados e, principalmente, a que
isdmero atribuir os mesmos. Diferentes isomeros apresentam
atividades distintas e mecanismos de agio em tecidos e 6rgaos
especificos, por exemplo, o isdmero CLA 9¢,11¢ é associado
com propriedades anticarcinogénicas e o isdmero CLA 10z,12¢
estd associado com efeitos no metabolismo de lipidios e
composi¢do corpdrea (2).

A maioria das pesquisas publicadas utilizam CLA
sintetizado por isomerizagdo do 4cido linoléico e que contém
predominantemente os isdmeros CLA 9¢,11t (43%) e CLA
10t,12¢ (44%). Os isdbmeros ativos do CLA ainda ndo foram
totalmente identificados, mas tem-se assumido que o isdmero
9¢,11t € a forma ativa, ja que constitui 80 a 90% dos isdmeros
encontrados em gorduras animais (35).

CLA E doengas cardiovasculares
a) Estudos em animais

Estudos em animais indicam que o CLA apresenta efeitos
positivos sobre os fatores de risco relacionados com doengas
cardiovasculares, reduzindo o colesterol plasmatico e os niveis
de triacilgliceréis e melhorando a sensibilidade a insulina (4).
Detalhes relacionados com os estudos realizados em animais,
determinando o efeito de dietas enriquecidas com CLA no
metabolismo de lipoproteinas e aterosclerose, estdo
apresentados na Tabela 2.

Lee, Kritchevsky e Pariza demonstraram que em coelhos o
CLA reduz significativamente as concentra¢des de triacilglicerdis
plasmiticos e os niveis de LDL-colesterol (lipoproteina de
baixa densidade), porém sem alterag#o significativa nos niveis de
HDL (lipoproteina de alta densidade) (39).

Neste mesmo estudo, os exames histolégicos mostraram
que a superficie da aorta envolvida com leses aterosclerdticas
foi 12% menor em coelhos suplementados com dieta
aterogénica (14% de lipidios e 0,1% de colesterol) adicionada
de 0,5 g de CLA/dia durante 22 semanas. Os autores
esclarecem que (este valor ndo foi estatisticamente
significativo, mas foi biologicamente relevante).

Na avaliagdo histolégica, da deposigdo de lipidios e
desenvolvimento de tecido conectivo nas artérias tordcica e
abdominal, foi observado um nimero menor de casos
classificados como graves no grupo suplementado com CLA
em relacdo ao grupo controle.

Embora dietas com CLA (0,1; 0,5 e 1 g /100g de racéo,
durante 90 dias) em coelhos machos New Zealand (brancos)
tenham aumentado a concentrag@o lipidica (colesterol total e
triacilglicer6is) no plasma, quando comparada com a dieta
controle, ocorreu uma substancial regressdo (-31%) no grupo
alimentado com 1% de CLA) na aterosclerose estabilizada no
arco adrtico (provocada por dietas contendo 0,1-0,2% de
colesterol). O mecanismo pelo qual CLA reduz o processo de
aterosclerose ainda é incerto (40). O mesmo grupo de
pesquisadores em um estudo posterior (41) com a mesma espécie
de coelhos, alimentados com dieta aterogénica (com 0,2% de
colesterol) adicionada de 0,05, 0,075, 0,10 ou 0,50 g de CLA/
100 g de ragio (42,8% do isémero 9c,11t e 44,8% do isGmero
101,12¢) durante 90 dias observaram que a gravidade da
aterosclerose nas artérias adrtica e toracica foi reduzida com o
aumento dos niveis de CLA na dieta. Na artéria artica, a
gravidade das lesdes diminuiu de 20, 31, 40 e 60% em coelhos
alimentados com 0,05; 0,075; 0,10 e 0,50% de CLA,
respectivamente, € na artéria toracica foi de 8, 24, 33 e 56%
conforme o aumento dos niveis de CLA na dieta. Neste estudo,
a gravidade da aterosclerose foi reduzida em 37,5% com a
ingestdo de 0,1 g de CLA/100 g de ragdo. Os referidos estudos
indicam que os efeitos observados ocorrem com baixos niveis
de ingestdo de CLA, ou seja, em concentragdes compativeis as
encontradas numa dieta normal.
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TABELA 2
Efeito das dietas enriquecidas com CLA no metabolismo de lipoproteinas plasmaticas e aterosclerose

Referéncia Modelo Detalhes da dieta CLA Periodo TG | C H L | Aterosclero
animal (g/100g de de estudo T |DL | D se
ragdo) (dias) L
(40) Coelhos Gordura: 140 g/kg 5 154 N R {
CLA (composigdo de isdmeros ndo
determinada) - 0,5 g/d
(43) Hamsters Gordura: 150 g/kg (35 % da energia) - 77 - -- - - -
Dieta hipercolesterolémica (controle) 0,06 2 R |2
Baixo-CLA (94% 9c, 11t; 9t, 11¢; 10t, 12c) 0,11 U IRV IR A 2
Médio-CLA (94% 9c, 11t;'9t, 11c; 10t, 12¢) 1,1 0 L]l e | 2
Alto-CLA ( 94% 9c, 11t; 9t, 11c; 10t, 12¢)
(44) Hamsters Dieta hipercolesterolémica (controle) - 84 - - - - -
machos F\B | Dieta hipercolesterolémica mais 1% de CLA 1 P N e 2
, (p/p) (94% 9c, 11t; 9, 11c; 10t, 12c) - J U R A -
Dieta hipercolesterolémica mais 1% de LA
(p/p)
(45) Camundong | Gordura: 150 g/kg - 105 o ol o N t
0s C57BL/6 | Dieta baixa em CLA (composi¢do de 2,5 || 27/ o
isdbmeros ndo determinada) S A
Dieta rica em CLA (composi¢do de isdmeros N
nio determinada) /
A
(46) Suinos Dieta isoenergética (controle) - 42 -- - | - - -
(fémeas Dieta isoenergética contendo 1% de CLA 1 TN e | T N/A
adultas) r/p) A
1) Coelhos Gordura: 140 g/kg (33 % da energia) -- - -- - - - -
machos” CLA (43 g 9c, 11t, 44 g 10t, 12¢/100g de 0,1 90 o | e | o N {
brancos New | dcidos graxos) +2 g de colesterol/kg de dieta. 0,5 o e e/ A
Zealand CLA (43 g 9c, 11t, 44 g 10t, 12¢/100g de 1 1 TIN|A $
acidos graxos) + 1 g de colesterol/kg de dieta. A | N
CLA (43 g 9c, 11t, 44 g 10t, 12¢/100g de /
acidos graxos) + 0 g de colesterol/kg de dieta. A
N
/
A
(52) Hamsters Gordura: 131 g/kg (30 % da energia) - 56 - -- -- - --
Mistura de CLA (50 g 9c, 11t, 50 g 10t 6 56 T e $ 1Y N/A
12¢/100g de 4cidos graxos) 5-6 o e oo N/A
CLA 9c, 11t 49 Tt le | VY N/A
CLA 10t, 12¢ N/A




128 GROFFF. et al.
Referéncia Modelo Detalhes da dieta CLA Periodo TG | CT | HD | LD | Ateroscler
animal (g/kg de de estudo L L ose
dieta) (C)]
42) Coelhos Dieta aterogénica com 0,2% de colesterol 0,05 90 - -- - - -- --
brancos (controle) 0,075 T T l N/A )
New Dieta mais 0,05% de CLA (42,8% 9c, 11t; 0,10 T - T N/A A
Zealand 44,8% 10t, 12¢). 0,50 1 1 1 | NA \2
Dieta mais 0,075% de CLA (42,8% 9c, 11t; 1 > 1 N/A $
44,8% 10t, 12¢).
Dieta mais 0,10% de CLA (42,8% 9c, 11t;
44,8% 10t, 12¢).
Dieta mais 0,50% de CLA (42,8% 9c, 11t,
44.8% 10t, 12¢).
(53) Hamsters Gordura: 145 g/kg -- 90 - - - - -
Dieta com LA (controle) 10 ) Y | e \: N/A
Mistura de CLA (43 g 9c, 11t, 44 g 10t, 2 - - PEN “ N/A
12¢/100g de acidos graxos)
CLA 9c, 11t
(50) Ratos Dieta controle — LA (6% de éleo de soja, 1% - 26 > - < [ N/A N/A
de o6leo de algoddo rico em 4cido linoleico) 0,7 “ R o NA |~ NA
Dieta mais mistura de CLA (0,35% de 9¢, 11t 0,4 - “ - N/A N/A
€ 0,35% de 10t, 12¢) 0,4
Dieta mais CLA 9c, 11t (0,4%)
Dieta mais CLA 10t, 12¢ (0,4%)

(51 Ratos Dieta controle- - 14 - -- - - -
Dieta contendo 1,15% do isémero CLA 10t, 2,26 NA | | NA | NA
12c e 1,11% do isémero CLA 9c, 11t :
presentes na mistura comercial Clarinol G-
80™

(55) Humanos Grupo controle (sem suplementagio) -- 56 -- -- - -- --
normolipidé | Grupo com suplementagéo (3 g/d) com ¥ N/A | N/A | N/A N/A
micos misturas dos isdbmeros de CLA 9c, 11t e 10t, K N/A | N/A | N/A N/A
12¢, 50:50 (p/p) e 80:20 (p/p)
(58) Humanos Dieta controle 94 - -- -- -- -
(IMC =25- | Dieta com 3,4 g de CLA/d NA LY { J N/A
35 kg/m?) Dieta com 6,8 g de CLA/d NnNatl Vol y N/A
(60) Humanos Controle (6leo de girassol) 62 - - P o | N/A
(mulheres) Dieta com 3,9 g de CLA/dia contendo os
isdmeros cis-9, trans-11 (11%) ¢ trans-10,
cis-12 (15%)

Nota: CLA: 4cido linoleico conjugado; TG: triacilgliceréis, CT: colesterol total; T\ variabilidade aumenta ou diminui comparada com 0s
valores para dieta controle; ? : nenhuma diferenca significante em relagéo a dieta controle; ¢, cis, t, trans; N/A: varidvel nio mensurada; IMC
= indice de massa corpérea; HDL = Lipoproteina de alta densidade; LDL = Lipoproteina de baixa densidade.

* As redugdes nas severidades das lesGes nas artérias adrtica e toracica foram dose-dependentes.

** Apesar dos resultados indicarem NDS, as concentragdes de colesterol total, triacilgliceréis e fosfolipidios tenderam a ser menores em
ratos alimentados com preparag3es contendo CLA 10t, 12¢, e houve tendéncia a aumentar os niveis de HDL em todos os grupos alimentados

com CLA.

**% Apesar das reducdes (i) serem estatisticamente significativas, ndo foram clinicamente significantes.

**+* Também nZo houve diferengas na coagulag@o sangiiinea ou agregagio plaquetéria.
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Nicolosi, Rogers, Kritchevsky, Scimeca e Hunt, estudaram
hamsters alimentados com dieta hipercolesterolémica sem
adi¢do de CLA (controle), com niveis varidveis de CLA (0,06;
0,11e 1,1 g/100 g de ragdo) e com 4cido linoléico (1,1 g/100
g de ragdo) adicionados a dieta controle durante 8 semanas
(42) . Os autores verificaram que o colesterol total plasmatico
foi significativamente reduzido de 21-26% nos trés grupos
alimentados com CLA (ndo dose-dependente) em relagdo ao
grupo controle e de 8-14% em relagdo ao grupo do 4cido
linoléico. Houve também redugao significativa nas fragdes de
VLDL-colesterol € LDL-colesterol nos grupos alimentados
com CLA e nos triacilgliceréis nos grupos alimentados com
0,06¢0,11 g de CLA/100 gde ragdo. Os ateromas (4rea média)
dos trés grupos suplementados com CLA foram
significativamente menores do que no grupo controle. '

Outro estudo com hamsters (43), alimentados por 12
semanas com uma dieta hipercolesterolémica — controle (20%
de 6leo de coco, 2% de 6leo de algodao e 0,12% de colesterol
(p/p)) suplementadas com 1% de CLA ou 1% de 4cido
linoléico (LA), por peso da ragdo, indicou que os grupos
alimentados com CLA e LA apresentaram menores niveis de
colesterol total (-13% e -19%) e colesterol nao-HDL (-19% e
-29%) plasmaticos em relagfio ao que recebeu apenas a dieta
hipercolesterolémica. As concentragdes plasmaiticas de
triacilglicer6is foram menores no grupo que recebeu LA em
relagdo ao grupo da dieta controle (-35%) e ao grupo CLA (-
38%). Os hamsters alimentados com CLA tiveram redugéo
significativa na formagfio de placa gordurosa na aorta em
relagdio ao grupo de dieta controle (-47%) e ao grupo LA (-
40%). .

A redugdo nas concentragdes plasméticas de colesterol e
aterosclerose em hamsters alimentados com CLA so similares
as reportadas por Nicolosi, Rogers, Kritchevsky, Scimeca e
Hunt (42), mencionadas anteriormente, € aos de Lee,
Kritchevsky e Pariza (39) em coelhos, indicando que o CLA
previne o aumento dos niveis de colesterol e atenua a
aterosclerose.

Diferentemente dos estudos citados anteriormente,
Munday, Thompson e James (44) verificaram que
camundongos C57BL/6 alimentados com CLA (0,25 ou 0,5
g/100 g de ragdo de dieta aterogénica), durante 15 semanas,
exibiram maiores graus de desenvolvimento de ateromas em
relagdo ao grupo controle (sem adi¢do de CLA na dieta). Em
animais alimentados com CLA a razéo HDL:colesterol total
aumentou e o conteddo de triacilgliceréis plasmaticos diminuiu
em relagdo ao grupo controle.

Stangl, Muller e Krichgessner estudaram os efeitos de CLA
sobre hormdnios (insulina, tiroxina, triiodotironina) e
metabdlitos (hidroxibutirato, tocoferol, proteinas, glicose,
uréia, creatinina e ATP sangiifneo) e lipoproteinas em suinos
(fémeas adultas) alimentados com dietas isoenergéticas
contendo 0 (controle) e 1% de CLA (por peso) durante 6

semanas (45). Suinos tratados com CLA exibiram maior
concentragio de insulina no soro sangiiineo (37%) em relagdo
a dieta controle. Os demais horménios e os metabélitos nao
foram afetados pela dieta com CLA, enquanto que a
concentragdo plasmatica de 4cidos graxos ndo-esterificados
reduziu 38% em relagdo aos suinos que receberam a dieta
controle, mas esta diferenca ndo foi significativa. O soro
sanguineo dos animais alimentados com CLA mostrou uma
tendéncia ao aumento dos niveis de triacilgliceréis, colesterol
e fosfatidilcolina em lipoproteinas de baixa e muito baixa
densidade (LDL e VLDL), sendo que ndo houve diferengas
entre os grupos na fragdo HDL. A razdo LDL colesterol: HDL
colesterol foi significativamente maior no grupo com adigio
de CLA adieta, fato que tem sido positivamente correlacionado
com aterogénese (46).

Os estudos com resultados adversos (45,46) aos demais
podem ser explicados, talvez pela diferenga entre a fisiologia
dos animais (camundongos € suinos), ja que os estudos com
resultados positivos foram encontrados em coelhos e hamsters.
Possiveis diferengas na ingestdo de alimentos entre os grupos
experimentais geralmente ndo sdo consideradas nos estudos,
o que também pode ser uma interferéncia. _

Experimentos in vitro mostram que o isdmero 10z,12¢
reduz significativamente a secre¢do de apolipoproteina B de
células Hep G2 (47). Tendo em vista que a apolipoproteina B
é um componente da VLDL rica em triacilglicerdis, estes
resultados sugerem que o isdbmero do CLA 10¢,12¢ pode
reduzir as concentra¢Ges plasmaticas de VLDL-triacilglicerdis
e, a0 mesmo tempo, pode inibir a sintese de 4cidos graxos
através da regulacdo da expressdo do RNAm e da inibigdo da
atividade da desaturase hepética estearoil-CoA (SCD hepética)
(2,17,39). Outro estudo (48) mostrou que o isdmero 10t,12c,
mas ndo o isdbmero 9¢,11¢, foi o responsével pela inibigéo da
atividade da SCD hepética. Sendo o figado o 6rgio chave para
a sintese de triacilglicer6is, a inibi¢do da expressdo ¢ da
atividade da SCD pode ser de grande importancia no
metabolismo de triacilglicerdis e de dcidos graxos e no
mecanismo de reducdo da gordura corporal. O mecanismo
pelo qual o isdmero 10¢,12¢ reduz a atividade da SCD parece
ser bifurcado, tanto na inibicdo da expresdo e da atividade
enzimatica da SCD (2).

Pesquisadores japoneses em 2003, estudaram o efeito
individual dos isdbmeros de CLA no metabolismo de lipfdios
em ratos alimentados com dietas contendo LA, isdmeros de
CLA 9c¢,11¢ € 10¢,12¢ adicionados isoladamente (0,8 g/100g
de ra¢do) ou uma mistura equivalente destes isomeros (0,4 g/
100g de rag@o), durante 26 dias. As concentragdes de colesterol
total plasmatico, triacilgliceréis e fosfolipidios mostraram-se
menores em ratos alimentados com preparagdes de CLA
contendo o isdmero 10¢,12¢, enquanto houve uma tendéncia
a aumentar a concentragdo de HDL-colesterol plasmético em
todos os grupos alimentados com CLA. Os resultados sugerem
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que isdmeros individuais do CLA podem ter efeitos diferentes
e que ha uma provdvel interagdo destes no metabolismo de
lipidios (49).

Um grupo de ratos alimentados com dieta controle rica
em 4cido estedrico mais azeite de oliva € outro com dieta teste
com 30 g/kg de Clarinol G-80™, uma mistura comercial
contendo 38,2% do isdmero CLA 10¢,12¢ € 36,9% do isbmero
CLA 9¢,11¢foi estudado durante 2 semanas. O CLA induziu a
redugdo nos niveis de colesterol total plasmatico, de
lipoproteinas HDL e nas concentragdes de fosfolipidios nas
frages LDL e HDL (50).

Foi observado que uma mistura de CLA (isdmeros 9¢,11¢
e 10t,12¢) e o isdbmero 10z,12¢ reduziram significativamente
as concentragdes de LDL- e HDL-colesterol e aumentaram as
concentra¢des de VLDL-colesterol e triacilglicerdis
plasmaticos, em hamsters. Diferentemente da maioria dos
estudos realizados, os resultados desta pesquisa indicaram que
o isdmero 10t,12¢ afeta o metabolismo de lipoproteinas ao
invés do isdbmero 9¢,11¢ (51). Outro estudo (52) reportou que
uma dieta rica em CLA 9¢,11¢ ndo produz efeito significativo
no metabolismo de lipoproteinas plasmdticas, porém as
concentragGes plasmaéticas de triacilglicerdis e colesterol total
foram significativamente reduzidas em hamsters alimentados
com uma dieta enriquecida com uma mistura de CLA
(is6meros 10t,12¢ € 9¢,11£) em relagido ao grupo controle (dieta
com 4cido linoléico). Estes resultados sugerem que CLA 10z,
12¢ é 0 isbmero ativo para os efeitos antiaterogé€nicos do CLA.
Roche, Noone, Nugent e Gibney (2001) mostraram que uma
dieta rica em CLA 9c¢,11¢ reduz significativamente as

concentragoes de triacilgliceréis, enquanto que uma dietarica .

em CLA 10¢,12¢ néo teve efeito significativo em camundongos
machos Ob/Ob hipertriacilglicerolémicos.

b) Estudos em humanos

De acordo com alguns autores (1,53), os efeitos observados
para CLA dependem da espécie, raga € sexo dos roedores.
Estas conclusGes sdo importantes quando os dados obtidos
em animais forem extrapolados para humanos.

Um aprimoramento no equilibrio do metabolismo de
lipoproteinas ricas em triacilgliceréis tem sido associado com
os efeitos anti-aterogénicos do CLA em humanos, estudado
em vdarios modelos com aterogénese induzida pela dieta.

O primeiro estudo duplo-cego placebo-controlado com
suplementacio de CLA em humanos (individuos
normolipidémicos) para investigar o efeito do CLA no
metabolismo de lipoproteinas foi publicado em 2001 (54). O
efeito da suplementagdo (3 g/d), durante 8 semanas, com
misturas isoméricas de CLA em diferentes propor¢des (50:50
ou 80:20, p/p) dos isdmeros 9c,11¢ e 10t,12¢ em sujeitos
normolipé€micos, resultaram na observagio de que a mistura
isomérica 50:50 reduziu significativamente as concentracdes
de triacilgliceréis (-20%), enquanto que paraa mistura 80:20

ndo foi observado nenhum efeito. Novamente foi indicado o
isdmero 10¢,12¢ como redutor dos niveis de lipidios. A
concentragdo plasmaética de triacilglicerdis tem sido
identificada como um fator de risco para as doencgas
cardiovasculares (55) e um importante contribuinte para a
aterotrombose (56).

Um estudo (57) reportou a redugdo nos niveis de LDL (-0,1
a-0,3 nmol/L), HDL (-0,1 a -0,2 nmol/L) e colesterol total (-0,2
a -0,4 nmol/L) em humanos com indice de massa corpérea de
25-35 kg/m? alimentados com CLA (1,7; 3,4; 5,1 ou 6,8 g/dia
durante 12 semanas) e, apesar de estatisticamente significativa,
areducdo nao foi considerada clinicamente significante.

Estudos comparando os efeitos de dietas com 3,9 g de
CLA ao dia, contendo os isdmeros 9¢,11¢ (11%) e 10z,12¢
(15%), utilizando Sleo de girassol como controle, ndo
indicaram diferengas nos niveis plasméticos de lipidios ou
lipoproteinas, nem quaisquer diferengas na coagulagio
sangiifnea ou agregacdo plaquetdria (58,59). O uso de 6leo
de girassol como controle € questionavel porque € rico em
4cido linoléico, um dcido graxo que interfere no metabolismo
de lipidios e na coagulac@o sangiiinea.

Para determinar se os isdmeros de CLA apresentam efeitos
benéficos relacionados as doengas cardiovasculares, os
isdbmeros CLA 9¢,11¢ ¢ CLA 10¢,12¢ foram estudados em
humanos (60). De acordo com os resultados obtidos, houve
inibi¢do da fungdo plaquetdria, evidenciada pela redugéo da
agregacdo e a atenuagdo da formagdo de tromboxano B,
(TXB,) a partir do 4cido araquiddnico ex6geno (adicionado).
Torres-Duarte e Vanderhoek (61) reportam um estudo in vitro,
no qual incorporaram vérios isdmeros do CLA dentro de
células endoteliais de veias umbilicais humanas (HUVECsS)
ou plaquetas e investigaram o efeito desta esterificagdo na
formagdo de prostaciclina (PGI, — vasodilatador) e
tromboxano A, (TXA, - vasoconstritor). Os resultados
indicaram que o efeito de CLA na formagio de prostanéides
celulares em células endoteliais e plaquetas pode ser inibitério
ou estimulante. O efeito obtido parece depender do isdmero
especifico do CLA, da forma (4cido graxo livre ou
esterificado) e do estado das células (em repouso ou
estimuladas). Estes resultados indicam que o CLA pode ter
efeitos miiltiplos € complexos na homeostase vascular in vivo.

Um grupo de pesquisadores (62) examinou os efeitos de
quatro isdmeros comerciais de CLA (25 uM de 9¢,11¢; 91,11¢;
9¢,11c e 10¢,12¢ separadamente) na agregac¢do plaquetdria
induzida por coldgeno e observaram que o maior efeito foi
obtido com o isdmero 9,117 e o menor com o isdmero 9¢,11c¢.
Além disso, este estudo representa a primeira indicagdo de
que o isdbmero CLA 9¢,11¢, quando esterificado em lipidios
de plaquetas, estimula a atividade da fosfolipase celular, fato
que pode explicar o aumento da produgio de tromboxano
(TXB, - metabdlito inativo do pré-agregatério TXA,) em
plaquetas.
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Tem sido aceito que os radicais livres € a oxidag¢@o mediada
por radicais ttm um papel importante em muitos processos
patolégicos, como na carcinogénese € aterosclerose (63). A
capacidade do CLA (CLA 9¢,11¢35,0% e CLA 101,12¢ 35,8%)
na captura de radicais livres foi estudada e observou-se que o
CLA (50 mM) foi muito menos efetivo que vitamina E,
vitamina C ¢ BHT (28) . Ao mesmo tempo, o CLA em
concentragdes de 5-40 mg/mL foi mais efetivo que o LA na
ligagdo com radicais DPPH (radical 2,2-difenil 1-
picrylhidrazil). Esta informagZo € consistente apenas para o
isdbmero CLA 10¢, 12¢, mas néo para o isdmero CLA 9c¢,11¢
(63). Osisébmeros 9¢,11z¢ 10z,12¢ reagem diretamente ligando
radicais DPPH, porém, o isdmero CLA 10¢,12¢ (2,5-80 mg/
mL) mostrou maior velocidade de reagfio e o CLA 9¢,11¢ligou
mais radicais DPPH no estado de equilibrio (29). Relagdes
dose-efeito e tempos similares foram observadas para ambos

isomeros e sinergismo de efeito nas reacdes com radicais.

DPPH.

Estes resultados sustentam a conclusdo de que os isémeros
individuais diferem em suas ag¢Ges biolégicas e indicam que a
interagdo entre os isdmeros pode contribuir para seus efeitos
benéficos. Estudos adicionais sdo necessdrios para verificar a
inibi¢ao de radicais livres pelo CLA em diferentes sistemas e
condigdes fisiol6gicas, assim como determinar se existe
qualquer ligagdo entre a propriedade anti-radical e seus efeitos
biolégicos, incluindo anticarcinogénese e antiaterosclerose

A hipertensdo e a obesidade sao estados patolégicos
comuns e associados de forma independente com o aumento
de risco de doengas cardiovasculares. No entanto, estudos
epidemiol6gicos tém demonstrado uma associac@o entre o
fndice de massa corpérea e a pressao sangiiinea. Além disso,
hé evidéncias que sugerem que obesidade € um fator de risco
para o desenvolvimento da hipertensdo em humanos (65,66).

O efeito dos isdmeros do CLA foi avaliado no
desenvolvimento de hipertensdo em ratos OLETF (Otsuka
Long-Evans Tokushima Fatty Rats), que possuem hiperfagia
e tornam-se obesos, desenvolvendo hiperlipidemia, diabetes
¢ hipertensdo (67). Os ratos foram separados em 3 grupos (6
ratos cada) e alimentados durante 3 semanas com dieta semi-
sintética acrescida de 5% de 6leo de milho e 0,5% de 6leo de
algoddo (grupo controle); ou com 5% de 6leo de milho € 0,5%
do isémero CLA 9¢,117 (grupo CLA 9c¢,11¢) ou com 5% de
6leo de mitho € 0,5% do isémero CLA 10¢,12¢ (grupo CLA
10t,12¢) - teores em g/100 g de dieta (%). Os resultados obtidos
neste estudo representaram a primeira evidéncia de que o
isémero CLA 10z,12¢ pode suprimir o desenvolvimento da
hipertensio em ratos OLETF. Houve um aumento de peso €
de pressio sistélica sangiiinea durante o inicio da obesidade
nestes ratos, mas no grupo CLA 10z,12¢ o aumento da pressdo
sangiifnea e o tecido adiposo branco abdominal foram
significativamente reduzidos quando comparados com os
outros dois grupos, apds 3 semanas. Além disso, a relativa

expressio no RNAm de angiotensinogénio e de leptina
(adipocitoquinas) foram suprimidos com CLA 10z,12¢ no
tecido adiposo. Concluiu-se que o isémero CLA 101,12¢
suprime o desenvolvimento de hipertensdo durante o inicio
da obesidade em ratos OLETF e que o efeito antihipertensivo
do CLA 10¢,12¢ deve-se em parte a reducgio na secreg¢do de
adipocitoquinas hipertensivas no tecido adiposo abdominal.

Os mesmos autores (68) avaliaram os efeitos de dietas com
CLA (indicado como um sensibilizador da insulina) na
adiponectina plasmatica, na insulina plasmitica € na pressdo
sangiiinea de ratos Zucker Diabetic Fatty (ZDF). No inicio da
obesidade a pressdo sangiiinea geralmente aumenta em ratos
ZDF, mas o CLA preveniu este aumento. Ap6s 8 semanas, a
glicose e insulina plasmiticas também foram atenuadas pela
dieta com CLA. O CLA aumentou a concentragio de
adiponectina plasmética (hormonio secretado por adipécitos
que acentua a sensibilidade a insulina), sendo este aumento
atribuido ao aumento da expressao do RNAm no tecido
adiposo branco. Acredita-se que a hiperinsulinemia e/ou a
resisténcia a insulina t€m papéis chaves na hipertensdo
relacionada com a obesidade. A redugio (-65%) da insulina
plasmatica na dieta de CLA em ratos ZDF comparada com o
controle, sugere o aumento da resisténcia a insulina. Os autores
ponderaram que o aumento da adiponectina no plasma alivia
a hiperinsulinemia e previne o desenvolvimento de
hipertensao, o que foi induzido pela presenca de CLA na dieta.
Muito embora os autores apontem o aumento da resisténcia a
insulina como fator de preven¢do da hipertensdo, esta
resisténcia pode ser considerado um efeito negativo em termos
gerais. “

Os estudos parecem indicar que o camundongo (AKR/J
machos, CS7BL/6]J fémea) é o modelo animal mais suscetivel
ao CLA (7,37).

Seguranca na alimentacéo e suplementagéio com CLA
Apesar dos numerosos efeitos benéficos a satide atribuidos
ao CLA, h4 uma minoria de relatos de possiveis efeitos
adversos, principalmente em ratos e devidos ao isdmero
10t,12¢. Sugere-se que os efeitos negativos em humanos sao
devidos ao aumento nos produtos da oxidagdo lipidica
(isoprostanos), mais em modelos animais tem-se identificado
efeitos pro-carcinogénicos (colon e prostata) e de aumento na
produgio de prostaglandinas atribuidos ao CLA 10t,12c. Estas
suspeitas de efeitos adversos, requerem primeiro maiores
estudos no sentido de comprovar definitivamente estes
resultados, assim como mais pesquisa e uma avaliagdo critica
sobre os efeitos anti-cAncer e anti-prostaglandina do CLA (69).
Uma avaliaggo toxicoldgica da dieta com CLA foi realizada
em ratos machos Fischer 344 de 9 meses. Quarenta ratos foram
divididos em 2 grupos e alimentados da seguinte forma:
controle (dieta basal) e CLA (dieta basal adicionada de 1,5%
de CLA (p/p) — niveis substancialmente maiores que o
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estimado no consumo humano normal). De acordo com os
resultados obtidos, a administra¢do continua (36 semanas) de
uma mistura de isOmeros de CLA, compostos
predominantemente pelos isémeros 9¢,11¢, 91,11¢c e 101,12¢,
ndo apresentou qualquer indicagéo de toxicidade (70). Embora
haja necessidade de outras medidas, como exames
oftalmolégicos e clinicos (sangue, urina, etc.), a avaliagdo
toxicolégica do CLA neste estudo cumpriu com um nimero
de testes recomendados pelo FDA para um estudo de toxicidade
sub-cronica apesar de apresentar algumas limitagdes, como
uma tnica dose estudada, apenas um sexo, nenhum estudo
clinico e exame histopatolégico limitado.

Um estudo realizado com suplementacdo de CLA (1 g/
100g de racio durante 4 dias a 8§ meses) em camundongos
resultou na redugdo da massa corpérea por apoptose de
adipécitos, causando resisténcia a insulina e hepatomegalia
acentuada, caracteristica de lipodistrofia (71). Outros estudos
tém reportado efeitos similares com a suplementagdo de CLA
e aumento do peso do figado e baco em ratos (30,31) e
resisténcia a insulina (31).

O produto Clarinol™G80, contendo isdmeros do CLA
9¢,11t e 10t,12¢ na razdo 1:1, foi estudado com objetivo de
verificar a seguranga de seu uso como um ingrediente em
alimentos (72). Foram realizados estudos de toxicidade
subcrdnica oral em ratos durante 90 dias e de genotoxicidade
in vitro. O produto mostrou-se ndo mutagénico em ambos os
testes, mas produziu hipertrofia hepatocelular em fémeas de
ratos que ingeriram altas doses (15% (g de Clarinol™G80/g
de dieta) - equivalente a 12% de CLA). Este resultado pode
ocorrer em fun¢io de uma adaptacgio a alimentagdo com altos
niveis do produto, porém foi reversivel com a retirada do
material em teste.

Apesar dos estudos toxicolégicos reportados, ainda é
prematuro afirmar que o CLA n#o apresenta efeitos toxicos.

Limitagdes nos estudos com CLA

Em geral, os estudos com CLA que envolvem humanos
* sdo realizados sem uma dieta estrita, o que pode prejudicar a
andlise dos resultados porque outras varidveis podem estar
envolvidas (dieta, niveis de atividade fisica) e nem sempre
estas sdo controladas. Em outros casos, inquéritos alimentares
foram usados, porém, estes envolvem erros na precisdo dos
registros e baixo nivel de confianga dos instrumentos utilizados
para analisi-los. O efeito placebo também pode influenciar
nos resultados do estudo e deve ser considerado na discusséo
dos mesmos (18).

A dosagem de CLA e o tempo de duragéo dos estudos em
modelos animais € humanos sdo muito variados. Dosagens de
CLA utilizadas em estudos animais excedem extremamente
as dosagens usadas em estudos com humanos. Estas varidveis
dificultam comparar os resultados de diferentes estudos, tanto
como extrapolar os resultados para seres humanos.

Estudos n@o sdo suficientemente claros em indicar os
efeitos dos acidos graxos conjugados de origem animal
(ruminantes) ou industrial sobre o risco de doengas corondrias
(73). Desta forma, mais pesquisas s30 necessdrias para que
estes suplementos sejam amplamente consumidos pela
populac@o. Suplementos de CLA podem ser mais efetivos em
combinagdo com dietas de baixo teor lipidico, atividade fisica
e em individuos com sobrepeso, o que contribuiria para a
prevengio de doengas cardiovasculares.

CONCLUSAO

Embora seja evidente que o CLA exerce efeitos benéficos A
satide em animais na melhora do metabolismo plasmético de
lipoproteinas e na prevencdo de aterosclerose, nao hi
informacdes suficientes sobre seus efeitos em humanos, tornando
dificil predizer os efeitos da suplementagio com CLA em longo
prazo. Além disso, os estudos com CLA em humanos s3o dificeis
de interpretar porque utilizam diferentes parametros de medi¢io
e ha variacdo nas dosagens, duracdo da administragdo e
caracteristicas individuais dos objetos de estudo (idade, grau de
obesidade, padrdes de dieta, nivel de atividade fisica). A
suplementacio com isdmeros de CLA pode apresentar beneficios
ou riscos a satide humana, portanto mais estudos controlados,
usando isdmeros de CLA, precisam ser realizados para
determinar sua seguranca e eficdcia, antes de serem
recomendados.
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RESUMEN. Las deficiencias de vitamina B , y folato constituyen
las mayores determinantes nutricionales de hiperhomocisteinemia 'y
esta dltima a su vez, es un factor independiente de riesgo
cardiovascular. En México existe poca informacién respecto al estado
de nutricién de vitamina B, y niveles séricos de folato en los adultos
mayores. Se evalud el estado de nutricién de vitamina B, y niveles
séricos de folato en adultos mayores urbanos no institucionalizados.
Eldisefio del estudio fue transversal con una muestra no probabilistica
de 100 voluntarios =60 afios de ambos sexos. Se determinaron las
concentraciones séricas de vitamina B , y folato, asi como indicadores
bioquimicos y antropométricos. De acuerdo al estado de sérico de
las vitaminas evaluadas, el 30% presentd deficiencia de vitamina
B,,, 52% un estado adecuado y 18% niveles elevados. Ningiin
presenté deficiencia de folato; sin embargo, una alta proporcién (62%)
mostré niveles elevados. Los hombres mostraron niveles
significativamente menores de vitamina B, reflejandose también
en una mayor prevalencia de deficiencia. Se concluye que la
deficienciade vitamina B , fue alta enla muestra estudiada, no siendo
asf para el folato. La deficiencia de vitamina B,, podria ser un
problema de salud piiblica importante en este grupo etario a nivel
nacional debido a causas no dietarias. Se recomienda realizar estudios
representativos sobre el estado de nutricién de vitamina B, y explorar
causas y consecuencias de la deficiencia tanto nutricionales como
las no nutricionales o dietarias. Debido a la naturaleza del estudio y
el tamafio de la muestra los resultados deberan ser vistos con
precauci6én al momento de hacer generalizaciones.
Palabras clave: Folato, deficiencia de vitamina B
adultos mayores.

,»» CObalamina,

INTRODUCCION

La vitamina B, (vit-B ,) y el dcido félico son dos
micronutrimentos importantes para la nutricién humana. La
cianocobalamina o vit-B,, es esencial para la sintesis de
hemoglobina y maduracién de células, particularmente
sanguineas, asi como para mantener un buen estado del
sistema nervioso (1). Por su parte, el acido félico también

La presente investigacién se realiz6 con el apoyo de CONACYT (J37891-
M) y del Centro de Investigacién en Alimentaci6n y Desarrollo, A. C.

SUMMARY. Vitamin B,, and folate in non-institutionalized ur-
ban older people. Vitamin B,, and folate deficiencies are the main
nutritional determinants of hyperhomocysteinemia, which is an in-
dependent risk factor for cardiovascular diseases. There is scarce
information about nutritional status on vitamin B , and serum levels
of folate in Mexican older people. The objective was to evaluate the
nutritional status of vitamin B, and folic acid concentration in non-
institutionalized, urban elderly men and women subjects. One hun-
dred volunteers over 60 years were included in this cross-sectional
study. Serum levels of vitamin B , and folate were measured. In ad-
dition some biochemical and anthropometric indicators were also
evaluated. Considering serum values of vitamin, 30% had vitamin
B,, deficiency, 52% normal status and 18% with high levels. None
subjects had folic acid deficiency, by the contrary, a high proportion
(62%) showed elevated levels in serum. There was an effect of sex
on vitamin B , status. Elderly men showed significantly lower levels
of vitamin B ,, and it was according with significant higher preva-
lence of vitamin B , deficiency in this group as compared with the
women group. The high proportion of vitamin B, deficiency found
in this study underline a possible public health problem and guaran-
tee further survey-studies about vitamin B, status and to explore
causes and consequences of the deficiency. Finally, due the sample
size and the design of the study, the results must be seen with cau-
tion and not try to generalize.

Key words: Folate, vitamin B , deficiency, cobalamin, older people.

participa en la diferenciacién de las células sanguineas y es
un componente de las enzimas necesarias para la formacién
de gl6bulos rojos. Asi mismo, previene defectos de nacimiento
en el cerebro y tubo neural (2).

Recientemente se ha puesto un mayor interés en la vit-B,,
debido a las diversas formas de manifestaciones subclinicas y
ala alta prevalencia de deficiencia entre la poblaci6n geriatrica.
Se ha reportado que bajos niveles de vit-B,, y folato son
factores de riesgo independiente de demencia y parecen estar
implicados en la fisiopatologia del Alzheimer, asi como
factores de riesgo cardiovascular via hiperhomocisteinemia
(3-5). Con respecto a la deficiencia de vit-B,,, en paises
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desarrollados se han reportado prevalencias de alrededor del
30 al 40% en adultos mayores (6). Algunos investigadores han
reportado que la deficiencia es mayor en hombres (7,8). En
México, la prevalencia de esta deficiencia es alrededor de 19-
41% en adultos y en nifios (9) y no se cuenta con la informacién
en el grupo etario de adultos mayores a pesar ser una poblacién
susceptible de riesgo de deficiencia.

Se ha reportado que bajos niveles plasmaticos de vit-B ,
en adultos mayores puede deberse a una baja ingestién (1).
Sin embargo, algunos estudios realizados en paises
desarrollados muestran que la ingestién dietaria excede las
recomendaciones diarias aceptadas (10). No obstante, se
reconoce que a pesar de la suficiente cantidad de vit-B , en la
dieta, puede haber riesgo de deficiencia a causa de problemas
de absorcién a nivel del aparato digestivo (11) asociados a la
edad. Por ejemplo, en el estémago se puede presentar
aclorhidria y algunas patologias como la anemia perniciosa,
las cuales interfieren o agravan la absorcién de vit-B , (8). La
anemia perniciosa es una enfermedad caracterizada por una
atrofia gastrica severa con aclorhidria, ausencia o disminucién
del factor intrinseco y es considerada como una causa clasica
de deficiencia de vitamina B ,. Sin embargo, la prevalencia
reportada para adultos mayores es menor del 1% (12).

Recientemente, la mala absorcién de cobalamina unida a
los alimentos se ha sugerido como una causa importante de
deficiencia (1) y esta puede ser ocasionada tanto por la gastriti
atr6fica como por la no atréfica asociadas a Helicobacter pylori
(13,14). Se piensa que existen otras causas de deficiencia de
vit-B , como sobrecrecimiento bacteriano en intestino delgado
(11), uso de medicamentos (1) y algunas enfermedades (11).
No obstante, estas tltimas tres causas y la anemia perniciosa
no afectan de manera importante el estado de nutricién de vit-
B,

En paises emergentes el consumo de vit-B , puede ser

inadecuado debido a los altos costos de los alimentos
portadores. No siendo asf para el caso de 4cido félico debido
a la fortificacidn, generalmente reglamentada de las harinas y
cereales con la finalidad de incrementar el consumo de esta
vitamina en mujeres embarazadas y prevenir los defectos del
tubo neural al nacimiento (15). En México, desde 1997 se
implement6 el proceso de enriquecimiento de harinas con 4cido
félico y otras vitaminas del complejo B, asi como zinc y hierro.
Lo cual podria reflejarse en niveles adecuados de folato tanto
en suero como en eritrocitos. Actualmente, en México existe
poca informacién respecto al estado de nutricién de la vit-B ,
y folato en el grupo de adultos mayores. Por ello, el objetivo
de este trabajo fue evaluar el estado de nutricién de la vit-B,,
y niveles séricos de folato en un grupo de adultos mayores
urbanos no institucionalizados. De manera secundaria, se
planteé evaluar el efecto del sexo sobre el estado de nutricién
de dichas vitaminas.

METODOS

En estudio transversal no probabilistico se incluyeron 100
adultos mayores de 60 afios saludables, no institucionalizados
y con independencia fisica. Los voluntarios se contactaron
en lugares de reuniones, al visitar hogares, en centros comer-
ciales y por recomendacién de los mismos voluntarios. Du-
rante el primer contacto, se les preguntd su estado de salud,
los sujetos refirieron no tener enfermedad coronaria,
hipertensién, diabetes tipo 2, artritis y pérdida de peso re-
ciente, asf como no utilizar suplementos vitaminicos. Para
comprobar su estado de salud se realizé un examen médico
general, andlisis general de orina, perfil de lipidos y la prueba
oral de tolerancia a la glucosa. Adicionalmente, no consu-
mian medicamentos que interfirieran con el transporte y uti-
lizaci6n de vit-B , y el folato. Tampoco tenian antecedentes
de causas especiales de mal absorcién intestinal y vegetaria-
nismo. Los voluntarios firmaron el formato de consentimien-
to aprobado por el Comité de Etica del Centro de Investiga-
cién en Alimentacién y Desarrollo, A.C. (CIAD, A.C.). El
estudio se realizé en la ciudad de Hermosillo, Sonora, Méxi-
co, durante los meses de Septiembre-Diciembre del 2003 y
Febrero-Mayo del 2004.

A cadasujeto en condiciones de ayuno se le tomé una mues-
tra de sangre de 10 mL para las diferentes determinaciones en-
tre ellas la cuantificacién de vit-B ), folato, hemoglobina y
hematocrito. Las muestras se obtuvieron por puncién venosa
con agujas estériles vacutainer (Becton Dickson de 21G x 38
mm) ayudados por un torniquete y limpiando el drea previa-
mente con una torunda con alcohol. La sangre se deposit6 en
tubos estériles (BD Vacutainer) con y sin anticoagulante y cu-
biertos con papel aluminio. Los tubos se homogenizaron ma-
nualmente durante cinco segundos. Una vez obtenida la mues-
tra de sangre, se centrifugd a 5000 Xg por 10 minutos a 4°C, en
una centrifuga marca IEC Centra GP-8R, en una habitacién con
luz roja para evitar la fot6lisis de las vitaminas durante el proce-
so de separacién del suero del paquete globular. Los
sobrenadantes se colocaron en tubos de vidrio Wheaton de 4
mL de capacidad, se etiquetaron y se refrigeraron a -70 grados
centigrados para su posterior analisis.

La determinaci6n simultinea de vit-B , y 4cido f6lico en
suero se realizé por radioensayo (-Solid Phase No Boil
Dualconunt- Diagnostic products corp. DPC. USA). La
concentracién de ambas vitaminas fue obtenida a partir del
niimero de cuentas por minuto en un contador gamma (Iso-
Data, IL. USA), calculdndola a partir de estdndares conocidos.
Se consideraron valores normales entre 150 y 700 pmol/L
(200-950 pg/mL) para vit-B,, y de 3 a 17 ng/mL (7-39 nmol/
L) para 4cido félico (valores recomendados por el fabricante).
Los valores inferiores y superiores a los valores normales se
consideraron como deficiencia y exceso, respectivamente.
La hemoglobina en sangre venosa se determiné en ayuno



VITAMINA B, Y FOLATO EN ADULTOS MAYORES URBANOS 137

por el hemoglobinémetro (HemoCue AB, Angelholm,
Suecia). Se consideraron los valores de hemoglobina de >13.8
g/dLy >12.1 g/dL en hombre y en mujeres, respectivamente
como normales.

Con el fin de evaluar el estado general de nutricién de los
voluntarios se midi6 el peso, la talla y se calculé indice de masa
corporal (IMC, kg/m?). El peso se tomé con una balanza
electrénica digital de 0 a 150 + 0.05 kg de capacidad (ADN FV-
150 K, Jap6n) y la talla con un estadiémetro Holtain (Holtain
Limited, Dyfed, Britain). El peso y la talla se midieron de acuerdo
a la técnica de Durnin (16). Para la clasificacién de bajo peso,
normal, sobrepeso y obesidad se consideraron los puntos de corte
para adultos de <185, 18.5-24.9, =25-29.9 y >30 kg/m?,
respectivamente (17). Se utilizaron estos puntos de corte debido
a que no hay en la actualidad un consenso sobre los puntos de
corte de IMC para la poblacién de >60 afios.

El andlisis de los datos se realiz6 mediante el programa
estadistico NCSS 2001. Para evaluar el efecto del sexo sobre
las variables de interés se utiliz6 una prueba t para dos muestras
independientes, para aquellas variables de comportamiento
normal y la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para las
variables no distribuidas normalmente. Los valores se reportan
como media + desviacién estdndar y como medianas (95%
intervalo de confianza), respectivamente. Para analizar las
diferencias en proporciones de la deficienciade vitaminaB,,
por sexo se utiliz6 una prueba de ji cuadrada (x?). La
significancia estadistica se consideré a una p<0.05

RESULTADOS

Se presentan resultados de 100 sujetos independientes mayores
de 60 afios del Noroeste de México. La edad y las
caracteristicas antropométricas, asi como los valores
promedios de vitaminas séricas se presentan en la Tabla 1.
Considerando los valores de IMC se encontré que un
voluntario presenté bajo peso (IMC <18.5), 28 estuvieron
dentro del rango normal (IMC entre 18.5-24.9), 50 presentaron
sobrepeso (IMC =25-29.9) y 21 obesidad JMC>30). El valor
promedio de hemoglobina se encontré dentro del rango
normal, sin embargo a nivel individual S hombres y una mujer
presentaron una hemoglobina por debajo de los puntos de
corte. Con respecto a los niveles séricos de la vit-B ,, 30%
present§ valores considerados como deficiencia, 52% present
un estado adecuado y 18% niveles elevados. Los adultos
mayores con deficiencia de vit-B , tenfan un IMC en el rango
de 24-35.7 kg/m?. La prevalencia de deficiencia de vit-B , fue
significativamente mayor en hombres (p<0.05) (Figura 1). Para
el folato, el 38% presenté valores normales y 62% present6
valores considerados como exceso. Al comparar las medianas
de la vit-B , entre los sujetos se encontr6 un efecto del sexo
(Tabla 1), los hombres presentaron niveles significativamente
menores que las mujeres, no siendo asi para el folato. Este
mismo comportamiento se observé para los sujetos en el rango
normal de vitamina B , (Tabla 2).

TABLA 1
Edad, pardmetros antropométricos y bioquimicos de adultos mayores {
Sexo
Mujeres Hombres Total
n=50 n=50 n=100
Edad, afios 68.1 £6.0 67.3+5.6 67.7+£5.8
Peso, kg 65.6+12.2 77.8 £ 12.3* 71.4+13.8
Talla, cm 155.1+5.6 169.5 + 6.7* 1623 +9.4
IMC, kg/m? 269+ 4.6 26.9+3.1 26939
Hemoglobina (g/dL) 13.7+1.2 14.6 £ 1.3* 142+1.3
Vitamina B ,, pmol/L ¥  292.1 (217.8, 377.4) 169.8 (1404, 207.1)* 217.8 (180.3, 250.7)

Folato sérico, ng/mL % 20.0 (15.0,27.2)

19.5 (17.8,23.5)

19.8 (17.3, 22.5)

+Media + Desviacién estandar. $Mediana y rangos para variables de comportamiento no normal. IMC= Indice de

masa corporal. *p<0.05.
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TABLA 2
Valores séricos de vitamina B,, y folato en adultos mayores (n=100)
Mujeres Hombres Total
mediana (ICI, ICS) mediana (ICI, ICS) mediana (ICI, ICS)
Vitamina B,
Deficiente (<150 pmol/L) 123.0 (78.8, 142.3) 117.1 (96.3, 133.0) 117.1 (97.8, 132.9)
Normal (150-700 pmol/L) 270.0 (217.8, 331.6) 216.7 (171.5, 250.7)* 235.1 (205.0, 256.9)
Elevado (> 700 pmol/L) 8.0x10% (1.4x10% 6.5x10%  9.8x10° (7.7x10?, 2.1x10°) 8.0x10° (2.0x10%, 65.x10%)
Folato
Deficiente (< 3 ng/mL)  — _ —_
Normal (3-17 ng/mL) 12.6 (9.5, 13.8) 13.5 (10.1, 14.7) 12.8 (11.5, 13.8)
Elevado (> 17 ng/mL) 30.1 (22.5,37.7) 25.1(20.2, 30.6) 28.4 (22.8, 32.2)
Los resultados se presentan como medianas (intervalo de confianza inferior, intervalo de confianza superior). *Diferencia
significativa por sexo (p<0.05) utilizando una prueba no paramétrica para muestras independientes (Mann-Whitney).ICI,
ICS = intervalos de confianza inferior y superior respectivamente.
FIGURA 1 (18%) presenté niveles elevados (rango 950 a 230,893.03
Estado de nutrici6n de vitamina B, en hombres y mujeres. pmol/L) de esta vitamina. Con respecto al exceso, los
*p<0.05 voluntarios no presentaron evidencias clinicas de alguna
enfermedad hepética o mieloproliferativa o errores inherentes
a0 - 8 a la determinacién sérica que pudieran asociarse con valores
elevados. Por ello, es de suponerse que las altas
25 # concentraciones pudieran ser debidas a la administraci6n de
" 20" hidroxicobalamina, debido a que con la ingestién dietaria, no
e 207 se -alcanzan los niveles farmacolégicos encontrados. Con
E 15 49 W Mujeres respecto a la administracién de hidroxicobalamina, es
z 10 0 Hombres importante mencionar que durante la entrevista y el examen
@ 10 1 8 médico, se les pregunt6 si habian tomado vit-B , o inyectado
g - hidroxicobalamina y los voluntarios dijeron que no. Al
observar los resultado, los voluntarios y familiares se
0 - Y " contactaron nuevamente para preguntarles al respecto y
Deficiente Nermal Exceso recordaron que efectivamente si se habian inyectado o tomado
algin multivitaminico meses previos al estudio. Se ha
reportado que los niveles elevados de esta vitamina se han
DISCUSION asociado con mayor mortalidad en adultos mayores (23,24).

En este estudio se encontré que el 30% de los adultos
mayores presentaron deficiencia de vit-B,, al utilizar el punto
de corte de <150 pmoV/L para su diagndstico y el cual ha sido
propuesto por algunos investigadores (18-20). Es importante
sefialar que en este trabajo se planted evaluar el estado de
nutricién de vit-B , en una muestra pequefia, no representativa,
por lo que los resultados deberén ser vistos con precaucion al
momento de hacer generalizaciones. Sin embargo, la alta
proporcién de deficiencia encontrada, es similar a la
prevalencia reportada en estudios nacionales de otros paises
(6,21,22).

Estos resultados sefialan que en México la deficiencia de
vit-B , puede ser un problema de salud piblica importante en
los adultos mayores. No obstante, una proporcién considerable

Los voluntarios incluidos en el estudio tenian un estado
de nutricién por IMC de normal a obesidad, no siendo asi
para el caso del estado de los micronutrimentos. Por un lado,
30 voluntarios presentaron deficiencia y 18 tenfan exceso de
vit-BlZ en suero,. lo cual podria sefialar una mala nutricién
asociada a otras causas no dietarias como la mala absorcién
de cobalamina unida a los alimentos y el uso o abuso de
suplementos nutricionales. Independientemente de las causas,
una de las implicaciones en materia de nutricién y salud de
encontrar deficiencia de vit-B , es el posible riesgo
cardiovascular via hiperhomocisteinemia. Se reconoce que
esta tiltima es un factor independiente de riesgo cardiovascular
(25). Asi mismo, el estudio Framingham encontré que mds
de dos tercios de los casos con niveles elevados de
homocisteina se asociaron con un estado inadecuado de vit-
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B, (26). Considerando a quienes presentaron deficiencia, un
30% podriaestar en riesgo de presentar hiperhomocisteinemia
y por consiguiente, riesgo de enfermedad cardiovascular. Asi
mismo estos adultos podrian estar en riesgo de desarrollar
anemia megaloblistica debido a Ia falta de vit-B,. En un
estudio con adultos mayores de Buenos Aires Argentina se
encontrd hiperhomocisteinemia en un 69.8%, as{ como
deficiencia de B , y folato sérico (27).

Otra implicacién es que el consumo de alimentos
fortificados con vit-B ,, no pudieran impactar favorablemente
a los sujetos con deficiencia de esta vitamina debido los
problemas de mala absorcién que se acentdan con el
envejecimiento. Se reconoce que la mala absorcién de vit-B,,
unida a los alimentos es una de las principales causas de
deficiencia. Este sindrome se caracteriza por la inhabilidad
para liberar la vit-B , de las proteinas dietarias y mientras que
la absorcién de vit-B,, libre, permanece normal (28).

Con relaci6n al efecto del sexo sobre las concentraciones
y prevalencia de deficiencia de vit-B,, se reconoce que las
mujeres son mds susceptibles de presentar deficiencia debido
a la anemia perniciosa por la falta del factor intrinseco, no
obstante los hombres de este estudio presentaron valores
significativamente menores que las mujeres. Estos resultados
son similares a los reportados por Carmel y colaboradores
(29). Lo anterior sugiere que la deficiencia en hombres podria
estar relacionada con otras causas de deficiencia de vit-B ,
(29) como podria ser una ingesti6n insuficiente o por infeccién
de Helicobacter pylori. Se reconoce que esta tltima es mas
frecuente en hombres que en mujeres.

Se ha reportado que del 20% al 50% de adultos mayores
tiene gastritis crénica atréfica asociada a Helicobacter pylori
(30). Dadas las limitaciones metodolSgicas en el disefio del
estudio y la alta proporcién de adultos mayores con deficiencia
de vit-B,,, se podrfa suponer que la alta prevalencia de esta
deficiencia pudiera deberse a una malabsorcién de cobalamina
unida a los alimentos, en donde la gastritis crénica asociada a
H. pylori podria ser una contribuyente importante. La
caracteristica principal de esta enfermedad es la reduccién de
la secrecién de 4cido clorhidrico y pepsinégeno.

En relacién al folato no se encontré ningin adulto mayor
con deficiencia, por el contrario una proporcién importante
(62%) present6 niveles elevados, lo que seiiala que
posiblemente la concentracién elevada de folato en plasma se
deba a cambios recientes en el consumo de alimentos
fortificados con 4cido félico o por el consumo de suplementos
vitaminicos. En México, la Secretaria de Salud inicié un
programa para promover la adicién de nutrimentos a las
harinas de trigo y mafz (alimentos de mayor consumo a nivel
nacional) que se procesan industrialmente. Se recomend6 la
adicién de 2 mg/kg y 0.5 mg/kg de dcido f6lico para las harinas
de trigo y maiz, respectivamente (31). En Estados Unidos se
ha demostrado una mejora en los niveles séricos de folato

después de la politica de fortificacién de granos y cereales
(32). Es importante puntualizar que para deficiencia de folato
se debe de utilizar los niveles eritrocitarios, los cuales indican
las reservas corporales. No obstante, al haber una mejora en
los niveles de folato también existe una mejora en los niveles
eritrocitarios (29). Considerando esto ultimo y los valores
séricos de folato encontrados suponemos los voluntarios
realmente no presentaban deficiencia de folato.

CONCLUSIONES

La proporci6én de adultos mayores con deficiencia de vit-
B, fue altaen ambos sexos. No siendo asi para el dcido f6lico.
Los hombres presentaron niveles séricos méas bajos que las
mujeres. Considerando los efectos reportados de la deficiencia
de vit-B , y la alta proporcién encontrada en este trabajo, se
sugiere realizar més estudios dirigidos a evaluar el estado de
nutricién de vit-B , e investigar las causas de la deficiencia
tanto nutricionales como no nutricionales o dietarias. De
manera adicional, seria importante investigar los riesgos
asociados con la deficiencia en la poblacién creciente de la
tercera edad de México y otros paises de América Latina. Con
respecto al folato, una alta proporcién presentd niveles elevado
de esta vitamina en suero, por lo que se recomienda explorar
el estado de nutricién del 4cido félico a través de la evaluacién
de niveles eritrocitarios y séricos, asi como evaluar el impacto
de la fortificacién de harinas y cereales en México.
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Indice de Masa Corporal al comienzo del embarazo en un grupo
de gestantes venezolanas de bajo estrato socioeconémico
y su relaciéon con la antropometria de sus recién nacidos

Armando Sdnchez Jaeger, Sara Irene Del Real Vargas, Liseti Solano Rodriguez, Evelyn Peiia Perdomo y Maria Adela Barén

Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad de Carabobo. Valencia, Venezuela

RESUMEN. Paraevaluar la relacién entre el indice de masa corporal
(IMC) materno al comienzo del embarazo y la antropometria del
recién nacido (RN), se estudiaron 105 binomios (madre-recién
nacidos) en una Maternidad piblica de Valencia, Venezuela (1998-
2002). Se registré el peso y talla en mujeres adultas que acudieron al
primer control prenatal entre las semanas 10 y 15 de gestacion y su
IMC se caracterizé a través de la referencia de Atalah (Bajo peso,
Normalidad y Sobrepeso). Sus hijos (RN a término) fueron evaluados
calculando su edad gestacional por el método de Capurro y se registr6
supeso, talla y circunferencia ceflica, con caracterizacién nutricional
a través de una referencia venezolana. Se consideré6 RN “pequeiio
para edad gestacional” (PEG) aquel con peso al nacer £ percentil 10
y “grande para edad gestacional” (GEG) aquel con peso * percentil
90. Para las comparaciones de grupo se utilizé el andlisis de varianza
de un factor (ANOVA) y la prueba Post Hoc de Tukey. Se observé
un 41,9% de madres en “Bajo peso” y un 13,4% de RNPEG. Hubo
diferencias significativas (p<0,05) al comparar los valores de pesoy
de talla del RN segtin IMC materno “Bajo peso” con “Normalidad”
y “Sobrepeso”. Se evidenci6 una elevada prevalencia de déficit
nutricional materno desde el inicio del embarazo, asi como una
relacién entre el IMC materno y la antropometria de sus recién
nacidos. '
Palabras clave: Indice de masa corporal materno, antropometria
neonatal.

INTRODUCCION

La antropometria materna tomada antes y durante la
gestacién tiene una estrecha relacién con el crecimiento fetal
y el peso del recién nacido (1,2). De los indicadores
antropométricos maternos que han mostrado asociacién
positiva con el peso al nacer, tenemos el peso pregestacional,
la estatura, la ganancia de peso, la circunferencia media del
brazo, los cambios en los pliegues subcutdneos y el indice de
masa corporal (IMC) (3,4). El IMC (peso/talla®), ha sido
recomendado por la OMS como un indicador bisico para
evaluar el estado nutricional durante la gestacién (5). A pesar
de estar influenciado por factores étnicos y genéticos, es un
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SUMMARY. Body Mass Index in a group of Venezuelan preg-
nant women and its relationship with the newborns’ anthropome-
try. To assess the relationship between maternal body mass index
(BMI) at early gestation and the newborns’ anthropometry, 105
mother-infant dyads from a public Maternity Hospital in Valencia
Venezuela, were studied during 1998-2000. Weight and height of
adult women between 10 and 15 weeks of gestation were used to
calculate BMI according to Atalah’s reference (Low weight, Nor-
mal, Over weight). Term newborns were assessed using gestational
age calculated according to the Capurro method. Their weight, height,
and head circumference were recorded, and were characterized us-
ing a Venezuelan reference. Newborns whose birth weight (BW) was
£ 10th percentile were considered “small for gestational age” (SGA),
and those with BW 3 90th percentile as “large for gestational age”
(LGA). One-way ANOVA and Tukey’s Post Hoc test were used for
group comparisons. There were 41.9% of “low weight” mothers,
and 13.4% of SGA newborns. There were differences in the new-
borns’ weight and height according to “Low weight” maternal BMI
with “Normal” and “Over weight” maternal BMI (p<0.05). A high
prevalence of nutritional deficit was observed from the beginning of
the gestational period, as well as a relationship between maternal
BMI and the newborn’s anthropometry.

Key words: Maternal body mass index, anthropometry of newborn

adecuado marcador de la adiposidad y del balance de energfa
durante e] embarazo.

La relacién entre el IMC durante el embarazo y la
antropometria del recién nacido ha sido evaluada en diversas
poblaciones latinoamericanas (6-9). Se ha reportado que esta
asociacién podria estar mediada por la disponibilidad materna
de energia y nutrientes, asi como por el peso y volumen
placentario (10).

El peso al nacer se ha descrito como un importante
indicador de salud fetal y estd fuertemente asociado a la
supervivencia en la época neonatal. Las alteraciones
nutricionales en el recién nacido se han asociado a incrementos
en la morbimortalidad perinatal, a un lento potencial de
crecimiento y a enfermedades crénicas no transmisibles en la
adultez, lo cual representa desventajas para su salud y
productividad futura (11,12). En Venezuela, a pesar de la
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creciente tendencia en las alteraciones nutricionales del recién
nacido (13), existe poca informacién que describa el efecto
del estado nutricional materno sobre el peso y la talla al nacer,
de alli que el objetivo principal del presente estudio fue realizar
la evaluacién antropométrica del binomio madre-recién nacido
y estimar la relaci6n entre el IMC al inicio del embarazo en un
grupo de gestantes adultas venezolanas en pobreza y la
antropometria de sus recién nacidos.

METODOLOGIA

El disefio de la investigacién fue observacional,
prospectivo, tipo cohorte. La poblacién estuvo conformada
por todas las gestantes que asistieron a su primer control
prenatal entre la semana 10 y 15 de gestacién en la Maternidad
piblica “Dr. Armando Arcay” de la ciudad de Valencia,
Venezuela (1998-2002). En dicha Maternidad se ofrece
atencién desde el inicio del embarazo a todas las gestantes
con o sin riesgo, quienes pertenecen en su mayoria a estratos
empobrecidos de la ciudad de Valencia.

La muestra estuvo formada por todas aquellas madres que
iniciaron tempranamente su control prenatal y que aceptaron
formar parte del estudio “Evaluacién nutricional integral de la
gestante y su recién nacido”, llevado a cabo por el Centro de
Investigaciones en Nutricién de la Universidad de Carabobo y
que cumplieran con los siguientes criterios de inclusion:
embarazo simple, ausencia de cifras elevadas de tension
arterial, diabetes, enfermedad renal o cualquier causa que las
caracterizara como de alto riesgo. Adicionalmente todas debian
tener su evaluacién nutricional longitudinal hasta el postparto.
En relaci6n a los recién nacidos se incluyeron en la muestra
aquellos entre 38 y 42 semanas de gestacién, evaluados en las
primeras 24 horas del nacimiento, ubicados en el retén
fisiolégico o en el cuarto de la madre y quienes no presentaron
complicaciones, edemas ni céfalo-hematomas.

La evaluacién nutricional en el primer trimestre fue
realizada en 540 gestantes: 325 adultas (=19 afios) y 215
adolescentes. Para el presente estudio se excluyeron las madres
adolescentes. Acudieron a la evaluacién nutricional del segundo
trimestre 168 gestantes adultas (51% de la muestra inicial).
En el tercer trimestre se evaluaron 144 gestantes y 138 llegaron
al postparto. Finalmente, 105 binomios madre-recién nacidos
cumplieron con todos los criterios de seleccién,
constituyéndose en la muestra final de este estudio.

Evaluacién materna

La toma de las variables antropométricas fue realizada por
personal entrenado y estandarizado. El peso materno se tomé
en una balanza de pie marca “Health o Meter” con la gestante
descalza y con bata ligera. La balanza se calibré previa pesada
y se registr6 el peso en kilogramos. La toma de la estatura se
realizé mediante el uso de una cinta métrica adosada a la pared,

mediante la técnica de la plomada (14). La gestante se midi6
sin zapatos, con los talones juntos, gliteos y espalda pegados
ala pared y con la cabeza en el plano de Frankfort. Se colocé
sobre la cabeza una escuadra de madera, colocando uno de
los catetos contra la pared y el otro en contacto con la cabeza.
La estatura se registré en centimetros.

La caracterizacién nutricional materna se realizé a través
del IMC utilizando la referencia de Atalah, la cual contempla
valores desde la semana 10 de gestacién (15). Se consideraron
tres grupos: gestantes en “Bajo peso”, en “Normalidad” y en
“Sobrepeso”. Para la evaluacién socioeconémica se utilizé el
método Graffar-Méndez Castellano, modificado para
Venezuela (16).

Evaluacién del recién nacido

Para el célculo de la edad gestacional se utiliz6 el método
clinico neurolégico de Capurro (17), realizado por personal
entrenado y estandarizado.

Se determiné el peso con el nifio desnudo en una balanza
pedidtrica calibrada marca Detecto, registrando su valor en
gramos. La estatura al nacer se midi6é en posicién dectbito
supino, utilizando un infantémetro, registrindose la medida
en centimetros. La circunferencia cefalica se midi6 utilizando
una cinta métrica que se pasé de izquierda a derecha en el
punto méximo de fa cabeza, por arriba def arco supraciliar y
por detrds al nivel de la protuberancia occipital externa,
registrando su valor en centimetros.

Con los datos de las variables antropométricas se
construyeron los siguientes indicadores: Peso para edad
gestacional, Talla para edad gestacional, Circunferencia
cefélica para edad gestacional e Indice ponderal (peso/talla®
x 100). Utilizando el indicador Peso para edad gestacional,
se considerd “pequefio para edad gestacional” (PEG) a todo
aquel recién nacido con un peso igual o menor al percentil
10, “adecuado para edad gestacional” (AEG) a aquellos con
un peso mayor al percentil 10 y menor al percentil 90 y “grande
para edad gestacional” (GEG) a todo recién nacido con un
peso igual o mayor al percentil 90. Para las variables
antropométricas del recién nacido, se utilizaron los valores
de referencia de Henriquez, que incluyen distribuciones
percentilares para peso, talla, circunferencia cefélica, del brazo
e indice ponderal en recién nacidos venezolanos segin
semanas de gestacién y género (18).

Anilisis de la informacién

El anilisis de los datos se realizé usando el paquete
estadistico SPSS para Windows, versién 11. Se revisaron los
supuestos de normalidad y homocedasticidad. Se calcularon
estadisticos descriptivos basicos; media, desviacién estdndar,
frecuencias absolutas y relativas.

Para las comparaciones de la antropometria del recién
nacido segtin el IMC al comienzo de la gestacién se utilizé el
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analisis de varianza de un factor (ANOVA) y la prueba Post
Hoc de Tukey ( p<0,05).

RESULTADOS

Un 33,3% (n=35) de madres eran solteras y sin soporte de
pareja. Solo €l 66,7% (n=70) terminé la educacién basica. Un
82,9% de los binomios (n=87) se encontraba en pobreza
relativa (Estrato IV) y 17,1% (n=18) en pobreza critica o estrato
social V.

En la Tabla 1, se presentan los estadisticos descriptivos de
las variables maternas: semana de gestaci6én, edad, peso,
estatura e IMC del primer control prenatal. La caracterizacién
nutricional materna segin el IMC report6 un 41,9% (n=44)
de madres en “Bajo peso”, un 43,8% (n=46) en “Normalidad”
y un 14,3% (n=15) en “Sobrepeso” (Tabla 2).

TABLA3
Edad gestacional y variables antropométricas
en los recién nacidos

Variable antropométrica Media D.E Min - Max
Edad gestacional (semanas) 39,2 0,9 38,0-42,0
Peso al nacer (g) 2958,6 358,6 1700,0-3900,0
Talla al nacer (cm) 48,9 1,8 44,3-54,0
Circunferencia Cefilica (cm) 33,5 1,1 30,5-35,8
indice Ponderal

(Pesoftalla® x100) 2,4 0,2 1,9-3,1

A mayor IMC materno, mayor fue el peso y la talla de los
recién nacidos. Las diferencias significativas para ambas va-
riables al nacer segilin el IMC materno se presentaron entre
las madres en “Bajo peso” con el grupo en “Normalidad” y
en “Sobrepeso” (p<0,05) (Tabla 4). La circunferencia cefélica

TABLA 1 oscilé desde 33,4 cm. en los hijos de madres “Bajo peso”,
Semana de gestacion, edad y variables antropométricas hasta 34,1 cm. en los hijos de madres “Sobrepeso”, sin dife-
maternas rencias significativas entre los grupos.
Variables maternas Media D.E. Min - Max TABLA 4
Semana de gestacién 2.1 12 10,0-15.0 Peso (g) y Tall? (cm) de los recién nacidos
Edad (afios) 223 55 19,0400 segin IMC materno
Peso (kg) 55,1 10,0 37,5-92,7 -
Talla (cm) 1580 56  1450-1750 Media D.E.
Indice de Masa Corporal (kg/m?) 22,0 3,5 16,6-34,5
Peso al nacer (*)
IMC (Bajo peso)” 2828,9 280,8
IMC (Normalidad)® 3007,4 3884
o TABLA2 IMC (Sobrepeso)"® 3189,7 332,0
Caracterizacioén del IMC materno al inicio de la gestacién Talla al nacer (*%)
~IMC (Bajo peso)* 48,0 1,2
IMC materno IMC (Normalidad)® 49,5 2,1
(n- %) Media D.E. Min-Max IMC (Sobrepeso)® 50,1 1,2
Bajo peso ANOVA: * p=0,001; ** p=0,000
(44 -41,9) 18,9 1,0 16,6-20,3 a,b,c: Superindices diferentes indican diferencias significativas
Normalidad (Tukey < 0,05)
(46 - 43,8) 22,8 1,3 20,4-25,4
Sobrepeso DISCUSION
(15-14,3) 28,7 2,2 25,8-34,5

La informacién del recién nacido: edad gestacional, peso,
estatura, circunferencia cefélica e indice ponderal se presenta
en la Tabla 3. Los recién nacidos varones presentaron valores
antropométricos mds altos que las nifias, con diferencias sig-
nificativas en la circunferencia cefélica. Con relacién a la ca-
racterizacién nutricional segiin el indicador peso para edad
gestaciona], se encontré un 84,8% de RNAEG, un 1,9% clasi-
fic6 como GEG y el 13,4% restante como PEG.

La utilidad de la antropometria para predecir resultados
en el embarazo estd ampliamente aceptada. Su sencillez,
viabilidad y aplicabilidad desde el nivel primario de atenci6n
en salud, le permite continuar siendo uno de los métodos mas
utilizados en la evaluacién del estado nutricional tanto en la
madre como en el recién nacido (19). El peso pregestacional
o el tomado al inicio de la gestacién, es el primer elemento a
incluir en la evaluacion nutricional y es de utilidad para realizar
las recomendaciones dietéticas, asi como para iniciar
intervenciones nutricionales desde etapas tempranas. Cuando
éste se relaciona con la estatura, a través del indice de masa
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corporal, proporciona informacién sobre el nivel de reservas
energéticas y sobre los componentes de la masa corporal total.
Asimismo se ha descrito que el IMC tiene una alta correlacién
con la grasa corporal y parece estar muy relacionado con los
niveles de consumo de alimentos (20,21). .

E1IMC del presente estudio (22 kg/m?), al ser comparado
con datos latinoamericanos se ubicé por debajo del reportado
en Argentina por Bolzdn (23,9 kg/m?), en 1908 gestantes
adultas evaluadas en el Municipio La Costa (22) y del reportado
por Grandi (24,4 kg/m?) en 9613 gestantes del Hospital
Materno Infantil Ramén Sardd de Buenos Aires (8).
Igualmente fue menor al reportado por Lagos en 9735
gestantes chilenas evaluadas al inicio de la gestacién en la
Maternidad del Hospital de la ciudad de Temuco (25,2 kg/m?)
(9). Esta situacién podria atribuirse a la variabilidad biol6gica
existente entre las distintas poblaciones, por ejemplo, en Chile
(9) el valor promedio del IMC al inicio de la gestacién fue
muy cercano al punto de corte que caracteriza al sobrepeso y
es una expresion de la acelerada transicion epidemioldgica
reportada en dicha poblacién (23).

El “Bajo peso” materno en el presente estudio (41,9%)
fue mayor al reportado en Caracas por Rached (16,6%), en
314 gestantes adultas, en pobreza relativa (Estrato social IV),
evaluadas al inicio de la gestacién entre 1998 y el afio 2002
(24). Esto podria deberse a las condiciones socioeconémicas
de ambas muestras: el presente estudio estuvo conformado
por madres tanto en pobreza relativa (Estrato social IV) como
en pobreza critica (Estrato social V), unido a un bajo nivel de
escolaridad. El grupo evaluado por Rached, se encontraba en
su totalidad en pobreza relativa (Estrato social IV), lo que
traduce un nivel de privacién menor al del grupo evaluado en
el presente estudio.

El porcentaje de madres en “Bajo peso”, también fue mayor
al encontrado en Argentina por Bolz4n (25%), en las gestantes
del Municipio La Costa, donde se utiliz6 como punto de corte
< -1 desviacién estindar para la caracterizacién del IMC (22)
y mayor al reportado en Buenos Aires por Grandi (9,68%), en
9613 gestantes en quienes se utilizé al Instituto de Medicina
como referencia para el IMC preconcepcional (8). Para la
clasificacién nutricional a través del IMC, se han publicado
diversos valores de referencia. La referencia de Frisancho
aplica criterios de clasificacién determinados en percentiles
segiin grupos de edad, mientras que el Instituto de Medicina
de los Estados Unidos, la FAO/OMS y lareferencia de Atalah
recomiendan valores puntuales para dicho indicador,
demostrando de esta manera la influencia que pudieran tener
los criterios de clasificacién y sus puntos de corte en el
diagnéstico nutricional antropométrico (24).

En relaci6n a las variables del recién nacido, el peso al
nacer en el presente estudio (2958g) se ubicé alrededor del
percentil 50 de la referencia venezolana utilizada para su
clasificacion (18) pero resulté menor a lo referido en Argentina

por Bolzan (3283g) (22) y Grandi (3375g) (8) y al reportado
por Lagos ‘en recién nacidos chilenos (3560g) (9). La talla al
nacer del presente estudio (48,9cm) se ubicé igualmente dentro
del valor de referencia utilizado para su clasificacién (18) y
por debajo de lo reportado por Bolzén (50,4cm) en los recién
nacidos del Municipio La Costa de Argentina (22).

El porcentaje de recién nacidos PEG (13,4%) fue mayor
al encontrado en Argentina por Grandi (6,3%) (8) y por Bolzéan
(10,6%) (22), en quienes también se utilizaron referencias
locales en su clasificacién. Esta situacién podria atribuirse
tanto a las caracteristicas biolégicas de la poblacién de:
neonatos como al efecto de la antropometria materna sobre el
producto. En las gestantes argentinas y chilenas, el peso
materno al inicio de la gestacidn, asi como su IMC presentaron
valores més altos que los reportados en el presente estudio.

Al relacionar a las variables antropométricas del recién
nacido y los diferentes grupos maternos caracterizados segiin
el indice de masa corporal, se observé que a mayor IMC,
mayor era el peso y la estatura del recién nacido. Esto
concuerda con los trabajos realizados en la zona sur del
continente, en Argentina se presentaron diferencias en el peso,
talla y la circunferencia cefélica al nacer segiin la distribucién
del IMC materno entre las semanas 32 y 40 de gestaci6n (22)
y en Chile se encontré una correlacién positiva entre el IMC
materno durante el primer trimestre de gestacién y el peso
promedio de nacimiento (9). Biolégicamente el IMC ha sido
considerado como una expresién del crecimiento del producto
y de los ajustes fisiolégicos que experimenta la madre tales
como la expansion del volumen sanguineo, la acumulacién
de tejido graso y la presién diastélica materna (25).

Entre los mecanismos de asociacién para un bajo IMC
materno y las alteraciones nutricionales en el recién nacido
se han descrito en primer lugar la escasa disponibilidad de
energia materna. En ausencia del sustrato necesario para el
adecuado crecimiento fetal, ocurre una limitacién en la
transferencia de nutrientes de la circulacién materna a la fetal.
Igualmente se han descrito asociaciones entre las alteraciones
en las concentraciones séricas de leptina y bajos niveles en el
IMC materno (26,27). Otros mecanismos implicados
consideran que la desnutricién materna estaria asociada
significativamente con una disminucién tanto en el peso como
en el volumen de la placenta, la cual tiene un rol fundamental
en la transferencia de nutrientes y oxigeno al feto (28).

El presente estudio pone de manifiesto la elevada preva-
lencia de malnutricién por déficit al inicio de la gestacién en
un grupo de madres en pobreza de la region central de Vene-
zuela, asf como la presencia de-relacion entre el peso y talla
al nacer con el IMC materno. Esto ratifica la importancia en
el uso del IMC al inicio de la gestacién, con el fin de identifi-
car precozmente algiin tipo de riesgo materno modificable y
lograr la adecuada prevencién de alteraciones nutricionales
en el recién nacido.



10.

11

12.

13.

INDICE DE MASA CORPORAL AL COMIENZO DEL EMBARAZO

REFERENCIAS

Ehrenberg H, Dierker L, Milluzzi C, Mercer B. Low maternal
weight, failure to thrive in pregnancy and adverse pregnancy
outcomes. Am J Obstet Gynecol 2003;189 (6):1726-30.
Cedergren M. Maternal morbid obesity and the risk of adverse
pregnancy outcome. Obstet Gynecol 2004;103(2):219-24.
Shapiro C, Sufija V, Bush J. Effect of maternal weight gain on
infant birth weight. J Perinat Med 2000;28(6):428-31.
Guihard-Costa A, Paapiernik E, Kolb S. Maternal predictor of
subcutaneous fat in the term newborn. Acta Paediatr
2004;93(3):346-9.

World Health Organization (WHO). Physical Status: The Use
and Interpretation of Anthropometry. WHO Technical Report
Series 854. Geneva. WHO. 1995. '

Neel N, Alvarez J. Factores de riesgo de malnutricién fetal en
un grupo de madres y neonatos guatemaltecos. Bol Oficina
Sanit Panam 1991;25(2):152-164.

Bolzan A, Guimarey L, Norry M. Height, weight and body
mass index differences between adolescent and adult mothers
during pregnancy and fetal growth. Acta Med Auxoi 1999;31:9-
13.

Grandi C. Relacién entre 1a antropometria materna y 1a ganancia
de peso gestacional con el peso de nacimiento, y riesgos de
peso bajo al nacer, pequefio para la edad gestacional y
prematurez en una poblacién urbana de Buenos Aires. Arch
Latinoamer Nutr 2003;53(4):369-375.

Lagos R, Espinoza R, Orellana J. Estado nutritivo materno
inicial y peso promedio de sus recién nacidos a término. Rev
Chil Nutr 2003;31(1): 52-57.

Kinare A, Natekar A, Chinchwadkar M, Yajnik C, Coyaji K,
Fall C, Howe D. Low midpregnancy placental volume in rural
Indian women: A cause for low birth weight. Am J Obstet
Gynecol 2000;182(2):443-8.

Gonzalez-Barranco J, Rios-Torres J. Early malnutrition and
metabolic abnormalities later in life. Nutr Rev 2004;62:S134-
140.

Huxley R, Owen C, Whincup P, Cook D. Birth weight and
subsequent cholesterol levels: exploration of the “fetal origins”
hypothesis. JAMA 2004;292(22):275-65.

Instituto Nacional de Nutricién (I.N.N.). Boletin Informativo.
Sistema de Vigilancia Alimentaria y Nutricional (SISVAN),
Caracas; 2001-2002.

Hernandez R. Manual de Antropometria Nutricional. Técnicas-
Instrumentos. Laboratorio de Evaluacién Nutricional.
Universidad Simén Bolivar, Caracas 1997.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

145

Atalah E, Castillo C, Castro R. Propuesta de un nuevo estandar
de evaluacion nutricional en embarazadas. Rev Med Chil
1997;125:1429-36.

Méndez Castellano H, de Méndez M. Sociedad y Estratificacién.

Método Graffar-Méndez Castellano; 1994.

Capurro H, Konicherk S, Fonseca S. A simplified method for
diagnosis of gestacional age in the newborn infant. J Pediatr
1978;93(1):120-122.

Henriquez G. Evaluacién nutricional del recién nacido. En:
Henrfquez Pérez, Landaeta-Jiménez M, Dini Golding E,
editores. Nutricién en Pediatria. Centro de Atencién Nutricional
Infantil Antimano. Caracas: CANIA; 1999. p. 63-73.
Krasovec K, Anderson M. Background Issues. In: Krasovec K
and Anderson M editors. Maternal Nutrition and Pregnancy
Outcomes. Anthropometric Assessment. Pan American Health
Organization. Washington, D.C. Scientific Publication N° 529.
1991:161-72.

Adair L. Peso para ]a talla e indice de masa corporal en muje-
res no embarazadas. En: Nutricién materna y productos del
embarazo. Evaluacién antropométrica. OPS y OMS. Washing-
ton, D.C. Publicacién Cientifica 529. 1991:205-16.

F.A.O. Body Mass Index. A measure of cronic energy deficiency
in adults. N° 56.1994:43-50.

Bolzin A, Guimarey L. Relacién entre el indice de masa
corporal durante la gestaciéon en embarazadas adolescentes y
adultas, indicadores de crecimiento fetal y retardo de
crecimiento intrauterino. La Costa, Argentina. Arch Latinoamer
Nutr 2001;51(2):145-150.

Albala C, Vio F, Kain J. Obesity, an undersolved challenge in
Chile. Rev Med Chile 1998;126(8):1001-9.

Rached I, Henriquez G, Azuaje A. Efectividad del indice de
masa corporal en el diagnéstico nutricional de gestantes. Arch
Latinoamer Nutr 2005;55(1);42-46.

Laor A, Stevenson D, Shemer J, Galer R, Seidman D. Size at
birth, maternal nutritional status in pregnancy and blood
preasure at age 17. BMJ 1997;315:449-453

Mantzoros C. Role of leptin in reproduction. Ann N.Y. Acad.
Sci. 2000;900:174-183.

Lepercq J, Guerre-Millo M, Anche J, Auzac M, Hauguel S.
Leptin: a potencial marker of placental insufficiency. Gynecol
Obstet Invest 2003;55(3):151-5.

King J. Physiology of pregnancy and nutrient metabolism. Am
J Clin Nutr 2000;71 (Suppl):121S-25S.

Recibido: 21-11-2005
Aceptado: 05-05-2006



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

Vol. 56 N°2,2006

Efeito de um novo produto fermentado de soja, enriquecido
com isoflavonas e calcio, sobre o tecido dsseo de ratas

Ragquel Bedani, Elizeu Antonio Rossi, José Salvador Lepera, Charles Chenwei Wang, Graciela Font de Valdez

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista. Araraquara, SP, Brasil.
Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saide, Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos, SP, Brasil

RESUMO. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da ingestdo
de um produto a base de soja, fermentado com Enterococcus faecium
e Lactobacillus jugurti, enriquecido com isoflavonas e célcio sobre
0 peso corpdreo e sobre o tecido 9sseo de ratas maduras
ovariectomizadas. Os animais foram divididos em 5 grupos: pseudo-
ovariectomizados, ovariectomizados, ovariectomizados que ingeriram
produto fermentado de soja enriquecido com isoflavonas e célcio,
ovariectomizados que ingeriram produto fermentado de soja
enriquecido com célcio e ovariectomizados que ingeriram produto
ndo fermentado enriquecido com célcio. Tibias e fémures foram
utilizados para andlise do comprimento 6sseo; ensaio mecanico de
flex@o de trés pontos; densidade 6ssea (principio de Arquimedes);
contetido mineral ésseo; contetido de célcio 6sseo e medida das
larguras das trabéculas. A ingestdo do produto fermentado de soja
enriquecido com isoflavonas e célcio apesar de nao ter exercido efeitos
nos parimetros como comprimento, densidade, contetido mineral,
contetido de célcio e carga maxima suportada, foi capaz de evitar o
aumento de peso corpéreo causado pela ovariectomia, além de ter
demonstrado uma tendéncia a proteg3o das trabéculas, prevenindo a
reducfo da largura das mesmas ocasionada pela castrag@o.
Palavras chave: Produto fermentado de soja; isoflavonas; célcio,
tecido ésseo.

INTRODUCAO

A menopausa estd associada ao aumento da incidéncia de
varias doencas crdnicas como a obesidade, doengas
cardiovasculares e osteoporose (1). A prevaléncia dessas
doencas em idosos sdo, principalmente, decorrentes de
alteragdes no metabolismo lipidico e mudangas na composicao
corporal que inclui a diminui¢do de massa éssea (1).

Suplementos de cdlcio sdo prescritos para mulheres na ps-
menopausa com massa 6ssea reduzida e ou histérico de fratura,
em associa¢do a Terapia de Reposi¢do Hormonal (TRH).
Estudos sugerem que o alto consumo de célcio aumenta o
efeito protetor da TRH nos 0ssos (2,3). Embora a TRH diminua
o risco de desenvolver osteoporose, ela aumenta o risco para
os canceres de endométrio, ovario € mama (4). Como forma
de evitar os efeitos adversos decorrentes da administragio de

SUMMARY. Effect of a novel soy fermented product enriched
with isoflavones and calcium on bone tissue of rats. The objective
was to evaluate the effect of soy fermented product intake on the
corporal weight and bone tissue of ovariectomized mature rats. This
product was fermented with Enterococcus faecium and Lactobacil-
lus jugurti and enriched with isoflavones and calcium. The animals
were divided in 5 groups: sham-ovariectomized; ovariectomized,
ovariectomized treated with soy fermented product enriched with
isoflavones and calcium; ovariectomized treated with soy fermented
product enriched with calcium and ovariectomized treated with non-
fermented product enriched only with calcium. In order to evaluate
the effect of the tested product on bone tissue (femur and tibia), the
following parameters were analyzed: length; mechanical assay of
three points; density (Archimedes principle); mineral content; cal-
cium content; measure of the trabecular widths. The corporal weight
of group treated with soy fermented product containing isoflavones
and calcium showed no statistical difference from sham-ovariecto-
mized group and trabecular widths tended to have larger than ova-
riectomized group. However, there was no significant difference to
the other evaluated parameters in result of the diverse treatments.
Thus, soy fermented product enriched with isoflavones and calcium
inhibited the increasing of corporal weight caused by ovariectomy
and revealed a tendency to trabecular protection after castration.
Key words: Soy fermented product; isoflavones; calcium; bone tis-
sue.

estrogénios, os fitoestrégenos em especial, as isoflavonas, tém
sido propostos como alternativa segura para diminuir a perda
de massa §ssea que ocorre com a menopausa. As isoflavonas
sao encontradas principalmente na soja e apresentam estrutura
e fungdo similares ao 17 B-estradiol (5).

Estudos usando roedores ovariectomizados mostram que
as isoflavonas, isoladas ou associadas a proteina de soja,
reduzem a perda de massa 6ssea que ocorre apds a
ovariectomia (6,7). Em humanos, alguns estudos mostram que
as isoflavonas atenuam a perda 6ssea que ocorre durante e
depois da menopausa (8-10). H4 evidéncias epidemiol6gicas
e clinicas apontando para uma relagzo positiva entre o consumo
de isoflavonas ¢ a densidade mineral Gssea.

Diversos estudos mostram que o sistema imune possui um
papel importante no remodelamento 6sseo, particularmente
em relagdo 2 influéncia das citocinas na regulag¢@o aut6crina e
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pardcrina da atividade das células 6sseas (11,12).

Considerando que o produto a base de soja fermentado
com Enterococcus faecium e Lactobacillus jugurti apresenta
significativa capacidade de estimulagio de vérios parametros
imunolégicos (13), o presente estudo teve por objetivo avaliar
a acdo deste produto, quando enriquecido com isoflavonas e
célcio, sobre o desenvolvimento do peso corpéreo € sobre o
tecido 6sseo de ratas maduras ovariectomizadas.

MATERIAL E METODOS

Material

Constituido por amostras de produto a base de soja
fermentado com E. faecium CRL 183 e L. jugurti 416 e
enriquecido com isoflavonas e célcio.

Obtencao das amostras

O produto fermentado de soja, popularmente denominado
de “iogurte” de soja, foi obtido a partir do extrato aquoso
(“leite” de soja), processado pela Unidade de Desenvolvimento
e Produgio de Derivados de Soja — UNISOJA, instalada na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara— UNESP,
segundo a metodologia descrita por Rossi et al. (14) A partir
desse produto, o enriquecimento com isoflavonas foi feito
utilizando-se um produto comercial constituido de 43,8% de
isoflavonas, sendo 14,6% de genisteina; 5,4% de genistina;
8,6% de daidzeina; 12% de daidzina; 2,4% de glicitina e 0,8%
de gliciteina (Isoflavin®, Galena Quimica e Farmacéutica
Ltda, Brasil). O isoflavin, dissolvido em sorbitol (Synth,
Brasil), foi adicionado em quantidade suficiente para fornecer
uma concentragio de 0,7 mg de isoflavonas/mL de produto
fermentado de soja, similar & concentragdo média de
isoflavonas verificada no grio de soja in natura. Foi também
processado um produto nfio fermentado, de composicéo
idéntica ao do fermentado, apenas sem os microrganismos, e,
portanto, acidificado com d4cido ldtico até pH 4,3. O
enriquecimento com célcio foi 0,6 mg de célcio elementar/
mL de produto fermentado e n@o fermentado, utilizando-se o
Citrato tribasico de cilcio (Montedison Farmacéutica, Brasil),
segundo metodologia descrita por Umbelino et al (15).

Animais e protocolo experimental

Foram utilizadas 45 ratas da ragca Wistar, com 12 semanas
de idade, nuliparas, peso inicial aproximado de 250 gramas,
Provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
S40 Carlos (Todos os procedimentos quanto 2o manuseio dos
animais estio de acordo com o Colégio Brasileiro de
Experimentagio Animal - COBEA). Os animais foram
Mmantidos sob fotoperiodo controlado (10 horas claro/14 horas
escuro), em temperatura entre 20°C a 24°C, alimentados ad
libitum com ragio comercial para ratos, marca Purina, contendo

23% de proteina; 46% de carboidrato; 11% de lipideos; 5%
de fibras e 10% de cinzas. As ratas foram divididas,
aleatoriamente, em 5 grupos (n=9). O primeiro grupo foi
constituido de animais pseudo-ovariectomizados (grupo I),
cujos ovdrios foram manuseados, porém ndo removidos, e 0s
outros 4 grupos foram ovariectomizados, segundo o modelo
proposto por Kalu (16). A ovariectomia bilateral foi realizada
segundo metodologia descrita por Zarrow et al. (17) Todas as
cirurgias foram realizadas na 12° semana de vida dos animais.

Dentre os grupos que sofreram a ovariectomia, o grupo II
foi constituido de ratas alimentadas apenas com ragido
comercial; o grupo III, além da ragdo, recebeu uma dose 4mL/
kg de peso corpdreo por dia de produto fermentado de soja
enriquecido com isoflavonas e célcio; o grupo IV constitui-
se de individuos alimentados com ragdo padrdo e 4mL/kg de
peso corpéreo por dia de produto fermentado de soja
enriquecido com célcio; o grupo V, com animais alimentados
com ragdo padrdo e 4mL/kg de peso corpéreo por dia de
produto ndo fermentado, acidificado com dcido dtico até€ pH
4,3 e enriquecido com célcio. Durante o periodo de
experimentagio (3 meses), os animais foram submetidos &
avalia¢@o semanal do peso corpéreo.

Ap6s 3 meses de tratamento, os animais foram sacrificados
com a utilizagdo de cdmara de gds carbdnico, sendo, em
seguida, retirados os fémures e tibias esquerdos e direitos. Os
ossos foram mantidos em solugZo salina a 0,9% na temperatura
de -20°C até o momento da anilise.

Comprimento ésseo

Os comprimentos 6sseos da tibia e fémur esquerdos foram
medidos em milimetros, com precisdo de 0,01, por meio de
um paquimetro (Mitutoyo, Jap@o).

Ensaio mecénico de flexiao de trés pontos

Foi realizado o teste biomecanico (flexdo 6ssea) nas tibias
direitas. Os ensaios mecanicos foram realizados em
dinamémetro (Instron, modelo 4444, E.U.A.), em temperatura
ambiente, segundo Peng et al. (18).

Densidade ¢ssea

As tibias esquerdas, ap6s hidratagdo (19), foram pesadas
imersas em 4gua a temperatura ambiente, suspensas
individualmente por um fio de cobre e determinado o peso
imerso (Pi). Em seguida, as tibias foram enxutas e pesadas no
ar para a determinac@o do peso 6sseo (P).

Com os valores obtidos de peso 6sseo imerso e peso 6sseo
foi possivel calcular o volume 6sseo (V) e a densidade éssea
(d) segundo o Principio de Arquimedes (20).

V =P-Pi/d dgua (em cm®) d=P/V (em g/cm?)
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Conteiido minerai 0sseo (CMO)

Foi calculado segundo Kenney et al. (21), pelas férmulas:
CMO =100 x (Pm/P) (amostra integrai) e CMO = 100 x (Pm/
Ps) (amostra seca).

Para tanto, as tibias esquerdas foram secas (100“C/24h),
sendo obtido o peso da amostra desidratada (Ps). Todas as
medidas foram realizadas em balanga analitica com
sensibilidade de 0,0001 (Boeco, Alemanha).

Apo6s secagem, as amostras foram calcinadas (600°C/24h)
para obtencao da matriz 0ssea mineral (Pm). Ascinzas de cada
tibia foram pesadas individualmente em balanca analitica com
sensibilidade de 0,0001 (Boeco, Alemanha).

ContelGdo de calcio osseo

Cercade 50 mg das cinzas resultantes de cada fémur direito
foram dispersas em 2 mL de &cido cloridrico concentrado (E.
Merck PA, 32%, d = 1,19, Alemanha) e quantitativamente
transferidas para baldo volumétrico de 100 mL, ajustando-se
0 volume com 4gua deionizada. Urna aliquota de 2 mL da
amostra diluida na razao de 1:10 foi misturada a 6 mL de
cloreto de lantanio 0,2% (Vetee, Brasil), homogeneizada e
analisada em espectrofotdmetro de absorcéo atémica (Perkin
Elmer 3110, E.U.A)).

Analise de superficie ossea trabecular por microscopia
eletrénica de varredura

Foi analisada, por microscopia eletrénica de varredura, a
porcdo média distai das amostras do fémur esquerdo.

As amostras foram tratadas para serem observadas ao
microscopio eletrénico de varredura (Jeol JSM - T330A,
Japao).

Foi utilizado o aumento de 50 vezes da amostra para a
caracterizacao da regiao dos condilos femorais. Observou-se
qualitativamente a conectividade entre as trabéculas e as
alteracdes da arquitetura trabecular (22).

Apb6s a captagdo, as micrografias eletréonicas foram
transferidas para o programa de analise digital Image-Pro Plus
(versao 4.0). Foi possivel selecionar trabéculas e efetuar a
medida de suas larguras, a firn de comparar os diferentes
grupos experimentais (22).

Analise estatistica dos dados

Todos os resultados representaram médias dos valores
individuais relativos aos animais pertencentes a cada grupo,
as quais foram submetidas a analise de varidneia e ao teste de
médias de Tukey para a comparacgao entre grupos utilizando o
software Jandel Sigma Stat (Jandel Corporation, San Rafael,
CA, E.U.A)). Diferencgas significativas foram assumidas
quando p < 0,05.

RESULTADOS

Na Figura 1estao apresentados os valores do ganho médio
de peso corporal dos animais pertencentes aos diferentes
grupos experimentais.

FIGURA 1
Ganho médio de peso corporal (g) dos diferentes grupos
experimentais (N=45)
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Colunas com letras minusculas iguais nao diferem significativamente entre
si (p<0,05)

|- Grupo de animais pseudo-ovariectomizados

Il - Grupo de animais ovariectomizados

111 - Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado
suplementados com isoflavonas e calcio

IV - Grupo de animdais OVX que ingeriram o produto fermentado
suplementados com célcio

V - Grupo de animais OVX que ingeriram o produto nao fermentado
suplementado com célcio

Embora os animéis dos diferentes grupos de estudo nao
tenham diferidos entre si quanto ao peso inicial e quanto ao
consumo de ra®ao ao longo do experimento, ao se comparar
0 ganho de peso dos animais do grupo | e Il constata-se
claramente que a ovariectomia provocou um aumento
significativo no peso corp6reo, aumento esse que nao pode
ser evitado nos animadis do grupo IV e V, demonstrando que
os tratamentos que esses grupos receberam nao foram eficazes
no sentido de impedir tal aumento. Por outro lado, o tratamento
do grupo Il (ingestao do produto fermentado enriquecido
com isoflavonas e cdlcio) foi capaz de manter o peso dos
animais sem diferenga significativa daqueles pertencentes ao
grupo |, os quais nao sofreram ovariectomia. Esse resultado
pode ser atribuido & presenta das isoflavonas, urna vez que
os tratamentos do grupo Ill e IV diferem apenas quanto &
presenta desses fitoestrégenos.

Na Tabela 1, pode-se observar que todos os parametros
6sseos nao diferiram entre si (p>0,05) em rela®do aos
diferentes grupos experimentais. A partir desses resultados,
constata-se que nem a ovariectomia, nem a ingestao dos
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produtos a base de soja foram capazes de provocar alteragdes
nos pardmetros em questdo, tanto das tibias quanto dos
fémures, sugerindo que, nas condicdes de estudo, no foram

adequados para se observar os efeitos da ovariectomia e dos
diferentes tratamentos pelos quais as ratas foram submetidas.

TABELA 1
Pardmetros Gsseos relativos aos diferentes grupos experimentais (N=45)
Grupos
Parimetros 1 1 - I\ v

Comprimento (mm})

Tibia 38,88+078 ° 38,36+x091 " 3979+034 * 3876+1,05 *° 3877+083 °

Fémur 3627+127 * 3651+1,18* 3625+043 ° 3590100 ° 3591104 °

. 3

Densidade (g/em ) 1,55+0,07 °  160+004 "  157+003 *  1,59:003 °  1,65:0,11 "
Conteiido mineral (%)
(amostra integral) 67,06+137 * 6548+132 " 6821+299 * 6664119 *° 67,33+235 "
Conteiido mineral (%)
(amostra seca) 4885x3,11 * 4430+1,88 ° 4588283 *° 4649+233 " 4427+273 °
Contetido de cdlcio ’
(mg/g de cinzas) 380+10,00 * 380x10,00 ° 370 £0,00 * 380+10,00 * 3801000 *

Valores com letras miniisculas iguais na mesma linha nao diferem significativamente entre si (p<0,05)

1 - Grupo de animais pseudo-ovariectomizados
11 - Grupo de animais ovariectomizados

111 - Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com isoflavonas e célcio
IV - Grupo de animais OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com célcio
V - Grupo de animais OVX que ingeriram o produto ndo fermentado suplementado com célcio

Ainda em relagio ao contetido mineral, observa-se na
tabela I que o grupo II apresenta valores absolutos mais baixos,
podendo ser um indicativo de tendéncia de redugéo dos valores
desse parametro; tendéncia essa que provavelmente poderia
ter sido confirmada estatisticamente caso o tempo de
experimentacio tivesse sido maior.

De acordo com a Figura 2, pode-se perceber que os cinco
grupos experimentais nio diferiram entre si (p>0,05) com
relagio & carga méxima suportada até o momento de ruptura
da tibia, mostrando que nem a ovariectomia, nem o consumo
do produto fermentado foram capazes de provocar alteragdes
na resisténcia Gssea a fratura.

Numa primeira andlise qualitativa, as amostras dos animais
pseudo-ovariectomizados (grupo I) apresentaram
predominancia de estruturas trabeculares interconectadas
(Figura 3a). Verificou-se, no grupo II (Figura 3b), que a
ovariectomia provocou diminui¢do do volume tecidual na
por¢ao média entre os cOndilos femorais, com alteracdes da
arquitetura éssea trabecular ocorrendo maior espagamento
entre as trabéculas. As trabéculas mais largas foram
substituidas por trabéculas mais finas, que apresentaram perda
de conectividade com outras trabéculas vizinhas. No entanto,
0 grupo de animais que recebeu produto fermentado de soja
enriquecido com isoflavonas e célcio (grupo III) (Figura 3c)
mostrou-se com menos escavagdes entre as trabéculas, além de

apresentarem trabéculas aparentemente mais grossas do que
aquelas encontradas no grupo II (Figura 3b). Portanto, apenas
através da anélise qualitativa das micrografias eletronicas de
varredura dos animais pode-se sugerir que a ingestio do produto
fermentado enriquecido com isoflavonas e célcio (grupo III)
permitiu que as interconectividades trabeculares fossem
mantidas em condigGes semelhantes aquelas observadas para o
grupo I (pseudo-ovariectomizado) € em condi¢des melhores
aquelas verificadas parao grupo II,IVe V.

O afinamento das trabéculas observado na anélise
qualitativa das micrografias eletronicas (Figura 3b) para o
grupo ovariectomizado (grupo II) pode ser também verificado
pela medida da largura das trabéculas (Figura 4).

Vale destacar que n3o foi realizado tratamento estatistico
desse parametro pelo fato das trabéculas terem sido determinadas
aleatoriamente e pelo nimero reduzido de amostras utilizadas
na andlise. E importante ressaltar que com a realizagio da
criofratura no foi possivel obter 0 mesmo corte, na mesma
regido 6ssea. No entanto, ao analisar os valores médios obtidos
para a largura das trabéculas nota-se uma tendéncia de
diminui¢do das mesmas no grupo de animais ovariectomizados
(grupo II). Todavia, os fémures dos animais que receberam o
produto fermentado de soja enriquecido com isoflavonas e célcio
(grupo III) e os animais pseudo-ovariectomizados (grupo I)
apresentaram uma tendéncia a larguras trabeculares maiores.
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FIGURA 2
Carga méxima suportada (kN) até o momento de ruptura
das tibias dircitas dos diferentes grupos experimentais
(N=45)

Grupos

Colunas com letras minusculas iguais nao diferem significativamente entre
si (p<0,05).

1- Grupo de animais pseudo-ovariectomizados. Il - Grupo de animais
ovariectomizados. Ill - Grupo de animdais OV X que ingeriram o produto
fermentado suplementados com isoflavonas e calcio. IV - Grupo de animais
OVX que ingeriram o produto fermentado suplementados com calcio. V -
Grupo de animais OVX que ingeriram o produto nao fermentado
suplemcntado com calcio.

FIGURA 3
Micrografias eletronicas de varredura (aumento 50 vezes)
do fémur esquerdo (N=20)

a) grupo de animais pseudo-ovariectomizados. b) grupo de animadis
ovariectomizados. c) grupo de animais ovariectomizados que ingeriu produto
fermentado de soja enriquecido com isoflavonas e calcio, d) grupo de animais
ovariectomizados que ingeriu produto fermentado de soja enriquecido com
calcio, e) grupo de animéis ovariectomizados que ingeriu produto nao
fermentado de soja.

FIGURA 4
Largura média das trabéculas (pm) da porgao média distal
dos fémures esquerdos dos diferentes grupos experimentais
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| - Grupo de animdais pseudo-ovariectomizados. Il - Grupo de animais
ovariectomizados. Ill - Grupo de animdais OV X que ingeriram o produto

fermentado suplementados com isoflavonas e calcio. IV - Grupo de animais
OV X que ingeriram o produto fermentado suplementados com calcio. V -
Grupo de animdais OVX que ingeriram o produto nao fermentado

suplementado com calcio
DISCUSSAO

Estudos mostram que o aumento de peso corpéreo pode
estar relacionado 4 ovariectomia. De acordo com Arjmandi et
al. (6) e Danielsen et al. (23), 0 ganho médio de peso corp6reo
é maior em ratas ovariectomizadas, mesmo quando o consumo
é similar ao de ratas intactas. Thompson et al. (24), num estudo
a longo prazo com ratas, relataram um peso corporal maior
em animais ap6s 12 meses de ovariectomia e verificou também
que o aumento da massa corporal foi devido inteiramente a
um aumento no acumulo de tecido adiposo, sem o aumento
da massa de outros tecidos corporais.

O aumento de peso observado em ratas maduras também
ocorre em mulheres no periodo pés-menopausico como
consequéncia da falta de estrogeno (25). Trabalhos realizados
com humanos tém demonstrado que as isoflavonas podem se
apresentar como urna alternativa para o controle do
metabolismo lipidico e da obesidade (8).

Arjmandi et al. (6), Deyhim et al. (26) e Breitman et al.
(27), todos usando o modelo da rata madura, mas com dife-
rentes periodos experimentdis (35 dias, 40 dias e 2 meses,
respectivamente) também nao verificaram efeito da
ovariectomia sobre o comprimento 6sseo de fémures. Entre-
tanto, para tibias, Deyhim et al. (26) verificaram um aumento
no comprimento 6sseo das ratas ovariectomizadas em relagao
ao grupo pseudo-ovariectomizado.

Em se tratando de conteldo de calcio dsseo, resultados
semelhantes aos encontrados em nosso trabalho também foram
encontrados por Deyhim et al. (26) e Arjmandi et al. (6). Eles
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estudaram ratas ovariectomizadas com 3 meses de idade e
submetidas a um periodo de experimentacédo de 40 e 30 dias,
respectivamente. Por outro lado, Picherit et al. (28) mostraram
uma relagdo linear positiva entre o contetido mineral do fémur
¢ o seu conteiido de cilcio. Vale ressaltar que esse estudo teve
duragdo de 3 meses, € que as ratas s foram ovariectomizadas
com 12 meses de idade. Em vista disso, fica claro que esses
animais sofreram, por um periodo maior, a acdo dos agentes
causadores de osteopenia. Portanto, uma possivel explicacdo
para a ndo detecgdo de alteragdes no contetido mineral e
contetido de célcio em nosso estudo pode estar relacionada
ao tempo de experimentagio.

O aumento do peso corporal médio das ratas
ovariectomizadas (grupo II) pode ter contribuido para a ndao
verificacdo de alteragdes no contetido mineral e contetido de
célcio 6sseo se comparado ao grupo de animais pseudo-
ovariectomiados (grupo I). O ganho de peso corpdreo protege
as ratas do desenvolvimento da osteopenia apés ovariectomia
(29), entretanto essa protecdo € restrita a ossos longos (30).
Vale ressaltar que os ossos utilizados para a realizagio de todos
os pardmetros estudados foram ossos longos, particularmente
tibias e fémures. Portanto, em nosso trabalho, o aumento do
peso corporal das ratas causado pela ovariectomia pode ter
proporcionado uma prote¢do contra a perda Ossea,
principalmente da por¢@o mineral das tibias e fémures.

Resultados semelhantes foram verificados por Breitman
et al. (27) em fémures de ratas ovariectomizadas e pseudo-
ovariectomizadas com 3 meses de idade, com um tempo de
experimento de 2 meses. Todavia, quando este teste (flexao
de trés pontos) foi realizado em vértebras lombares (L5), a
carga méxima suportada do grupo pseudo-ovariectomizado
foi estatisticamente maior do que a do grupo ovariectomizado.
Esses resultados sugerem que a diéfise da tibia n&o é o sitio
esquelético mais adequado para se verificar alteragGes na carga
méxima suportada, pelo menos para um perfodo de
experimentagio de 3 meses, podendo ser essa uma possivel
explicagdo para os resultados,observados em nosso estudo.

E sabido que, as proporgdes de osso trabecular e cortical
diferem nas regides do fémur e tibia, enquanto que nas
vértebras elas sdo mais homogéneas (27). Essas diferencgas
também podem explicar porque a carga maxima suportada
pela tibia e fémur, observada nos estudos anteriormente
citados, ndo foi afetada pela ovariectomia, ao contrario do
que ocorreu nas vértebras lombares que tiveram sua carga
maxima reduzida apés a cirurgia. A relag@o superficie/volume
do osso trabecular € substancialmente maior que a do 0sso
cortical. Essa relagdo provavelmente explica o maior
envolvimento do osso trabecular na osteoporose.

Shen & Wronski (31) verificaram que a osteopenia
trabecular e cortical associada com um alto turnover 6sseo
(velocidade de remodelagem Gssea) ocorre no fémur proximal
de ratas ovariectomizadas com 3 meses de idade, sendo que a

perda de osso trabecular ocorre nesse sitio esquelético nos
primeiros 30 dias pés-ovariectomia, mas permanece
relativamente moderada nos primeiros 90 dias antes de se
tornar mais pronunciada no periodo subseqiiente. De acordo
com os autores, a osteopenia cortical do fémur proximal ndo
foi observada antes do primeiro ano de pés-ovariectomia.

A partir desses resultados pode-se sugerir que o produto
fermentado enriquecido com isoflavonas e célcio apresentou
uma tendéncia a protecéo das trabéculas, prevenindo a redugao
da largura ocasionada pela ovariectomia.

Estudos realizados em mulheres na pés-menopausa e
perimenopausa verificaram que o consumo de isoflavonas .
pode atenuar a perda de massa 6ssea que Ocorre nesses
periodos (8,9). Nessa linha, Chiechi-et al. (32) compararam o
efeito de uma dieta rica em soja e da Terapia de Reposi¢ao
Hormonal sobre os principais biomarcadores de turnover 6sseo
e densidade mineral 6ssea em mulheres na pés-menopausa.
Os autores sugeriram que o consumo de produtos de soja
podem ser efetivos na redugio do risco de osteoporose.

Deyhim et al. (27), utilizando doses de isoflavonas
semelhantes as empregadas em nosso trabalho, concluiram
que baixas doses podem n#o ser capazes de exercer efeito de
protegdo Gssea aparente, pelo menos com relagdo ao modelo
de osteoporose utilizado (Modelo de ovariectomia da rata
madura). No entanto, Picherit et al. (29) observaram que o
consumo de daidzeina por ratas ovariectomizadas com 12
meses de idade e submetidas a um periodo de experimentagdo
de 90 dias resultou na preservagdo da drea da porgio trabecular
na regido da metifise distal do fémur, quando comparada ao
grupo ovariectomizado. Vale ressaltar que além das ratas
utilizadas nesse estudo serem mais velhas, a dose de
isoflavonas, no caso a daidzeina, usada. foi muito maior do
que aquela utilizada em nosso experimento.

CONCLUSOES

O produto fermentado de soja enriquecido com isoflavonas
e cdlcio foi capaz de evitar o aumento de peso corpéreo
causado pela ovariectomia, além de apresentar uma tendéncia
4 protegdo da estrutura trabecular, prevenindo a redugdo da
largura das mesmas ocasionada pela castrag@o. Entretanto, o
referido produto n@o foi capaz de provocar alteragdes nos
parametros: comprimento ésseo, densidade 6ssea, contetido
mineral, conteddo de célcio 6sseo e carga méxima suportada.

Os resultados observados neste trabalho fornecem
embasamento para estudos futuros, os quais deverdo estar
centrados no efeito do produto fermentado enriquecido com
isoflavonas e célcio sobre sitios esqueléticos ricos em 0sso
trabecular, como por exemplo, vértebras lombares. Além disso,
é recomendivel que perfodos maiores de experimentagio,
doses mais elevadas de isoflavonas e outros pardmetros como
densitometria 6ssea sejam considerados.
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RESUMO. Devido a alta prevaléncia da desnutrigao hospitalar e
conhecendo sua repercusséo sobre o aumento da morbi-mortalidade
de pacientes hospitalizados, faz-se necesséaria a sua detecgio precoce.
A semiologia nutricional é uma ferramenta de baixo custo e facil
aplicac@o, podendo contribuir para o diagnéstico nutricional desses
pacientes. Este trabalho pretendeu verificar o grau de sensibilidade e
especificidade de parametros da semiologia, quando comparados a
parametros objetivos (antropometria e exames laboratoriais) e analisar
o grau de concordancia entre trés examinadores (A, B, C) na utilizagfo
de parametros da semiologia nutricional. Foram avaliados 90
pacientes de uma instituigdo hospitalar federal, por meio da
antropometria, exames laboratoriais e exame fisico. O grau de
concordéncia foi determinado pela estatistica Kappa e a sensibilidade
e especificidade pela comparaggio do exame fisico com pardmetros
objetivos. Os examinadores A e C apresentaram a melhor
concordincia para o exame de edema. A sensibilidade dos exames
de atrofia de musculatura e perda de tecido adiposo foi baixa. A
melhor sensibilidade foi alcangada quando compararam-se valores
de hemoglobina e palidez da mucosa conjuntiva e a maior
especificidade no confronto entre albumina e proteinas totais com
presenga de edema (100%). Concluiu-se que os resultados para
concordancia entre examinadores foram satisfatérios, porém, sdo
necessarios maior sistematizagio das técnicas, treinamento intensivo
dos avaliadores e padronizagdo dos resultados para tornar a semiologia
mais eficaz na avaliagdo do estado nutricional de pacientes
hospitalizados. '
Palavras-chave: Desnutrigio hospitalar, diagndstico nutricional,
semiologia nutricional. '

INTRODUCAO

Virias publicagdes cientificas em todo o mundo
dedicaram-se a estudar a prevaléncia e o impacto da
desnutri¢do no ambiente hospitalar (1-4). No Brasil destaca-
se 0 Inquérito Brasileiro de Avaliagio Nutricional Hospitalar
~IBRANUTRI, realizado em 1996, que encontrou uma taxa
de 48,1% de pacientes desnutridos (5). Estudos mais recentes
caracterizam a desnutri¢io como condicdo ainda prevalente
nos hospitais brasileiros (6).

Em pacientes hospitalizados a desnutrigdo associa-se com
mau resultado cirdrgico, taxa aumentada de infecg@o,
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RESUMEN. Contribucién de la semiologia para el diagndstico
nutricional de pacientes hospitalizados. La gran prevalencia de
desnutricién hospitalaria y su repercusién en el aumento de la morbi-
mortalidad de pacientes ingresados, hace necesaria su detecci6n pre-
coz. La semiologia nutricional es una herramienta de bajo costo y
fécil aplicacién, contribuyendo al diagnéstico nutricional de estos
pacientes. El presente estudio tuvo como objetivo verificar el grado
de sensibilidad y especificidad de parametros de semiologia, com-
parados con paridmetros objetivos (antropometria y pruebas
bioquimicas), y analizar el grado de concordancia entre tres exami-
nadores (A, B, C) en la utilizacién de pardmetros de semiologia
nutricional. Noventa pacientes ingresados en un hospital federal fue-
ron evaluados por medio de antropometria, pruebas bioquimicas, y
examen fisico. El grado de concordancia fue determinado por la es-
tadistica Kappa y la sensibilidad y especificidad por lacomparacién
del examen fisico con parametros objetivos. Los examinadores A y
C tuvieron la mejor concordancia para la verificacion de la presencia
de edema. La sensibilidad de los exdmenes de atrofia de 1a muscula-
tura y pérdida de tejido adiposo fue baja. La mejor sensibilidad fue
lograda cuando se compararon los valores de hemoglobina y palidez
de la mucosa de conjuntiva y la mejor especificidad cuando se con-
frontaron los valores de albiimina, proteinas totales con presencia de
edema (100%). Se concluye que los resultados para concordancia
entre examinadores fueron satisfactorios. Sin embargo, es necesaria
una mayor sistematizacién de las técnicas, entrenamiento intensivo
de los evaluadores y estandarizacién de los resultados para hacer de
la semiologia un pardametro mas eficaz de evaluacién del estado
nutricional de pacientes hospitalizados.

Palabras clave: Desnutricién hospitalaria, diagnéstico nutricional,
semiologia nutricional.

internagdo hospitalar prolongada, feridas de dificil
cicatrizag@o, readmissdo hospitalar freqiiente e risco
aumentado de morte. A influéncia do estado nutricional sobre
a evolugio clinica de pacientes hospitalizados torna clara a
importancia da realizagio do diagnéstico nutricional precoce,
para permitir a corre¢do da desnutrigao e favorecer a
recuperagdo do paciente. Um diagnéstico nutricional
meticuloso torna o planejamento de apoio nutricional mais
efetivo (7-12).

Nenhum método de avaliagdo nutricional pode ser
considerado como padrdo-ouro. Todos apresentam limitagoes
como o fato de serem influenciados por fatores independentes
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do estado nutricional (2). Para um diagnéstico nutricional mais
preciso e confidvel, recomenda-se a utilizacdo de vérios
indicadores associados (9), embora seja possivel inicialmente
detectar o risco de desnutri¢do utilizando parametros clinicos
simples (13,14).

Independentemente dos pardmetros utilizados na
determinagdo do diagnéstico nutricional, € essencial que se
verifique as alteragdes dos diferentes compattimentos corporais
(massa magra, tecido adiposo, proteinas viscerais), bem como
as alteracGes na competéncia imunolégica (15,16).

A albumina € utilizada como marcador de proteina visceral
e indicador do estado nutricional. A dosagem de albumina é
um indice muito utilizado na prética clinica por constituir-se
como prognéstico bastante confidvel para o surgimento de
complicagdes e mortalidade (8,17,18).

Dentre os parametros subjetivos de avaliagdo nutricional,
pode-se destacar o exame fisico, que engloba a inspegdo, a
palpacgdo, a percussdo, ausculta, olfato, e a utilizagdo de
instrumentos e aparelhos como otoscépio, oftalmoscépio, entre
outros (7). Eum momento de identificagio de sinais que podem
levar a sintomas ndo informados pelo paciente e assim, ir
esculpindo o diagnéstico clinico (19).

Hammond (20,21) afirma que por meio do exame fisico é
possivel verificar imediatamente se o paciente estd acima ou
abaixo do peso; se apresenta perda de gordura e/ou misculo,
especialmente nas temporas e na face; se € capaz de preparar
sua alimentag@o sozinho, se necessita de ajuda para se
alimentar, se deve se alimentar pela via oral ou depende de
um método alternativo para sua nutri¢@o.

O desuso muscular € um dos principais fatores
responsdveis, na prdtica clinica, pela atrofia do grupamento
muscular imobilizado (22). A presenga da atrofia bitemporal
indica que o paciente parou de mastigar ou deixou de usar
esse mecanismo como fonte principal de ingestdo alimentar
podendo leva-lo a desnutrigio e a imunocompetencia. A partir
do momento que esta atrofia se intensifica, passa a ser
acompanhada da perda da bola gordurosa de Bichart, que
reflete uma redugdo prolongada da reserva caldrica (8).

A perda visivel da musculatura do pingamento do polegar
nao estd relacionada com a doenga, mas ocorre
progressivamente & medida que as atividades didrias sdo
reduzidas, principalmente pela apatia associada a desnutri¢do
ou simplesmente pelo desuso (22). Esta atrofia demonstra
menor forca de apreensio e conseqiientemente menor
competéncia para ingerir alimentos (8).

No exame fisico, a anemia pode ser verificada por meio da
coloragdo da pele, inclusive a das regides palmoplantares e
das mucosas, principalmente conjuntival, sendo a presenga de
palidez indica¢do de anemia (8).

A pesquisa do edema deve ser iniciada pelos tornozelos,
porém, se o paciente persiste a maior parte do tempo acamado,
o local a ser examinado devera ser a regido lombo-sacral ou

onde houver maior declive (8).

O objetivo deste trabalho foi verificar o grau de
sensibilidade e especificidade de diferentes pardmetros
utilizados na semiologia, quando comparados a antropometria
e aos exames laboratoriais para o diagndstico do estado
nutricional de pacientes hospitalizados, e analisar o grau de
concordancia entre examinadores na utilizacdo dos pardmetros
empregados na semiologia nutricional.

MATERIAIS E METODOS

Pacientes: Trata-se de um estudo de corte transversal, onde

- foram avaliados 90 pacientes adultos internados em um

hospital do governo federal. Os critérios de amostragem foram:
pacientes deambulantes, que possujam em seu prontudrio
hemograma e/ou dosagem de proteinas totais e albumina, num
periodo de até cinco dias anteriores a avaliagdo.

Métodos

Parametros objetivos: Foi aplicado um protocolo de
avaliagdo do estado nutricional contendo parimetros objetivos
e da semiologia nutricional. Tal protocolo era composto por
dados de identificagio, antropométricos (peso, estatura, indice
de massa corporal, circunferéncia do brago, dobra cutinea
triciptal e circunferéncia muscular do brago) e hemograma
(linfocitometria, hematdcrito, hemoglobina, albumina sérica
e proteinas totais).

Os dados de identificacéo e os resultados dos exames
hematolégicos foram coletados diretamente dos prontudrios
dos pacientes € transcritos para o protocolo criado.

Os valores observados no hemograma foram comparados
com os valores de referéncia da Unidade Hospitalar:
hematdcrito (37,7%-53,7%), hemoglobina (12,2-18,1g/dL),
albumina (>3,5 g/dL) e proteinas totais (6,0-8,5g/dL).

Os resultados da linfocitometria e de albumina sérica foram
comparados com os valores de referéncia preconizados por
Blackburn et al. (23). A linfocitometria foi classificada em:
adequado (>2000/mm?3), deplegdo leve (1200-2000/mm?3),
deplecdo moderada (800-1199/mm?) e deplec@o grave (<800/
mm?), enquanto os valores de albumina sérica foram
classificados em: inadequado (albumina <3,5g/dL) e adequado
(albumina >3,5g/dL). '

A avaliagio antropométrica foi realizada por um iinico
investigador devidamente treinado. Os pacientes foram pesa-
dos em balanga digital Plenna® com precisdo de 0,lkg e
capacidade maxima de 150kg e a estatura foi aferida com
estadidmetro Alturexata®, com graduagio de 0,1cm. Os re-
sultados encontrados para o indice de massa corporal (IMC)
foram classificados em adequado quando maiores que 18,5kg/
m?. Para mensuragio da dobra cuténea triciptal foi utilizado o
adipdmetro tipo Lange®.
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Os resultados obtidos para circunferencia do brago (CB),
circunferencia muscular do braco (CMB) e dobra cutanea
triciptal (DCT) foram comparados aos valores de referencia
do National Health and Nutrition Examination Survey,
demonstrados em tabelas de percentis por Frisancho (24), uti-
lizdndole o percentil 50. Pacientes com percentual de
adequacgédo superior a 90% foram classificados como
adequados.

Semiologia nutricional: No exame fisico foram
observadas atrofias das musculaturas temporais e de
pingamento do polegar; perda da bola gordurosa de Bichart;
palidez palmar e das conjuntivas oculares; edema; anasarca e
ascite.

Quanto ao exame fisico, todos os pacientes foram
analisados no mesmo dia, pelos trés observadores, sem tomar
conhecimento dos resultados dos demais investigadores, assim
como das avaliagdes objetivas.

Apbs os exames das atrofias musculares (temporal e
pincador), os pacientes foram classificados em atrofia presente
ou ausente, da mesma forma para avaliacdo da perda da bola
gordurosa de Bichart.

Tanto na avaliacdo da palidez das conjuntivas, como na
verificacdo dapalidez palmar, os pacientes foram classificados
em presenca ou auséncia de palidez.

A presenca de edema e anasarca foi determinada por meio
da compressao firme do polegar ou do indicador e observacgéo
de depressao ou févia nos membros inferiores, superiores e
corpo dos pacientes. Para andlise da presenca de ascite
considerou-se a observagao e palpacdo do abdomen, segundo
Porto (7).

Analise estatistica: Para a avaliagcdo do grau de
concordancia entre os examinadores foi criada urna planilha
com o auxilio do programa Microsoft Excel 2000®, contendo
os parametros do exame fisico e os resultados observados pelos
trés pesquisadores. Apds esta primeira etapa, foi avahada a
prevaléncia dos resultados encontrados.

O grau de concordancia observado entre os examinadores
no exame fisico foi verificado por meio da estatistica Kappa
adotando a classificagdo: kappa < 0,4 = concordancia leve;
0,4-0,8 = concordancia moderada; 0,8-1,0 = concordancia
forte; kappa = 1,0 = concordéncia perfeita (25).

Toda a amostra do estudo foi caracterizada por meio do
célculo de freqiiéncias, médias e desvio padrao. Em seguida,
foram comparadas estatisticamente as possiveis diferencas
entre os sexos feminino e masculino, utilizando-se o teste t-
student. O nivel de significdncia adotado foi p<0,05.

Foram analisadas a sensibilidade e especificidade do exame
fisico, comparado aos pardmetros objetivos de avaliagcdo do
estado nutricional.

RESULTADOS

Dos 90 pacientes avahados, 54,4% eram do sexo masculino.
A faixa etaria média da populagao estudada foi de 41,7+13,8
anos e o tempo médio de internagao foi de 11,7+ 11,4 dias. Nao
foram observadas diferengas estatisticamente significativas
quando estes foram comparados por género, com excegao da
circunferencia muscular do brago (CMB).

Quanto & avaliagdo antropométrica, os valores médios
encontrados foram: peso 62,4+18,2 Kkg; estatura 1,60+0,Im;
indice de massa corporal 23,8+6,3 kg/m2. O indice de massa
corporal (IMC) para a populagao em geral demonstrou que
86,7% dos pacientes apresentavam IMC superior a 18,5 kg/m2

A dobra cuténea triciptal (DCT) revelou que 50% da
populagao avaliada apresentou algum grau de
comprometimento da reserva corporal de tecido adiposo. Para
circunferencia muscular do brago (CMB) a média do
percentual de adequagao observada demonstrou preservagao
da massa muscular somatica. Entretanto, a distribuigao
percentual indicou que menos da metade da populagao
apresentava algum comprometimento da mesma, sendo que a
maioria desses pacientes apresentou deplegdo leve deste
compartimento corporal. As adequagdes médias da DCT e da
CMB podem ser visualizadas na Figura 1.

FIGURA 1
Adequacao da populagao, segundo dobra cutanea triciptal e
circunferencia muscular do brago. Rio de Janeiro, 2003

DCT CmMB

DCT = dobra cutanea triciptal; CMB = circunferencia muscular do
brago.
* p<0,05.

Nao foram observadas diferengas significativas quando os
resultados dos exames hematoldgicos e bioquimicos foram
comparados entre os sexos. Do total de pacientes avahados,
89 possufam resultados de exames hematolégicos.

Apenas 26 dos 90 pacientes possuiam resultados referentes
4 albumina sérica e proteinas totais. Na anéalise da albimina
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sérica, urna grande parte da populacdo estudada apresentou
valores abaixo do indice de normalidade (Tabela 1).

TABELA1
Exames hematoldgicos e bioquimicos segundo sexo,
Rio de Janeiro, 2003

Sexo Ht Hg Linf Ptns Totais Alb
(%> (g/dL) (mmj (g/dL) (g/dL)
n =89 n =89 n =89 n =26 n=26
Geral 33,3+8.4 11,2 25 1.639,5+916,7 6,7 1.1 31 +0,6
F 33,24 +7,32 11,02 2,43 1.775,02 £848,80 6,65 1,28 2.95 0,82

M 33,94 +7,87 11,40 +2.57 1,537,75+957,43 6,82 +1,06 3,19 +0,50

Ht = hemutécrito; Hg = hemoglobina; Linf = linfocitometria; Ptns Totais =
proteinas totais; Alb = albimina; F = feminimo; M = masculino. Os resultados
foram expressos como média + desvio padrdo. Nao foram observadas diferen*as
significativas entre os grupos nos parametros avahados.

Na avaliagao da musculatura temporal foi observado que
25,6% dos pacientes apresentavam atrofia. Para o musculo do
pingador verificou-se 85,6% de preservado da musculatura.
Na avaliagao da bola gordurosa de Bichartencontrou-se 17,8%
dos pacientes com perda de tecido adiposo. Ao avaliar a
presenga de edema, 12,2% dos pacientes apresentavam algum
grau de edema. Para avaliagao da palidez palmar, 63,3% dos
pacientes apresentavam esta alteragao. E finalmente, na
avaliagao da mucosa conjuntiva, 68,9% dos pacientes
apresentavam palidez.

No exame fisico, a concordancia entre os examinadores
variou de leve a forte. O melhor resultado para aconcordancia
foi obtido entre os avaliadores A e C no exame de edema

(Figura 2).

FIGURA 2
Concordancia entre examinadores A, B e C para os
parametros avaliados no exame fisico resultado e média,
Rio de Janeiro, 2003

AMT= atrofia da musculatura do temporal; AMPing =atrofia da
musculatura do pingador; PBGBichart = perda da bola gordurosa de

Bichart; PP = palidez palmar; PMC = palidez da mucosa conjuntiva.

Os exames de atrofia da musculatura temporal e de edema
obtiveram os maiores resultados (concordancia forte). Para a
atrofia da musculatura temporal o melhor valor de Kappa
encontrado foi entre os avaliadores B e C. A atrofia da bola
gordurosa de Bichart alcangou urna média de concordancia
moderada. Entretanto, os exames de atrofia da musculatura do
pingadore palidez da mucosa conjuntiva apresentaram os valores
mais baixos, demonstrando concordancia leve (Figura 2).

A comparagao entre a antropometria e o exame fisico para
determinar perda de tecido muscular e adiposo demonstrou
urna baixa sensibilidade e alta especificidade (Figura 3).

FIGURA 3
Sensibilidade e especificidade dos exames fisicos
comparados a antropometria. Rio de Janeiro, 2003

AMT/CMB AMT/IMC AMPing/CMB AMPing/IMC  PBGBIchart/DCT PBGBichart/IMC

AMT = atrofiado musculo temporal; CMB = circunferencia muscular
do brago; IMC = indice de massa corporal; AMPing = atrofia do
musculo do pingador; PBGBichart = perda da bola gordurosa de
bichart; DCT = dobra cutéanea triciptal.

A comparagao entre o diagnostico laboratorial e 0 exame
fisico para determinar presenga de anemia demonstrou um
melhor equilibrio entre os valores de sensibilidade e
especificidade. No presente estudo, os valores de sensibilidade
para palidez da mucosa conjuntiva foram maiores que para
palidez palmar. Encontrou-se, ainda, os menores valores de
especificidade na correlagdo entre hematocrito e hemoglobina
com palidez palmar. A comparagao entre o diagndstico
laboratorial e o exame fisico para determinar presenga de
edema demonstrou baixa sensibilidade e alta especificidade
(Figura 4).
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FIGURA 4
Sensibilidade e especificidade dos exames fisicos
comparados aos laboratoriais. Rio de Janeiro, 2003

0 Sensibilidade 0 Especificidade

Edema/Alb  Edema/PtnT PP/Ht PMC/Ht PP/Hf PMC/Hg

Alb = albimina; Ptn T = proteinas totais; PP = palidez palmar; Ht =
hematécrito; Hg = hemoglobina; PMC = palidez da mucosa
conjuntiva.

DISCUSSAO

A desnutrjoao em pacientes hospitalizados é um fato bem
demonstrado na literatura, com os percentuais variando de 20
a 78,9% fas diferentes pesquisas realizadas na ultima década
(3,4,14,26,27).

No presente estudo, o baixo percentual de desnutri®ao
observado, segundo o pardmetro IMC pode justificar-se em
fun”do dos critérios amostrais de inclusao adotados, urna vez
que s6 foram avaliados pacientes deambulantes e que
possuissem exames laboratoriais recentes, além de excluir a
popula”do idosa que apresenta urna alta prevaléncia de
desnutrido (14,28,29). Por outro lado, Kyle et al. (30),
afirmaram em seu estudo que o IMC parece inadequado para
determinar a perda de gordura corporal, especialmente entre
as mulheres.

Para a dobra cutanea triciptal (DCT) o alto valor do desvio
padrao observado demonstra urna grande heterogeneidade da
amostra. Esses resultados assemelham-se aos encontrados por
Sena et al. (9) que observaram que 31,5% dos pacientes
apresentavam-se desnutridos, porém 77,2% possuiam perda
de tecido adiposo verificada pelas medidas de DCT e dobra
cutanea subescapular.

Segundo Khursheed (31), muitos estudos comprovaram
que 20% a 30% dos individuos saudaveis podem ser
considerados desnutridos fundamentados na CMB, devido &
ausencia de fatores de corre?do para idade, estado de
hidratagao e atividade fisica.

Como pode ser observado neste estudo, grande parte dos
pacientes apresentaram valores de hematdcrito reduzidos.
Entretanto, os valores encontrados para hemoglobina
mostraram que pouco mais da metade da popula®éao
apresentou-se abaixo do indice de normalidade. Segundo

Waitzberg & Ferrini (32), valores de hematécrito nao devem
ser utilizados como parametro nutricional devido a alterasao
na presenoa de perdas ou transfusées sanguineas e estados de
dilujoSo sérica.

Os valores para linfocitometria encontrados nos pacientes
avaliados mostraram que mais da metade da populaséo estava
com valores inferiores anormalidade. Tal fato indica que essa
populasao, provavelmente, encontrava-se com reserva
imunoldgica baixa. Olmos etal. (14), detectaram urna media
de linfocitometria de 1.287,5/mm3contra 1.639,5/mm3
observada neste estudo. Porém, estes autores avaliaram
somente pacientes idosos.

As alterasdes observadas neste trabalho para os valores
referentes a albumina sérica foram comprovadas em estudos
realizados como o de Sena etal. (9), que encontraram apenas
31,6% com valores acima de 3,5g/dL. Outro estudo afirma
que essa diminulodo parece indicar inicio de um processo de
catabolismo (17).

O melhor resultado observado para a concordancia entre
os avaliadores A e C na pesquisa de edema demonstra,
possivelmente, urna maior experienciaclinica dos avaliadores
neste parametro, que poderia ser explicada pelas seades de
treinamento. Por outro lado, destaca-se ainda que a perda de
gordura e musculo é facilmente detectada fias témporas e face,
0 mesmo nao sendo observado para alterag6es da musculatura
do pingador e palidez da mucosa da conjuntiva. Hammond
(21), afirma que os profissionais da area médica e de
enfermagem estao mais familiarizados com as técnicas do
exame fisico na avaliasdo clinica do paciente que o0s
profissionais de nutrio4o.

E importante lembrarque o dominio das técnicas do exame
fisico requer anos de experiencia e que o estudo da literatura
clinicae aobservaséo de videos de avaliasdo nutricional devem
ser o primeiro passo para adquirir a pratica necessaria. Cursos
e participasdo em rounds com um especialista irdo
proporcionar aos examinadores independencia e confianoaem
seus julgamentos (20,21).

Quando os resultados sao analisados ao comparar a
antropometria e o exame fisico encontrou-se urna baixa
sensibilidade e alta especificidade, o que significa que o
referido método nao é capaz de predizer com acuracia o0s
individuos que realmente apresentam a caracteristica em
questdo (verdadeiro-positivos), porém, é capaz de determinar
os verdadeiro-negativos, ou seja, aqueles que realmente nao
apresentam a caracteristica estudada.

Levando-se em consideraséo as limitagdes dos métodos
antropomeétricos empregados no diagnéstico de certeza
(30,31,33), questiona-se a utilizasdo destes paracompa”ao
com o exame fisico. Segundo Detsky (34), as técnicas de
is6topos marcados e analise da ativasao de neutrons in vivo
sao consideradas padrdo-ouro na determinagéo dos diferentes
compartimentos corporais. Porém, os referidos métodos nao



158 NEHME et al.

sdo uma realidade nas instituicdes de saide brasileiras, ao
contrario da antropometria que € comum na prética clinica, de
facil aplicagdo, baixo custo e permite a obtengio de pardmetros
objetivos.

No presente estudo, os valores de sensibilidade para palidez
da mucosa conjuntiva foram maiores que para palidez palmar.
Esses resultados s@o semelhantes aos encontrados por Spinelli
et al. (35), sugerindo que a pigmentagio da palma da mao
dificulta a observagao do examinador.

Spinelli et al. (35), encontraram baixos valores de
sensibilidade para palidez da mucosa conjuntiva em relagio
ao padrdo diagnéstico de hemoglobina (0,29 a 0,55) e seus
resultados para especificidade foram considerados bons (0,65
a0,92). Ao contrdrio dos nossos resultados que demonstraram
uma sensibilidade de 0,83 e especificidade de 0,60.

A avaliagdo do exame fisico para a presenga de edema foi
prejudicada pelo escasso nimero de exames bioquimicos
presentes nos prontuarios dos pacientes. Apenas 26 dosagens
de albumina sérica e de proteinas totais para os 90 pacientes
avaliados. Os resultados de sensibilidade para ambos os
pardmetros foram os mais baixos. Talvez esses resultados
possam ser explicados pelo ponto de corte adotado (albumina
< 3,5g/dL e proteinas totais < 6 g/dL), pois segundo Duarte &
Castellani (8), o edema pode ser provocado por valores de
proteinas totais menores que 5,0g/dL ou de albumina menores
que 2,5g/dL. Para aplicagio na determinac¢do do estado
nutricional do paciente, esse exame, provavelmente, ndo seria
itil para detectar deplegéo leve do compartimento protéico
visceral. No entanto, a especificidade para esses exames foi
alta o que significa que o exame € capaz de identificar todos
os verdadeiros negativos. Ulibarri ef al. (36), encontraram uma
sensibilidade de 92,3 e especificidade de 85,0 ao validar um
método de avaliagfio que incluia albumina, linfocitometria e
colesterol total.

Os resultados, de uma maneira geral, com excec¢do daqueles
encontrados para o exame de palidez da mucosa conjuntiva,
demonstraram que o exame fisico, no presente estudo,
apresentou limitacdes para diagnosticar a presenga de agravo
nutricional nos diferentes compartimentos corporais. Esses
resultados podem ser explicados pela comparagido de
parametros com baixa sensibilidade e pouca experiéncia clinica
dos investigadores. Segundo Swart (37), a validade de um
achado fisico depende de muitos fatores. A experiéncia clinica
e a fidedignidade das técnicas de exame sdo os mais
importantes. Resultados falso-positivos ou falso-negativos
reduzem a precisdo das técnicas.

No entanto, ao realizar o exame fisico o profissional de
satide deve olhar, tocar e ouvir o paciente, nio apenas aferir
medidas, fazer célculos e verificar valores em seus prontudrios
(7). Segundo Bastos (38), ao tocar o corpo do paciente com as
mdos, pode-se aumentar a confianga do mesmo além de
demonstrar interesse pelo seu problema, transferir seguranca

e reforgar a terapéutica proposta, sem contar o fornecimento
de dados fundamentais ao diagndstico.

Duas hipéteses podem sustentar esses resultados. A
primeira delas diz respeito & inexperiéncia clinica dos
avaliadores que poderia estar conduzindo a uma subestimagio
da depleg¢do de massa muscular somitica e adiposa na
avaliagdo do estado nutricional do paciente. A segunda diz
respeito ao parametro utilizado como diagnéstico de
segurancga. A literatura demonstra que tanto a circunferéncia
muscular do brago (CMB) quanto o indice de massa corporal
(IMC) apresentam limitagdes. A CMB por incluir individuos
saudaveis no rol dos comprometidos (falso-positivos) (31).
O IMC por niao fazer distin¢cdo entre os diferentes
compartimentos corporais (33), além de ndo resultar valores
fidedignos na vigéncia de edema (17).

CONCLUSAO

A sistematizag@o das técnicas, o treinamento dos
avaliadores e a padronizac@o dos resultados sdo fatores que
devem ser levados em consideracio quando se pretende aplicar
o exame fisico nutricional na produgéo cientifica e clinica.
No entanto, trata-se de um procedimento de simples execugio,
que ndo necessita de altos investimentos para ser aprimorado
e que pode colaborar significativamente na avaliagfio do estado
nutricional dos pacientes hospitalizados, além de contribuir
estabelecendo uma relac@o mais humana entre os profissionais
de saiide e os enfermos.
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Edad de la menarquia en adolescentes del noroeste de México
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RESUMEN, El inicio de la maduracién sexual en los individuos es
un pardmetro utilizado para conocer la calidad de vida de una
poblacién. En mujeres, el indicador més utilizado es la edad de la
menarquia. Considerando que en esta regién no existen estudios que
muestren esta informacion, los objetivos del presente trabajo fueron
obtener la edad de la menarquia en mujeres escolares del Noroeste
de México y establecer la relacién de ésta con el nivel
socioeconémico, el peso y la talla. Se seleccioné al azar una muestra
de 857 mujeres escolares de 7 a 17 afios de edad, a las cuales se les
determind la edad de la menarquia por medio del método statu guo.
Para la menarquia el valor encontrado fue de 12.06 + 0.44 afios,
encontrandose una relacién significativa con latalla (p < 0.01) y con
el nivel socioeconémico (p < 0.01). En conclusién, el valor
encontrado en este estudio es semejante al reportado en otras
poblaciones latinoamericanas. Por otra parte, considerando que
alrededor del 70% de la poblacién mexicana tiene un nivel
socioeconémico bajo, es posible que la edad de la menarquia sea el
resultado de interacciones genéticas y ambientales.

Palabras clave: Menarquia, maduracién sexual, nivel
socioeconémico, México.

INTRODUCCION

La adolescencia constituye una etapa de gran importancia
en la vida del ser humano. En ella tienen lugar cambios de
orden fisico, fisiol6gico, psicolégico y de composicién
corporal; asi como, la adquisicién de nuevas capacidades cuya
resultante es la transformacién del organismo infantil en un
individuo adulto, apto para la reproduccién (1).

En nifias sanas, las primeras manifestaciones del desarrollo
sexual pueden presentarse desde los 8, 10 o0 12 afios de edad y
van acompafiadas de cambios de orden fisico (2). La
menarquia, suceso final de la pubertad, es el indicador de
maduracién sexual més utilizado y se asocia con varios factores
como la obesidad, la talla y la madurez ésea (3-5).

La edad a la cual aparece la menarquia tiene un
componente genético y ambiental muy importante (6). Las
condiciones medioambientales que se consideran significativas
son el mejoramiento del estilo de vida, el grado de urbanizacién
y el acceso a mejores servicios de salud y de estado nutricio
(7). Dentro de este contexto, la edad de la menarquia se usa
como un marcador del desarrollo social de una poblacién (8-

SUMMARY. The menarche age in teenagers of the Northwest of
Mexico. The beginning of sexual maturity in individuals is a measure
commonly used as an indicator of a population’s quality of life.
Among women, one of the most frequently used indicators is the
age of menarche. The objectives of this research were to obtain the
age of menarche in school age girls from the Northwest of Mexico,
and to establish the relationship between the latter with their
socioeconomic level, body weight, and height. The sample was taken
from 857 girls between 7 and 17 years old from different
socioeconomic level sectors. The age of menarche of these girls was
determined by the statu quo method. The value found for menarche
was 12,06 + 0,44 years old. We also found an association of menarche
to height (p < 0,01) and to socioeconomic level (p < 0,01). The value
for age of menarche in this study was similar to the one reported for
other Latin-American populations. Taking into consideration that
approximately 70% of the Mexican population has been considered
of low income level and that the environmental conditions are not
entirely favorable, it is possible that this could be the result of genetic
and environmental interactions.
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10). Los objetivos del presente trabajo fueron determinar la
edad de la menarquia en mujeres escolares del Noroeste de
México y establecer su relacién con el nivel socioeconémico,
el peso y la talla.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio se llevé a cabo durante los meses de mayo y
junio de 1991 en una muestra de nifias escolares del Noroeste
de México. )

La seleccion se realizé tomando el cinco porciento de la
poblacién femenina escolar total, entre los 7 y los 17 afios de
edad de las distintas escuelas piblicas de la Ciudad de
Hermosillo, Sonora. De ahi se tomé una muestra de 857
mujeres escogidas al azar y distribuidas equitativamente entre
los diferentes grados de escolaridad dentro de la institucién
seleccionada. Las nifias se clasificaron por su nivel
socioecondmico de acuerdo a los criterios de Camberos et al
(11).

Posteriormente, de esta muestra se tomé una submuestra
del 35% (307 nifias) siguiendo los mismos criterios antes

160
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mencionados, a las cuales se les midi6 el peso y la talla
mediante la técnica de Jordén (1) con una balanza accu weight
de 150 kg (A&D, Japan) y un estadiémetro Holtain con
contador digital (Holtain, UK). Los datos antropométricos se
analizaron por medio del programa EPI INFO versién 3.2 (12)
y se utilizaron las tablas de referencia de la NCHS/CDC 2001
(13). El indicador para medir el grado de adiposidad en las
nifias fue el indice de masa corporal para la edad (IMC/edad)
y se utiliz6 el percentil 95 como punto de corte para definir
obesidad, el percentil 85 para estimar sobrepeso y para
determinar bajo peso el percentil 5.

Para la obtencién de los datos se utilizé el método statu
quo (14), que consiste en preguntar a las adolescentes si han
tenido la primera regla. El cilculo de la edad de la menarquia
serealizé por medio de un andlisis de regresién lineal mediante
la prueba probit (15) utilizando la frecuencia de respuesta
afirmativa. Para el analisis de las variables se utiliz6 la regresién
por pasos y el anélisis de medias ANOV A, mediante el paquete
estadistico SPSS, versién 10 (16). Para definir una edad de la
menarquia temprana se consider6 el punto de corte de 11 afios
de edad segiin Freedman et al (17).

RESULTADOS

La edad de la menarquia se calculé por medio de un anélisis
de regresion probitica, obteniéndose un valor mediano de 12,06
+ 0,44 afios.

La distribucién de las nifias por estrato econdémico se
muestra en la Tabla 1. Como consecuencia de haber
considerado dinicamente escuelas publicas se observ un bajo
porcentaje de nifias del nivel socioeconémico alto (3,39%),
por lo que al momento de hacer la comparacién de medias se
eliming esta parte de la muestra. La edad de la menarquia
presenté diferencias significativas de acuerdo al nivel
socioecondémico, 12,27 afios en el nivel socioeconémico bajo
y 11,89 en el nivel medio (p<0,01).

TABLA1
Distribucién de las nifias de acuerdo al nivel
socioecondémico y la aparicién de la menarquia

Nivel Premenérquicas Postmenarquicas Total
Socioeconémico
Bajo 194 170 364 (42.47%)
Medio 136 328 464 (54.14%)
Alto 16 13 29 (3.39%)
346 511 857 (100%)

En cuanto al peso, se observé que éste fue significativamente
mayor en las nifias que alcanzaron su menarquia respecto a las
nifias premenérquicas de la misma edad (p < 0,01) (Figura 1).

Entre las nifias con menarquia, la prevalencia de sobrepeso y
obesidad fue de 18.8 y 7.7 %, respectivamente.

FIGURA 1
Peso de las nifias pre y post mendrquicas de acuerdo
a laedad (n = 857)
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En la Figura 2 se observa que las nifias con menarquia
fueron més altas que las premendrquicas (p < 0,01), sobre
todo las que presentaron una menarquia temprana (14,58%).
Sin embargo, 1a pendiente de la curva de talla fue mayor en
las nifias sin menarquia que la de las nifias postmendarquicas.
Por medio de un anilisis de regresién por pasos, se encontré
una asociacién altamente significativa entre la talla y la edad
de la menarquia (p < 0,01).

FIGURA 2
Talla de las nifias pre y post mendrquicas de acuerdo
alaedad (n = 857)
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DISCUSION

La edad de 1a menarquia ha sufrido un cambio secular en
la mayoria de las poblaciones occidentales en los tiltimos afios.
En los pafses europeos este cambio se asocia con mejores
condiciones en el estilo de vida de la poblacién, sobre todo en
el aspecto nutricional (18). Olesen et al (19) reportaron que
en algunas regiones de Dinamarca la edad de la menarquia
estd en continuo descenso. Okasha et al (18), en Inglaterra,
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encontraron una diferencia de la edad de la menarquia de casi
un afio entre las mujeres nacidas a principios del siglo XXy
la segunda mitad del mismo (13,2 y 12,5 afios,
respectivamente). Este comportamiento se aprecié también
en lapoblacién de Portugal, en donde la edad de la menarquia
disminuy6 de 15 afios en 1880 a 12,44 en 1990 (20).
Asimismo, en Espaiia, para 1995 Gonzélez-Apraiz y Rebato
reportaron una mediana de 12,73 afios (21). En el afio 2000,
Marrodan et al (22) constatan una marcada tendencia secular
en las dltimas décadas, asi como una aproximacién entre las
diversas regiones espafiolas, observando para el medio rural
de Madrid una edad de 12,90 afios y de 12,79 para el urbano,
respectivamente. Tales valores resultan, por otra parte, muy
cercanos a los obtenidos en otras poblaciones europeas del
admbito mediterraneo, incluida la poblacién de origen turco
residente en Alemania (23).

En cuanto a la edad de la menarquia en Latinoamericana,
también se ha observado un cambio secular en las iltimas
décadas. Diferentes estudios han reportado una madurez sexual
relativamente m4s temprana en esta regién en relacién con
poblaciones europeas. En Argentina se encontré una edad
mediana de 1a menarquia de 12,5 afios para poblacién urbana
(24), en el 4rea metropolitana de Chile fue de 12,7 afios (25) y
en Cuba de 13,01 afios (1). En un estudio nacional realizado
en Venezuela, el valor reportado para el drea urbana fue de
12,56 afios, mientras que para el drea rural fue de 12,91 afios
(26).

En el caso de la poblacién estadounidense, Chumlea et al
(27) encontraron un valor mediano de 1a edad de 1a menarquia
de 12,43 afios, sin ser estadisticamente diferente al valor
reportado en décadas anteriores en el mismo pais.

La edad de la menarquia para la poblacién mexicana, salvo
algunas excepciones, se encuentra alrededor de los 12 afios
de edad (28). En una localidad urbana de Mérida, Yucatén el
valor reportado fue de 12,09 afios (29), mientras que en 4reas
urbanas y rurales de Oaxaca el valor fue de 14,27 aiios (30).

En el presente estudio, el valor mediano de la edad de la
menarquia fue de 12,06 + 0,44 afios y coincide con lo reportado
por Aréchiga et al (18) y por Wolansky et al (19) para poblacién
mexicana del medio urbano. Aréchiga et al (18) sugirieron
que la diferencia en la edad de la menarquia entre las nifias
mexicanas y la de otras poblaciones mas avanzadas puede
deberse més que a condiciones ambientales, a un factor
hereditario muy importante en la etapa de maduracién. Este
mismo hecho ha sido comprobado a través de estudios de
maduracién Gsea, en donde se ha visto que las mexicanas
maduran mis temprano que_ las inglesas a pesar de las
diferencias socioecondémicas que existen entre ambos paises
31).

Por otra parte, Bogin (32) sostiene que la edad de la
menarquia es un buen indicador de las condiciones
medioambientales prevalecientes durante el crecimiento de

las nifias. Ayatollahi et al (33) reportaron que el nivel
socioetonémico y el estado nutricional son predictores de la
edad de la menarquia, de la misma manera que Johnston (34)
seflala que las nifias de estratos econémicos bajos presentan
una menarquia més tardia que las nifias de estratos altos.

Al respecto, en este estudio se encontré una relacién
significativa entre el nivel socioeconémico de las nifias y la
aparicién de la menarquia (p<0,01). Estas diferencias fueron
evidentes entre el nivel socioeconémico bajo, en donde la
edad de la menarquia fue de 12,27 afios y el estrato medio
cuya edad fue de 11,89 afios. Este tipo de resultados también
fue reportado por Torres-Mejia et al (35) quienes encontraron
una asociacién significativa entre la edad de la menarquia
temprana y el nivel socioeconémico alto en adolescentes
mexicanas. En poblacién venezolana se reportaron diferencias
significativas en la edad de la menarquia entre los estratos
socioeconémicos extremos, 12,55 afios para el nivel
socioeconémico alto y 12,80 afios para el nivel
socioeconémico bajo.

Por otra parte Muzzo (36) publicé que mientras varios
autores asocian el nivel socioeconémico alto a la edad de la
menarquia temprana en Chile, otros estudios atribuyen esa
caracteristica a un factor étnico dado que las chilenas de
cualquier nivel socioeconémico, presentan edades promedio
de menarquia menores a la de los paises desarrollados.

En relacién al peso se encontré que su asociacién con la
edad de la menarquia no fue significativa, atin cuando las nifias
que alcanzaron su menarquia tuvieron un peso
significativamente mayor que las nifias premendrquicas de la

misma edad (p < 0,01). La prevalencia de sobrepeso entre las

nifias con menarquia fue de 18,8% y de obesidad de 7,7%. Al
respecto, Adair y Gordon-Larsen (37) reportaron que la
prevalencia de sobrepeso entre las adolescentes de Estados
Unidos fue significativamente-més alta en las nifias que
presentaron menarquia temprana.

Por otro lado, las nifias con menarquia presentaron una
talla mayor en relacién con las premendarquicas, sobre todo
aquellas que tuvieron una menarquia temprana. Este resultado
coincide con el de varios autores, quienes han publicado una
relacién inversa entre la talla en la nifiez y la edad de la
menarquia (17, 38 - 40). En este mismo sentido, Tanner, en
1978, public6 que la menarquia aparece en el punto de maxima
velocidad en talla y que a partir de ese momento la veIOC1dad
de crecimiento empieza a disminuir (41).

En conclusién, la edad de la menarquia para las mujeres
del noroeste de México fue de 12,06 + 0,44 afios y presentd
una fuerte asociacién con la talla y con el nivel
socioeconémico de las mismas. Por otra parte, considerando
que alrededor del 70% de la poblacién mexicana tiene un
nivel socioeconémico bajo (42), es posible que la edad de la
menarquia sea el resultado de interacciones genéticas y
ambientales.
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Patrones alimentarios y su relacion con sobrepeso y obesidad
en ninas chilenas de nivel socioeconémico medio alto
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RESUMEN. El objetivo del presente estudio fue la identificacién
de patrones alimentarios y su asociacién con la presencia de obesidad
o sobrepeso en nifias. Se selecciond una muestra de 108 nifias entre
8y 11 afios de nivel socioeconémico medio alto en un colegio privado
de Santiago de Chile. A estas nifias se les determind el indice de
masa corporal y se les aplicé una encuesta de frecuencia de consumo
de alimentos cuantificada y de actividad fisica (validada en el Proyecto
FAO/MINEDUC/INTA “Educacién en nutricién en la ensefianza
basica”). Por medio del anélisis factorial se obtuvieron cuatro factores
que representan patrones alimentarios diferentes, y explican 54% de
la variacién total. El primer factor se caracterizé por una dieta basada
en el consumo de alimentos de alta densidad energética (comida
répida, helados, chocolates, papas fritas, “snacks”); el segundo por
una dieta saludable (l4cteos, frutas y verduras); el tercero por laingesta
de bebidas gaseosas (con y sin azicar) y el cuarto por una dieta rica
en alimentos de alta densidad energética y azicares (pan, cecinas,
dulces). Los cuatro patrones alimentarios se relacionaron mediante
unaregresién logistica con la presencia o no de sobrepeso y obesidad,
obteniéndose que el primer patrén, alimentos de alta densidad
energética, se asocid significativamente con la presencia de obesidad
(OR=1,86;95% IC: 1,12 - 3,09). Los resultados de este estudio son
consistentes con los obtenidos en otros paises.

Palabras clave: Anilisis factorial, regresién logistica, patrones
alimentarios, obesidad, nifios.

INTRODUCCION

Generalmente los alimentos se consumen en forma
combinada, lo que hace dificil determinar los efectos de ellos
separadamente con relacién a alguna patologia como la
obesidad (1). Una forma posible de examinar el efecto
combinado de la ingesta de alimentos es mediante la obtencién
de patrones alimentarios utilizando métodos estadisticos
multivariados.

A nivel internacional la mayoria de los estudios de
bisqueda de patrones alimentarios, basados en encuestas
alimentarias, y su asociacién con diferentes enfermedades y
caracteristicas socioeconémicas, han sido realizados en adultos
(1-8). Se ha encontrado que los patrones alimentarios varfan
segiin el sexo, la raza'y el nivel socioeconémico (NSE). En un
estudio de cohorte prospectivo, en una muestra de 44.875
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SUMMARY. Dietary patterns and its relation with overweight
and obesity in Chilean girls of medium-high socioeconomic level.
The aim of the present study was to identify dietary patterns in girls
and to assess their association with obesity or overweight. A school-
based sample of 108 girls between 8 and 11 years of medium-high
socioeconomic level was selected in Santiago, Chile. The body mass
index was calculated and a quantified food frequency and physical
activity questionnaires (validated in the FAO/MINEDUC/INTA
Project Nutritional Education in primary schools) were applied. Four
distinct dietary factors or patterns were obtained explaining 54% of
the total variation using factorial analysis. The first factor was
characterized by an energy-dense diet (high consumption of fat foods,
ice creams, chocolates, French fries, snacks). The second factor
represented a healthy diet (dairy products, fruits and salads). The
third factor represented intake of soft drinks (either with or without
sugar). The fourth factor represented a diet rich in calories and sugars
(bread, sausages, sweets). The association between the four dietary
factors and overweight/obesity was assessed through logistic
regression models. The first factor, energy-dense foods, was the only
one significantly associated with the presence of obesity (OR = 1.86;
95% CI: 1.12 — 3.09). The results of this research about dietary
patterns are consistent with studies carried out in other countries.
Key words: Factorial analysis, logistic regression, dietary patterns,
obesity, children.

hombres norteamericanos entre 40 y 75 afios, sin diagndstico
de enfermedades cardiovasculares ni cancer, se identificaron
2 patrones alimentarios: un primer factor caracterizado por la
ingesta de vegetales, frutas, legumbres, etc, denominado
“factor prudente” y un segundo factor, identificado como
“patrén occidental” (carnes rojas, carnes procesadas, grasas,
papas fritas, dulces, etc.). En el estudio se encontré6 que
aquellos sujetos con un alto consumo de alimentos tipo
occidental tenfan mayor riesgo de sufrir enfermedades
coronarias y cancer de colon, mostrando que el consumo de
alimentos puede predecir significativamente la incidencia de
enfermedades coronarias (5). En Noruega (8), en una muestra
de 37.226 mujeres de 41-56 afios con céncer, se identificaron
seis patrones dietarios y cada uno de ellos fue asociado a
diferentes estilos de vida y caracteristicas sociodemograficas.

En nifios, se han publicado estudios de patrones
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alimentarios en Gran Bretafia, EE.UU. y Espaifia. En Gran
Bretafia (9), se realizé un estudio multivariado de la dieta de
10.139 nifios de 3 afios que eran parte del estudio ALSPAC
(Avon Longitudinal Study of Pregnancy and Childhood). El
estudio fue repetido a los 4 y 7 afios encontrando cqnsistencia
en los patrones alimentarios obtenidos en las dos edades (10).
En EE.UU. (11) a partir de una muestra por conveniencia de
101 nifias saludables entre 8 y 12 afios que formaban parte de
un estudio longitudinal de crecimiento y desarrollo, se
obtuvieron patrones dietarios y la asociacidn de esos patrones,
establecidos durante la nifiez, con cambios en el puntaje z del
indice de masa corporal (IMC) en la adolescencia. En Espaiia
(12) un estudio realizado en nifios, adolescentes y jévenes entre
2 y 20 afios de edad, obtuvo 5 patrones alimentarios que
también fueron relacionados con caracteristicas sociales,
econdmicas y de estilo de vida.

Es sabido que la dieta se asocia a enfermedades crénicas
como las cardiovasculares, la obesidad, la diabetes, la
hipertensién y algunos tipos de cincer. Adicionalmente, la dieta
es uno de los factores de riesgo posibles de modificar.
Considerando la pesada carga de morbilidad y mortalidad que
representan las citadas enfermedades crénicas actualmente,
es de suma importancia determinar patrones alimentarios, tanto
en nifios como en adultos, con el fin de que sirvan de base
para el disefio de intervenciones educativas orientadas a su
prevencion. ,

La literatura reporta patrones alimentarios basados en cues-
tionarios de frecuencias de alimentos obtenidos por diferen-
tes métodos: por andlisis de componentes principales o andli-
sis factorial, por la similitud de los nutrientes que componen
algunos de los alimentos y por grupos de alimentos
predefinidos (4).

En Chile son pocos los estudios realizados para investigar
el consumo de alimentos tanto en adultos como en nifios, no
existiendo reportes de patrones alimentarios basados en en-
cuestas alimentarias de 24 horas o de otro tipo. En escolares,
se realiz6 un estudio sobre patrones alimentarios y de activi-
dad fisica en 340 nifios de kinder a 4to basico de la regién de
Aysén (13) donde se determiné un indice de calidad global de
la alimentacién. En el marco del estudio FAO/MINEDUC/
INTA (14) se estimo el estado nutricional y el consumo de
algunos alimentos en escolares entre 8 y 13 afios de NSE bajo
en tres regiones de Chile: norte, centro y sur, elaborando gru-
pos de alimentos predefinidos. Al afio siguiente, aplicando la
misma metodologia utilizada en el proyecto de la FAO se ob-
tuvo informacién sobre alimentacién y actividad fisica en es-
colares mujeres de NSE medio alto (15), con el objetivo de
compararlos. A estas nifias se les determiné el IMC y se les
aplic6 una encuesta sobre consumo de alimentos y actividad
fisica, encontrandose diferencias significativas en el consumo
de lacteos, pan, bebidas dulces y “snacks” en las nifias de NSE
medio alto con relacién a las nifias de NSE bajo.

Con los datos provenientes del estudio en escolares de
sexo femenino y NSE medio alto se construirdn patrones
alimentarios para analizar su asociacién con el sobrepeso y la
obesidad. Para la realizacién de los andlisis se utilizaron ali-
mentos de amplio consumo en los escolares.

METODOS

Los resultados de este estudio se basan en una muestra de
108 escolares entre 8 y 11 afios de un colegio privado de la
Regién Metropolitana de Santiago de Chile, de NSE medio
alto, que cursaban entre 3° y 6° basico y que formaron parte
de un estudio descriptivo de corte transversal para determi-
nar el estado nutricional, el consumo de alimentos y la activi-
dad fisica (15). La eleccién de la muestra se realizé seleccio-
nando aleatoriamente un curso por nivel y se incluyé en la
muestra a todas las nifias de los cursos seleccionados.

Para evaluar el estado nutricional de las nifias se efectua-
ron mediciones de peso y talla, a cargo de nutricionistas en-
trenadas, las que utilizaron una balanza Seca con cartabén
modelo 713, cuya escala presentaba una sensibilidad de 0,2
kg para el peso y 1 mm para la estatura.

El estado nutricional se determind utilizando el IMC (kg/
m?) y las tablas de CDC/NCHS (16). Los puntos de corte para
clasificar el estado nutricional fueron los siguientes: bajo peso
IMC percentil <10; peso normal IMC percentil =10 - <85;
sobrepeso IMC percentil 85-94; obeso IMC percentil =95,
actualmente aceptados por el Ministerio de Salud de Chile
para la evaluacién del menor de 18 afios (17).

Paraestimar el consumo de alimentos de las nifias se apli-
c6 una encuesta de frecuencia de consumo cuantificada
(EFCC), previamente validada en el proyecto FAO/
MINEDUC/INTA “Educacién en nutricién en la ensefianza
bésica” (14). Segin la frecuencia semanal y el tamafio de las
porciones consumidas cada vez se estimé el promedio diario
de consumo del alimento en gramos + el error estandar (18).
Las encuestas fueron realizadas por nutricionistas entrena-
das.

Los alimentos seleccionados fueron: leche y yogurt, (con-
siderados juntos en el item lacteos); helados; frutas, ensala-
das; completos (hot-dogs), pan, cecinas o embutidos (morta-
dela, jamonada, vienesas, etc.), bebidas gaseosas (incluyen
las bebidas y refrescos en polvo con aziicar), bebidas “light”
(sin azicar), chocolates, “sopaipillas” (masas fritas) y papas
fritas no envasadas (estas dos tltimas fueron consideradas
juntas como frituras), productos salados envasados (ramitas,
papas fritas, etc.) y productos dulces envasados (galletas con
y sin relleno, caramelos, etc.).

Métodos estadisticos
Se realizé un andlisis factorial (AF), utilizando el método
de estimacidn del factor principal con rotacién varimax (19).
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En el AF se crean factores que son interpretables y que se
pueden utilizar para describir una situacién compleja. La in-
terpretacion de los factores, que no viene dada a priori, sera
deducida tras observar la relacién de estos factores con las
variables iniciales (por lo tanto hay que estudiar tanto el signo
como la magnitud de los valores).

Utilizando los puntajes de los factores seleccionados del
AF como variables predictoras y la presencia de obesidad como
variable respuesta (sobrepeso u obesas) se realizé un anélisis
de regresion logistica para buscar asociacion entre los patro-
nes alimentarios obtenidos y la obesidad (65,7% de las nifias
tenia peso normal y 34,3% presentaba sobrepeso u obesidad)
por medio de una regresion logistica. Para la realizacion de
los andlisis se utilizaron alimentos de amplio consumo en los
escolares y el estado nutricional. La regresion logistica es un
método que relaciona la probabilidad de que ocurra un deter-
minado suceso (la variable dependiente o variable respuesta
que es una variable dicotomica o de dos posibles valores) en
funcion de varias variables que pueden ser cualitativas o cuan-
titativas.

Todos los analisis fueron realizados con STATA (20) y
SAS (21).

RESULTADOS

En la Tabla 1se muestran los promedios, error estandar e
intervalos de confianza (IC) al 95% de los alimentos analiza-
dos. A pesar de que las nifias pertenecen a un NSE medio
alto, se puede observar que el consumo de leche, frutas y ver-
duras estd por debajo de lo recomendado para el grupo de
edad por las Guias Alimentarias Chilenas (22) y laOMS (23)
(600 ml/dia'y = 400 g/dia, respectivamente).

TABLA 1
Consumo promedio diario en gramos de alimentos
por las escolares chilenas, error estandar (ES) e intervalos
de confianza (IC) al 95%

Alimentos Promedio (g/dia) ES IC 95%
Lacteos 467,2 21,54 424,52-509,91
Helados 17,7 2,18 13,39-22,04
Fruta 190,8 17,16 156,82-224,85
Ensaladas 40,8 4,18 32,46-49,04
Pan 81,1 6,72 67,77 - 94,40
Cecinas 28,8 2,69 23,45-34,13
Bebidas gaseosas 309,9 33,05 244,44 - 375,44
Bebidas “light” 181,2 34,26 113,29-249,10
Chocolates 13,5 1,97 9,56-17,36
Completos 7,5 1,06 5,44 - 9,64
Fritura 17,4 2,53 12,41-22,43
Productos salados 18,7 2,41 13,91 -23,47
Productos dulces 17,9 3,02 11,89-23,88

La Figura 1 muestra la distribucion del estado nutricional
del grupo de nifias estudiadas. EIl 8,3% de las nifias son obe-
sas y 25,9% tienen sobrepeso, cifras menores que las encon-
tradas en otros estudios en nifias chilenas de NSE bajo o me-
dio bajo (14, 24).

FIGURA 1
Estado nutricional de las escolares chilenas
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El AF identifico cuatro factores que representan patrones
alimentarios para las nifias de NSE medio alto. Los cuatro
primeros factores explican 54% de la varianza, a partir del
quinto factor se explica menos de 9% de la variacidn total. La
Tabla 2 muestra los pesos de los alimentos en los factores.
Cada uno de los factores fue identificado y caracterizado por
la importancia de las variables.

TABLA 2
Peso de los alimentos para los cuatro patrones alimentarios
identificados en las escolares chilenas

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4

Léacteos (leche + yogurt) 0,09 0,65 -0,32 0,01
Helados 0,66 -0,08 0,00 0,21
Frutas -0,13 0,69 0,13 -0,01
Ensaladas 0,04 0,75 -0,04 0,08
Panes 0,09 0,13 0,18 0,75
Cecinas 0,30 0,15 0,09 0,60
Bebidas gaseosas 0,10 0,14 0,85 0,17
Bebidas diet 0,06 0,28 -0,80 0,10
Chocolates 0,67 -0,03 0,04 0,05
Completos (“Hot-dogs™) 0,44 -0,14 0,06 0,06
Frituras 0,79 0,10 0,03 -0,03
Productos salados 0,45 -0,38 -0,07 0,35
Productos dulces -0,14 -0,21 -0,14 0,65
% de varianza explicada 19 14 n 9

% de varianza acumulada 19 33 45 54
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El primer factor estd constituido por el consumo de hela-
dos, chocolates, completos, frituras y productos envasados
salados, es decir, representa una dieta basada en alimentos de
alta densidad energética, considerados poco saludables cuan-
do se consumen en exceso. El segundo factor esta constituido
por el consumo de licteos, frutas y verduras, lo que represen-
ta una dieta saludable. El tercer factor esta constituido por la
ingesta de bebidas gaseosas con y sin aziicar de manera inver-
sa, representando este factor, el patrén de las bebidas. Y el
cuarto factor est4 constituido por el consumo de pan, cecinas
y productos envasados dulces, alimentos de alta densidad ener-
gética que también representan un riesgo por su elevado apor-
te de calorias, contenido de grasas saturadas (cecinas) y azi-
car, en el caso de los productos envasados dulces.

En la regresion logistica se asociaron los factores que re-
presentan los cuatro patrones alimentarios con la presencia o
no de sobrepeso y obesidad (65,7% normales y 34,3%
sobrepeso-obesos). Se obtuvo que sélo el primer factor
alimentario, representado por alimentos de alta densidad ener-
gética, se asocia con la presencia de obesidad o sobrepeso (OR=
1,86;95% IC: 1,12 - 3,09), lo que significa que la ingesta de
estos alimentos aumenta 86% la posibilidad de sobrepeso y
obesidad en las nifias estudiadas (Tabla 3).

- TABLA3
Asociacién entre los patrones alimentarios y el sobrepeso y
obesidad por medio de un modelo de regresién logistica
para las escolares chilenas®

Coeficientes ES z p
Constante -0,61 0,21 -2,86 0,004
Factor 1 0,62 0,26 2,41 0,016
Factor 2 0,19 0,22 0,87 0,383
Factor 3 -0,29 0,22 -1,34 0,181
Factor 4 0,05 0,23 0,20 0,845
Variables OR z IC 95% p
Factor 1 1,86 2,41 1,12 - 3,09 - 0,016
- Factor 2 1,21 0,87 0,79 - 1,88 0,383
Factor 3 0,75 -1,34 049 - 1,15 0,181
Factor 4 1,05 0,20 0,66 - 1,65 0,845
‘Hosmer-Lemeshow chi?(8) = 4,18  p=0,8403
DISCUSION

En este estudio se identificaron cuatro patrones alimentarios
sobre consumo de alimentos en nifias entre 8 y 11 afios de
NSE medio alto asistentes a un colegio privado de Santiago
de Chile como resultado de la aplicacién de un AF con rota-
cién varimax. Aunque la varianza explicada por los cuatro
primeros factores obtenidos en el estudio es poca (54%) es

superior a la reportada en otros estudios realizados con los
mismos fines (3,5,9-10). De los cuatro factores obtenidos, el
primero, patrén dietético constituido por alimentos de alta
densidad energética como helados, frituras (papas fritas y
sopaipillas), chocolates, completos y productos envasados
salados, explica 19% de la variacién total y se asocia
significativamente con el sobrepeso y la obesidad.

Algunos autores a nivel internacional, han reportado pa-
trones alimentarios basados en cuestionarios de frecuencias
de alimentos en estudios de cohorte por medio de AF o Ana-
lisis de Componentes Principales (ACP). Otros autores cons-
truyeron grupos de alimentos basados en la similitud de los
nutrientes que componen a los alimentos mientras otros usa-
ron grupos de alimentos predefinidos.

Hay autores que plantean que el uso de ACP y AF (25-27)
para la obtencién de patrones dietarios no tiene grandes ven-
tajas sobre otros métodos menos complicados utilizados, prin-
cipalmente por la subjetividad en la construccién de los fac-
tores, muchos de ellos los utilizan y los proponen como mé-
todos a seguir en la construccién de patrones alimentarios.
Northstone y Emmett (10) encontraron tres patrones
alimentarios utilizando ACP en una muestra de nifios entre 4
y 7 afios de edad cuyo primer componente es muy similar al
primer factor obtenido en nuestro estudio. Aranceta y cols.
(12) encontraron cinco patrones alimentarios, por medio de
un AF, en una muestra de nifios, adolescentes y jévenes entre
2 y 24 afios cuyo segundo factor es un factor de alta densidad
energética similar al encontrado en nuestro estudio. Estos
patrones fueron relacionados con factores sociodemogréficos
y de estilo de vida.

En Chile, en los tltimos afios, se han realizado estudios
sobre el consumo de alimentos basados en cuestionarios de
frecuencias de consumo de alimentos cuantificadas en nifios
de NSE bajo o medio bajo. Los alimentos de este estudio, se
agruparon de la siguiente forma: un grupo determinado por
todos los l4cteos; otro grupo por las frutas y las verduras; otro
grupo formado por las frituras, chocolates, productos enva-
sados dulces y salados, completos (“hot-dogs™), etc., grupo
denominado “snacks”; y otro grupo formado por las bebidas
con y sin azicar y el pan. Este se analizé separado debido a
su alta ingesta en la poblacién chilena. En esos estudios se ha
encontrado un bajo consumo de l4cteos, verduras, frutas y
pescado, un elevado consumo de pan y de alimentos de alta
densidad energética, ricos en grasas saturadas, azicar y/o sal,
consumidos diariamente por los nifios entre las comidas, que
en algunos casos llegan a representar 40% o mas de sus nece-
sidades energéticas diarias (13-14,24,28).

Olivares y cols. (14), estudiaron la asociacién entre el
consumo de ldcteos, frutas y verduras, “snacks”, bebidas y
pany el estado nutricional (obesos vs. normales) de escolares
chilenos de NSE bajo en tres regiones del pafs, encontrdndo-
se unarelacién negativa entre el consumo de lacteos y la obe-
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sidad, los nifios obesos consumian menor cantidad de licteos
que los de peso normal. No se encontré asociacién con el
resto de los alimentos.

Phillips y cols. (29) estudiaron la relacién entre el consu-
mo de “snacks” de alta densidad energética, el IMC y el por-
centaje de grasa corporal en un estudio longitudinal en nifias
de peso normal de 8 a 12 afios, y relacionaron estos datos con
las horas que las nifias veian televisién. Los “snacks” inclu-
yeron galletas, helados, papas fritas, bebidas con azitcar y
dulces. Los efectos mixtos del modelo lineal aplicado no en-
contraron relacién entre el consumo total de “snacks” con el
IMC o el porcentaje de grasa corporal. A los 10 afios de se-
guimiento, sélo las bebidas con aziicar mostraron una rela-
cién significativa con el IMC, pero no con el porcentaje de
grasa corporal. Adicionalmente, los autores encontraron una
relacién significativa entre el consumo de “snacks” de alta
densidad energética y el tiempo que las nifias miraban TV,

Estudios nacionales realizados en EE.UU. han destacado
que ademds del aumento en el consumo de “snacks” (30), el
de alimentos con azicar agregada constituyen motivo de es-
pecial preocupacién. Se sefiala que el consumo de azicar en
los nifios y nifias de 12 a 17 afios alcanza 20% de las calorias
totales y la mayoria proviene de las bebidas y refrescos con
azicar (31).

En el presente estudio, las bebidas y los dulces aparecie-
ron como tercer y cuarto factor en orden de importancia en la
alimentacién de las nifias de NSE medio alto, si bien no se
encontré asociacién con su estado nutricional. Cabe hacer
notar que 48% (10-11 afios) y 40% (12-13 afios) de las nifias
de este estudio, miraban m4s de 3 horas diarias de TV durante
los dias de colegio.

Aunque los resultados de este estudio muestran un mayor
consumo de lacteos con respecto a los resultados reportados
en nifios de NSE bajo, éste sigue siendo inferior a lo reco-
mendado para el grupo de edad, asi como el consumo de ver-
duras y frutas, que es similar al encontrado en los estudios
realizados en nifios de NSE bajo, representando la mitad de lo
recomendado (14-15,24). Estos resultados permiten verificar
que los escolares chilenos presentan patrones alimentarios
inadecuados, ricos en alimentos de alto contenido energético
Yy en aziicares, independientemente del NSE al que pertene-
cen. Vasquez y cols. (32) al estudiar el consumo de alimentos
en escolares de Madrid, también encontraron un consumo de
licteos y verduras inferior al recomendado, en tanto el consu-
mo de embutidos, dulces, “snacks” y platos preparados era
muy superior a las recomendaciones.

Los efectos arrojados por los patrones alimentarios obte-
nidos, en especial por el primer patrén, que mostré una rela-
cién con la obesidad, y la asociacién de ésta con otras enfer-
medades crénicas, sirven de advertencia y preocupacién por
la dieta de los escolares, tanto al disefiar los programas
alimentarios como las intervenciones educativas orientadas a

mejorar sus habitos, si se considera que la dieta es uno de los
factores de riesgo posibles de modificar.

Laidentificacién de patrones alimentarios en distintos gru-
pos de edad y NSE y su evolucién, pueden servir de base para
disefiar intervenciones y evaluar el efecto de las politicas y
programas de promocién de la salud que se estdn
implementando en el pafs.
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RESUMEN. El uso actual de los antibiéticos no se da tinicamente
con fines terapéuticos, sino que se ha extendido hacia la prevensién
de enfermedades y como promotores del crecimiento en animales.
Esta practicas han llevado a la progapacién de resistencia a
antibiéticos, lo cual representa un riesgo en Salud Publica. En el
presente estudio, se evalud el perfil de sensibilidad a antibiéticos de
20 cepas de Listeria monocytogenes y 40 cepas de Salmonella spp.
aisladas a partir de alimentos y se comparé con los perfiles de
sensibilidad de 20 cepas de L. monocytogenes 'y 100 de Salmonella
sp de origen clinico. El 95% de las cepas de L. monocytoges aisladas
a partir de alimentos fue sensible a ampicilina, comparado con el
65% de las cepas de origen clinico. De la misma manera, el 100% de
las cepas alimentarias mostraron sensibilidad a la gentamicina,
comparado en el 85% de las cepas clinicas. El 95% de ambas mostré
sensibilidad a tripetropin sulfametoxazol y el 100% a ciprofloxacina.
Con respecto a Salmonella spp., para los antibidticos trimetoprim
sulfametoxazol, gentamicina, ciprofloxacina, 4cido nalidixico y
amoxicilina/dcido clavulanico, los porcentajes de sensibilidad fueron
similares, sin embargo, las cepas de origen alimentario mostraron un
97,5% y un 82.5% de sensibilidad a la tetraciclina y cefalexina
respectivamente, comparado con un 83%y 90% obtenido a partir de
las cepas de origen clinico. Los resultados obtenidos ponen de
manifiesto el riesgo potencial que representan las cepas bacterianas
aisladas de alimentos en la transmision de resistencia a los
antibiéticos.

Palabras clave: Listeria monocytogenes, Salmonella, perfil de
sensibilidad a los antibidticos.

INTRODUCCION

Las enfermedades de transmisién alimentaria han
presentado, en los dltimos afios, un aumento significativo en
su frecuencia. Entre los principales patégenos involucrados,
se encuentran Salmonella spp. y Listeria monocytogenes, entre
otros. Estos agentes producen una morbilidad y mortalidad
importante, aunado a altos costos para el sector salud (1).

Estas infecciones requieren, generalmente, tratamiento con
agentes antimicrobianos, con el fin de reducir la mortalidad y
morbilidad asociadas (2).

El uso indiscriminado de antibiéticos en diversas
précticas, incluyendo las médicas, veterinarias y agricolas
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SUMMARY. Comparison of the antibiotics sensibility pattern
of Listeria monocytogenes and Salmonella spp. strains isolated
from food with clinical origin samples. The actual use of antibiot-
ics includes, not just its therapeutic cases, but also for disease pre-
vention and as a growth promoter in animals. These practices have
resulted in the propagation of resistance to antibiotics, representing
a threat for Public Health. In this work, the antibiotic sensibility
pattern of 20 Listeria monocytogenes and 40 Salmonella spp. strains,
isolated from foodstuff was studied and compared with the antibi-
otic sensibility patterns of 20 L. monocytogenes and 100 Salmonella
strains of clinical origin. 95% of the L. monocytogenes strains iso-
lated from food were sensible to ampicillin, compared with the 65%
of the clinical origin strains. Same way, 100% of food strains were
sensible to gentamicin, compared with 85% of clinical origin strains.
95% of both showed sensibility to trimethoprim sulfametoxazole
and 100% to ciprofloxacin. For Salmonella spp., the sensibility pat-
terns for trimethoprim sulfametoxazole, gentamicin, ciprofloxacin,
nalidixic acid and amoxicilin/clavulanic acid from both origins were
similar. Nevertheless, food origin strains showed a 97,5% and 82,5%
sensibility for tetracycline and cephalosporin respectively, compared
with a 83 and 90% sensibility shown by clinical origin strains. The
results obtained demonstrate the potential risk that bacterial strains
isolated from food represent in the transmission of antibiotics’ resis-
tance. :
Key words: Listeria monocytogenes, Salmonella, sensibility pat-
tern to antibiotics.
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resulta en una presién selectiva sobre las bacterias,
contribuyendo a la seleccién de microorganismos con patrones
de resistencia a antibi6ticos (3-6). La presencia y persistencia
de bacterias resistentes a antibdoticos ha sido descrita en
diferentes ambientes, incluyendo suelos (7), agua superficial
y potable (8,9) y alimentos (10) y representa un creciente
problema de Salud Pidblica. En el caso de Listeria
monocytogenes, se describe una creciente incidencia,
especialmente en alimentos listos para consumir y que son
conservados en refrigeracién por tiempo prolongado (11). Al
mismo tiempo, se describe un aumento en la transferencia de
factores de resistencia por conjugacién de plasmidos y
transposones a partir de Enterococcus y Streptococcus (12).
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Para Salmonella spp., se ha descrito una rapida y creciente
emergencia de cepas multirresistentes provenientes de animales
y humanos (2,13-15) lo cual incide en un creciente niimero de
fracasos terapéuticos (16). La resistencia a algunos
antibidticos, incluyendo P lactdmicos, tetraciclina,
cloranfenicol y trimetoprim sulfa es cada vez mayor (8,14).
Ademds, en los iltimos tiempos se ha observado, a nivel
mundial, la emergencia de cepas de S. typhimurium
multirresistentes, procedentes de animales y humanos (2).

Dado lo anterior, el propdsito del presente trabajo es
comparar la susceptibilidad a antibiéticos de cepas de L.
monocytogenes 'y Salmonella spp aisladas a partir de alimentos
con cepas de origen clinico de Costa Rica.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizé entre los meses de enero y abril del
2005 en el Laboratorio de Microbiologia de Aguas y Alimen-
tos de la Facultad de Microbiologia de 1a Universidad de Cos-
ta Rica.

Poblacién estudiada

Se analizé el perfil de sensibilidad a antibi6ticos de 20
cepas de Listeria monocytogenes y 40 cepas de Salmonella sp
aisladas e identificadas a partir de alimentos en el Laboratorio
de Microbiologia de Aguas y Alimentos de la Facultad de
Microbiologia de la Universidad de Costa Rica entre los afios
2002 y 2004.

Para la comparacién con cepas de origen clinico se utiliza-
ron registros de sensibilidad a antibiéticos de 100 cepas de
Salmonella y 20 cepas de Listeria monocytogenes aisladas
en el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Nacional de
Nifios entre los afios 2002 y 2004.

Prueba de sensibilidad a antibidticos

La susceptibilidad a los antibiéticos de las cepas aisladas
de muestras de alimentos se determiné por difusién en agar
usando discos impregnados con antibi6ticos de la casa comer-
cial Oxoid, segtin la técnica Kirby Bauer (17). El didmetro de
los halos de inhibicién fue medido e interpretado segiin las
recomendaciones del National Comittee for Clinical
Laboratory Standard (NCCLS) (18). Como control de cali-
dad, se emplearon las cepas E.coli ATCC 25922, para Gram
negativos y S. aureus ATCC 25923 para Gram positivos.

Para Listeria monocytogenes, se probaron los antibioticos
ampicilina (AMP 10 pg), penicilina (P 10 pg), tetraciclina (TE
30 pg), trimetoprim-sulfametoxazol (STX 25 pg), cloranfenicol
(C 30 pg.), gentamicina (CN 10 pg), ciprofloxacina (CIP 5
pg), clindamicina (CLI 5pg) y rifampicina (RIF 5 pg). Para
Salmonella spp, se incluyé tetraciclina (TE 30 pg),
trimetoprim-sulfametoxazol (STX 25 pg), gentamicina (CN
10 pg), ciprofloxacina (CIP 5 pg), neomicina (N 30 pg), 4cido

nalidixico (NA 30 pg), amoxicilina (AM10 pg), amoxicilina/
dcido clavulanico (AMC 10ug), cefalexina (Cl 30 pg) y
cloranfenicol (C 30 pg.)

Prueba de sensibilidad a antibidticos de cepas aisladas de
muestras clinicas

La prueba de sensibilidad a antibi6ticos de las cepas de
Listeria monocytogenes se realizé con el método
microdilucién, usando el sistema Vitek con la tarjeta de sen-
sibilidad GPS 107. Se determind la sensibilidad de los aisla-
mientos a 4 antibiticos de uso clinico: ampicilina, -
trimetoprim-sulfametoxazol, gentamicinay ciprofloxacina.

La prueba de sensibilidad de los aislamientos clinicos de
Salmonella sp se realizé también usando el sistema Vitek con
la tarjeta de sensibilidad GNS 204. Se probaron los
antibibticos tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol,
gentamicina, ciprofloxacina, dcido nalidixico, amoxicilina/
4cido clavulénico y cefalexina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la prueba de sensibilidad para los 20
cultivos de origen alimentario de Listeria monocytogenes se
muestran en la Tabla 1. De los 20 cultivos, el 95% presenté
sensibilidad a ampicilina, penicilina, trimetoprim
sulfametoxazol, rifampicina, amoxicilina y cloranfenicol. El
100% de los cultivos fue sensible a gentamicina,
ciprofloxacina y amoxicilina-dcido clavulénico, el 90% fue
sensible a tetraciclina. Los resultados para estos 10 antibiéticos
muestran una buena sensibilidad a antibiéticos de primera
eleccién, betalactimicos como ampicilina y penicilina y
aminoglucésidos como gentamicina y otros de segunda
eleccién como trimetoprim-sulfametoxazol y ciprofloxacina.
Sin embargo, los cultivos mostraron una resistenciade 95% a
cefalexina. El alto porcentaje de cultivos resistentes a
cefalosporinas es un evento bastante descrito en la literatura
(19). E1 100% de los cultivos mostré resistencia a
clindamicina. Este hallazgo concuerda con la resistencia
descrita de Listeria monocytogenes a este antibiético, como
lo demuestra los estudios de Saldar en el 2002, donde describié
96.2% de resistencia a clindamicina en 84 aislamientos de
pacientes con listeriosis sistémicas en un centro para pacientes
con céancer (10).

Es importante destacar que una de las cepas de L.
monocytogenes aislada a partir de alimentos (UCR Listeria
monocytogenes 20) presenté resistencia a 8 de los 12
antibiéticos probados, exceptuando gentaminicina,
ciprofloxacina, cefalexina y amoxicilina-acido clavulanico.

La presencia de cepas multirresistentes a antibiéticos en
Listeria monocytogenes es un fendmeno relativamente
reciente. Los estudios de Charpentier, 1999, demuestran la
adquisicién de resistencia a cloranfenicol, tetraciclinas,
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macrdélidos y trimetoprim-sulfametoxazol por transmisién de
“clusters” de genes de Enterococcus y Streptococcus hacia
Listeria monocytogenes. (12,20).

TABLA1
Perfil de sensibilidad a 12 antibiéticos de 20 cepas de
Listeria monocytogenes aisladas a partir de alimentos,

UCR, 2005
Antibibtico Porcentaje de sensibilidad
Ampicilina (19 120) 95%
Penicilina (19 720) 95%
Tetraciclina (18/20) 90%
Trimetoprim sulfametoxazol (19 720) 95%
Gentamicina (20/20)  100%
Ciprofloxacina (20/20)  100%
Clindamicina (0/20) 0%
Rifampicina (19 /20) 95%
Amoxicilina (19 720) 95%
Amoxicilina 4cido clavulénico (20/20)  100%
Cefalexina (1/20) 5%
Cloranfenicol (19 120) 95%

El perfil de sensibilidad a antibiéticos de los cultivos de
Listeria monocytogenes realizados a partir de muestras de
origen clinico se muestraenlaTabla2. Es importante resaltar
la resistencia a los antibiéticos de primera eleccién ampicilina
y gentamicina. De los 20 cultivos, el porcentaje de resistencia
a ampicilina fue de 35% y el de gentamicina fue de 15%.
Los cultivos mostraron una buena sensibilidad a antibi6ticos
de segunda eleccién como trimetoprim-sulfametoxazol, 95%
de sensibilidad, y ciprofloxacina 100% de sensibilidad.

TABLA?2
Perfil de sensibilidad a cuatro antibi6ticos de uso clinico de
20 cepas de Listeria monocytogenes aisladas de enfermedad
invasiva. Laboratorio de Bacteriologia, HNN, 2002-2004

Antibiético Porcentaje de sensiblidad
Ampicilina (13/20) 65%
Trimetoprim sulfametoxazol (19/20) 95%
Gentamicina (17720) 85%

Ciprofloxacina (20/20) 100%

Fuente: Laboratorio Clinico, Seccién de Bacteriologfa, Hospital
Nacional de Nifios.

Al comparar los cultivos de origen alimentario con los
clinicos, el perfil de sensibilidad a ampicilina y gentamicina
fue diferente en los primeros. E1 95% de las cepas de origen
alimentario fue sensible a ampicilina, mientras que sélo el
65% de las cepas de origen clinico fue sensible a este
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antibiético. E1 100% de las cepas aisladas de muestras de
alimentos fue sensible a gentamicina, comparado con el 85%
de los aislamientos clinicos.

El perfil de sensibilidad a antibi6ticos para Salmonella spp
aisladas a partir de muestras de origen alimentario se presenta
en la Tabla 3.

- TABLA3
Perfil de sensibilidad a antibi6ticos de 40 cepas de
Salmonella sp aisladas a  partir de alimentos, UCR, 2004

Antibiético Porcentaje de sensibilidad
—
Tetraciclina (39/40) 97,5%
Trimetoprim sulfametoxazol (39/40) 97,5%
Gentamicina (40/40) 100%
Ciprofloxacina (40/40)  100%
Acido nalidixico (39/40) 97,5%
Amoxicilina (34/40) 85%
Amoxicilina 4cido clavulénico (35/40) 87,5%
Cefalexina (33/40) 82,5%
Cloranfenicol (39/40 97,5%
Neomicina (40/4) 100%

Los aislamientos mostraron un perfil de resistencia a
antibidticos betalactdmicos. Los porcentajes de resistencia
variaron entre 12.5% para amoxicilina-dcido clavulanico, 15%
para amoxicilina y un 17.5% para cefalexina.

Cabe resaltar que una tinica cepa de Salmonella spp, (UCR
Salmonella 01) aislada de una muestra de alimentos, presenté
resistencia a tetraciclina, trimetoprim-sulfametozaxol, acido
nalidixico, amoxicilina, amoxicilina- 4dcido clavulénico,
cloranfenicol y ampicilina. Este hallazgo representa el primer
caso documentado de multirresistencia en Salmonella en Costa
Rica. La multirresistencia en Salmonella es un fenémeno
reciente que cada vez logra mayor importancia en salud
publica. Asf lo demuestran los aislamientos de Salmonella
serotipo typhimurium portadora del fago DT104, el cual
transmite resistencia a 5 antibi6ticos (2,17) La cepa UCR
Salmonella 01 presentd resistencia a 7 antibiéticos, 4 de los
cuales son inactivos frente a Salmonella typhimurium DT104.
Es importante resaltar el riesgo que representa la presencia
de una cepa multirresistente a nivel alimentario y la posibilidad
de transmision de genes de resistencia mediada por integrones
(8).

En la Tabla 4 se presenta el perfil de sensibilidad de los
aislamientos clinicos. Se puede observar que el
comportamiento de las cepas bacterianas de ambos origenes
fue similar, excepto en dos antibiéticos: tetraciclina (97.5%
muestras de alimentos, 83% de muestras clinicas) y cefalexina
(82.5% muestras de alimentos, 90% de muestras clinicas). La
mayor resistencia descrita para cefalexina a partir de las
muestras de origen alimentario comparadas con las de origen
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clinico, resulta una llamada de atenci6n para el sector productor
del pais y sugiere la necesidad de evaluar la alimentacién
dada a animales de engorde o al uso indiscriminado de
antibidticos en los sectores agricolas y ganaderos nacionales.

TABLA4

Perfil de sensibilidad a antibi6ticos de 100 aislamientos

de origen clinico de Salmonella sp. HNN, 2002-2004

Antibidtico Porcentaje de sensibilidad
Tetraciclina (83/100) 83%
Trimetoprim sulfametoxazol (96/100)  96%
Gentamicina (99/100) 99%
Ciprofloxacina (99/100) 99%
Acido nalidixico (98/100)  98%
Amoxicilina 4acido clavulanico 87/100) 87%
Cefalexina (90/100) 90%

Fuente Laboratorio Clinico, Seccién de Bacteriologia Hospital

Nacional de Nifios

La seleccién y diseminacién en la naturaleza de cepas

resistentes a los antibiéticos es una prictica que se debe
controlar, con el fin de mantener un balance ecolégico que
favorezca el predominio de bacterias susceptibles y asegurar
el tratamiento efectivo de las enfermedades infecciosas
humanas.
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Efecto de diversos tratamientos en la coccion del frijol Mucuna
sobre el contenido de L-Dopa

Carmen Luz Garcia Echeverria y Ricardo Bressani

Centro de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Universidad del Valle de Guatemala-Guatemala

RESUMEN. El factor mds limitante en el consumo del frijol Mucuna
(frijol terciopelo) para el ser humano es su alto contenido de L-
Dihidroxifenilalanina (L-Dopa) con niveles que pueden ser del 9%.
Los métodos convencionales utilizados para transformar el frijol
crudo en comestible no son suficientemente efectivos en reducir los
niveles de L-Dopa en tiempo razonables para su preparacién. Varios
otros procesos se han utilizado con resultados poco prometedores.
En este trabajo, el frijol Mucuna fue cocinado por microondas, con
vapory acocciones en solucionesde pH 3, 6,7,9y 11. Las cocciones
alcalinas se lograron con hidréxido de sodio, hidréxido de potasio e
hidréxido de calcio, mientras que las de pH 4cido con 4cido
clorhidrico. El tiempo inicial de coccién fue constante por 6 hrs.
Ademas las muestras secas y molidas de los tratamientos anteriores
fueron cocidas en agua por 0, 3 y 6 minutos, y el proceso fue evaluado
por el nivel de eliminacién de L-Dopa. Ninguno de los métodos
evaluados fue capaz de eliminar el L-Dopa del frijol Mucuna. El
tratamiento de coccién con Ca(OH), apH 9 y luego lavado con agua
caliente produjo la reduccién mas alta del 80.4%. No hubo efecto de
los iones alcalinos. La reduccién del tamafio de la particula por
molienda parece ser efectivo como ha sido demostrado por otros
autores.

Palabras clave: Frijol mucuna, L-Dopa, coccién alcalina (Na, K,
Ca), eliminacién L-Dopa.

INTRODUCCION

Elfrijol terciopelo (Mucuna spp.) ha sido, desde hace afios
un buen cultivo de cobertura debido a su resistencia, a la gran
cantidad de follaje que produce y a su capacidad de fijar el
nitrégeno atmosférico (1,2). Sin'embargo, el grano contiene
una alta cantidad de L-Dopa, sustancia téxica para el ser
humano, hasta el punto de ser una fuente comercial de la misma
para tratar la enfermedad de Parkinson.

Actualmente, el frijol se utiliza como cultivo de rotacién
con el maiz en algunas partes del pais. Si el frijol terciopelo
se pudiera consumir, se podria impulsar su uso como abono
verde y como alimento (3,4).

Los métodos tradicionales de preparacién sélo permiten
consumir cantidades relativamente pequeiias de la semilla
debido a los niveles residuales de Dopa, lo cual lo hace im-
practicable como cultivo para consumo humano. Sin embargo,
tiene una proteina (24%- 30%) con una alta proporci6én de
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SUMMARY. Effect of different cooking treatments of Mucuna
beans on its L-Dopa content. The main limitinig factor in the con-
sumption by humans of the velvet bean (Mucuna) is its relatively
high content of L-Dihydroxyphenylalanine (L-Dopa), with levels as
high as 9%. Conventional cooking methods used to transform raw
velvet bean into an edible product are not sufficiently effective in
reducing the levels of L-Dopa in adequate processing time. In this
report, Mucuna beans were cooked by microwave, utilizing vapor
and in water solutions at pH 3, 6, 7, 9 and 11. Cooking alkaline
solutions were achieved using sodium hydroxide, potassium hydrox-
ide, and calcium hydroxide. The acid pH was achieved through the
use of HCI. The initial cooking time was fixed at 6 hrs. The pro-
cessed bean samples were dried, ground and analyzed for L-Dopa
and protein. The ground samples were further washed with boiling
water for 0, 3 and 6 minutes, them dried and analyzed. None of the
procedures evaluated was capable of eliminating L-Dopa from Mu-
cuna beans. The Ca(OH), treatment at pH 9 which was washed with
hot water produce a reduction of L-Dopa of 80.4%. There was not
effect attributed to the alkaline ions. Reducing particle size appears
to be most effective as it has been shown by other workers.

Key words: Mucuna beans, L-Dopa, alkaline coaking (Na, K, Ca),
L-Dopa elimintation.

aminoécidos esenciales, en particular lisina que la hace simi-
lar a otras leguminosas de grano (5,6). Es asimismo muy simi-
lar a otras leguminosas de grano en su contenido de minerales,
grasa y fibra dietética (7,8).

El frijol Mucuna posee los mismos factores antinutrientes
de las dem4s leguminosas, como inhibidor de proteasa,
inhibidor de amilasa, lectinas, 4cido fitico, Polifenoles, taninos,
HCN vy factores de flatulencia en cantidades similares. El
problema es que también contiene L-Dopa (6.97% a 9.16%),
sustancia que comparte con la Vicia faba (1.5%) (9).

Es este el factor mds limitante en el uso en nutricién del
frijol Mucuna. Un estudio clinico confirma la eficacia de las
semillas en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson
debido a su contenido de L-Dopa. La Mucuna pruriens, es
reconocida como un afrodisfaco en la tradicién hindd, y se ha
comprobado que aumenta los niveles de testosterona, llevando
a la deposicién de protefnas en los miisculos, incrementando
su masa y fuerza. El extracto es conocido también por
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aumentar el estado de alerta del cerebro y mejora la
coordinacién que posiblemente explica su uso como suceddneo
del café (9).

Se han llevado a cabo varios estudios con el fin de eliminar
Dopa lo mis posible del grano.

En un estudio realizado en la India sobre el efecto de los
tratamientos tradicionales de la semilla antes de su consumo,
se observé que ningin tratamiento eliminaba del todo la
presencia de la sustancia; sin embargo, la mayoria lograba
reducir su cantidad hasta en un 60% (10).

En este estudio se utilizaron las semillas de la especie
Mucuna pruriens variedad utilis, de color blanco y negro. Uno
de los métodos mas iitiles en la eliminacién de L-Dopa fue el
de remojar las semillas en una solucién de 4cido citrico (0.1%,
pH 2.60) por 20 h y ya secas se las calenté en autoclave por 30
min (121°C, 15 Ib. de presién) (10).

Otros estudios han demostrado que un tratamiento con calor
seco como tostar o asar la semilla puede disminuir el L-Dopa
hasta en un 49%. Lo métodos himedos mejoran si la semilla
se parte en pedazos, entre mas pequefios, mayor extraccion.
Esto es por una mayor drea superficial del frijol, con
eliminacién del 95% del L-Dopa, mediante un tratamiento que
dura alrededor de tres dias (11).

Un tratamiento muy eficaz para eliminar el L-Dopa de la
semilla de Mucuna consiste en remojar por 24 horas las
semillas trituradas en una solucién de hidréxido de calcio
(Ca(OH),). Se logra una concentracién final de menos de 0.1%.
Pero el producto resultante es de un color quemado, no apto
para el consumo humano, si bien puede utilizarse para
alimentar pollos (3).

Otros métodos utilizados para eliminar L-Dopa no han
tenido resultados aceptables. Entre estos se encuentran: cocer
la semilla entera después de dejarla en remojo y germinar la
semilla. En las semillas remojadas a 66°C se encontré que la
velocidad a la que el L-Dopa sale de la semilla disminuye a
medida que el tiempo de remojo aumenta, posiblemente por
la interferencia de la gelatinizacién del almidén (12).

El cocinar la semilla en agua después de remojarla por 12
horas disminuye su tiempo de coccién, sobre todo si se la
remoja en una solucién de bicarbonato de sodio, pero no
disminuye significativamente el contenido de L-Dopa.
Germinar la semilla antes de consumirla no mejora la calidad
de la proteina y no disminuye significativamente el contenido
de L-Dopa (12).

Como las variedades del género Mucuna tienen una alta
concentracién de L-Dopa, y ademds, son la iinica variedad de
plantas que contiene suficiente como para pensar en su
extraccién con fines comerciales, encontrar un método de
extracci6n eficiente es importante. Un estudio (13) indica que
la extraccién con agua caliente a partir de la semilla cruda
molida del frijol terciopelo es un método efectivo. Ademds,
en este estudio se terminé de extraer con una solucién 4cida

(HC10.1N) de la muestra después de los lavados previos, y el
L-Dopa se separé con una resina de intercambio iénico. Este
método, sin embargo, es un procedimiento de laboratorio, no
siempre se pueden dar tres lavados de agua hirviendo, y seguro
esto afecta las demés propiedades de la semilla. Cabe recordar
que el objetivo de este estudio (13) en particular era aislar y
purificar el L-Dopa, no emplear la semilla como alimento
humano.

En el presente trabajo se investigaron diversos tratamientos
con el fin de eliminar L-Dopa del frijol terciopelo.

MATERIALES Y METODOS

La muestra inicial consisti6 en semillas de frijol Mucuna
pruriens de color negro, suministradas por el Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agropecuaria, Guatemala (ICTA).

Los métodos para tratar las muestras tiene se expone en
forma general en la Figura 1. La diferencia basica es el proceso
de coccién que se aplica como primer tratamiento a las
muestras.

Los valores de pH fueron elegidos al azar, 2 pH 4cidos y 2
pH basicos, tratando de mejorar la solubilidad del L-Dopa
para facilitar su extraccién. En el pH bdsico, se examiné la
influencia de los iones de Na, K y Ca. También se estudi6 el
efecto de tratamientos fisicos como el calentamiento con va-
por y por microondas. Se aplicaron 12 diferentes tratamientos
incluyendo el control (Tabla 1).

TABLA1
Proceso de coccién (Primer Tratamiento)

# Método Proceso de coccién
1 Control, no hay método de coccién
2 Coccién al vapor (30 min. a 121°C)
3 Coccién por microondas (1 min.)
4 Coccién en agua, 6 h, pH 7.0
5 Coccibn en agua, 6 h, pH 9.0 con Ca(OH),
6 Coccién en agua, 6 h, pH 11.0 con Ca(OH),
7 Coccibn en agua, 6 h, pH 9.0 con KOH
8 Coccibn en agua, 6 h, pH 11.0 con KOH
9 Coccién en agua, 6 h, pH 9.0 con NaOH
10 Coccibn en agua, 6 h, pH 11.0 con NaOH
11 Coccién en agua, 6 h, pH 3.0
12 Coccibn en agua, 6 h, pH 6.0

Se realiz6 un analisis con respecto al contenido de L-Dopa
en el frijol terciopelo crudo (control) por el método de
Daxenbichler (13). También se analizé el contenido de
proteina del frijol (14).

Una vez realizados los primeros tratamientos, las muestras
se secaron, pesaron y pulverizaron, con lo que se obtuvo la
harina de cada muestra (el control s6lo fue molido).
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FIGURA 1

Procesamiento utilizado en la coccién del frijol Mucuna
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El segundo tratamiento consistié en hervir las muestras de
harina durante (0, 3 y 6 minutos). Después se determiné el
contenido de L-Dopa presente tanto el extracto como en la
harina ya seca.

Para evaluar la pérdida de s6lidos durante este
procesamiento, se registré el peso de la muestra antes del
tratamiento y después de secada. Ademads, se determiné el
porcentaje de sélidos de los liquidos de coccién. También se
determiné el contenido de proteina de las muestras tratadas.

1. Primer tratamiento

a. Coccion en agua (Muestra # 4 al 12): 100 semillas pesadas
previamente se colocaron en un vaso de precipitacién, con
300 ml de una muestra preparada como se indica en la Tabla
1. Las semillas se colocaron a hervir hasta que quedaron
suaves (aproximadamente 6 horas). Cuando el liquido se
consumia, se agregaba nuevo liquido a fin de conservar el
volumen y las condiciones de coccién iguales (agua-des-
ionizada en todos los casos, menos en el de pH 4cido, donde
se agregd mds solucién acida). El agua se descarté (una
porcién de 5 ml se sec6 en cada caso para determinar la
cantidad de sélidos perdidos). Los frijoles se secaron en un
horno de conveccién, antes de molerlos.

b. Coccién al vapor (Muestra # 2): 300 semillas pesadas
previamente se colocan en una olla sin agua dentro de un au-
toclave por 30 minutos (tarda aproximadamente 15 min. en
llegar a la temperatura de 121°C) y se deja enfriar. Luego se
secaron en un horno de conveccién antes de molerlos.

¢. Coccién en microondas (Muestra # 3): 100 semillas
pesadas previamente se colocaron sin agua en un vaso de
precipitacién. Se les calent6 en un horno de microondas du-
rante un minuto, tiempo establecido con anterioridad que no
inducfa expansion de la semilla. Las semillas se secaron luego
en un horno de conveccién, antes de molerlas.

2. Obtencién de harina

a. Molienda: los granos, ya secos, se molieron de primero en
un molino de café, hasta lograr pedazos pequefios. Luego se
molieron en un molino centrifugo para lograr una harina fina
de aproximadamente 80 mesh.

3. Segundo tratamiento

a. Extraccion con agua: tres porciones, de 4 g cada una, de
harina de cada muestra que recibi6 el primer tratamiento, se
colocaron en un vaso de precipitacién con cierta cantidad de
agua des-ionizada dependiendo de tiempo de ebullicién (40,
60, 80 ml), debido a la evaporacién. Una porcién no se hirvi6.
Otra se hirvié durante tres minutos y la otra durante seis
minutos. Después se centrifugé y se separaron las fracciones.
La fracci6n sélida se secé.
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Disefio experimental

Para comprobar la hipétesis de investigacién se emple6 un
disefio experimental con posprueba Unicamente, seleccion
aleatoria de las muestras, y grupo de control (15).

Se estudi6 el efecto de los diferentes tratamientos (vari-
ables independientes, véase las Figuras 1 y 2) sobre las
siguientes variables dependientes:

- El contenido de L.-Dopa en las diferentes harinas.
- El contenido de proteina en las diferentes harinas.

Los datos se procesaron utilizando el paquete estadistico de
Microsoft Excel y el programa Analyset-it (http://
www.analyse-it.com/).

El propésito de los experimentos fue encontrar un tratamiento
que reduzca a cero el contenido de L-Dopa del frijol terciopelo
negro, con el minimo dafio a sus propiedades nutritivas. Para
esto, a un grupo se aplicaron diversos tratamientos (Tabla 1),
seguidos de molienda y extraccién con agua hirviendo (Figura
1) cada prueba se realizé con miiltiples replicados, incluyendo
los tiempos de ebullicién durante la segunda fase del
procesamiento. Se buscaron diferencias en el contenido de L-
Dopa y proteina causadas por los tratamientos, con respecto
al control.

Se selecciond un nivel de significacién 0t=0.05 (probabilidad
de cometer un error tipo I, falso positivo) para las pruebas
estadisticas.

Para observar si existen diferencias significativas entre los
tratamiento se empled andlisis de varianza de una via y
comparaciones pareadas de medias por el método de la minima
diferencia significativa y el método de Tukey (Montgomery
(16) como el andlisis de varianza requiere una distribucién
normal de los datos, se realizé la prueba Shapiro-Wilk W para
normalidad (Programa Analyse-it).

Para determinar si existe asociacién entre el tiempo de
ebullicién (2° Tratamiento) y el contenido de L-Dopa en la
fase s6lida, asi como entre el contenido de L-Dopa en la fase
sélida y el contenido de sélidos en la fase liquida, se empleé
una prueba de correlacion de Pearson para variables continuas
normalmente distribuidas. Ademds, se efectud un andlisis de
regresion lineal para ajustar los datos a ecuaciones y calcular
coeficientes de correlacién (Programa Analyse-it).

Para determinar si los coeficientes de correlacién de Pearson
eran significativos al nivel de 0l= 0.05, se emplearon valores
criticos publicados en Internet (http://www.gifted.vconn.edu/
siegle/research/correlation/corrchrt.htm). Para los coeficientes
de correlacién para regresién lineal se utiliz6 una tabla de
valores criticos publicada por Volk (17).

FIGURA 2.
Regresion lineal para la muestra Control 2, porcentaje de
sélidos de la fase liquida contra L.-Dopa (fase sélida).
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DISCUSION Y RESULTADOS

1. Primer tratamiento: después de realizados los primeros
tratamientos listados en la Tabla 1, se procedié a obtener el
contenido de L-Dopa y proteina de las muestras, como indica
la Figura 1. Esto se realizé por triplicado, y los resultados
promedio presentados en la Tabla 2.

TABLA?2
Contenido de L-Dopa y proteina
Primer Tratamiento

Porcentaje
Muestra L-Dopa Cambios Proteina

%L-Dopa
Control 6.09+0.16 0.00 22.81 £0.30
Vapor 6.37+0.22 +4.65 23.07 £0.56
Microondas 6.36 £ 0.61 +4.43 23.28 £0.90
pH7 3.96+0.10 -34.94 21.85+0.68
Ca(OH),pH9 3.87+0.08 -36.45 2239+1.27
Ca(OH), pH 11 3.89 +0.02 -36.17 22.80+0.38
KOH pH 9 4.44+0.13 -26.99 22.18+0.83
KOH pH 11 439+0.14 -27.86 23371032
NaOH pH 9 3.77+0.10 -38.14 22.00£2.07
NaOHpH 11  3.83+0.23 -37.16 21.60 £ 0.75
HClpH 3 4.15%0.18 -31.82 20.85+1.99
HCIpH 6 4.05+0.14 -33.54 20.56+1.17
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a. L-Dopa: el anilisis de varianza de los datos demostr
que existian diferencias significativas entre las muestras
tratadas, en cuanto a su contenido de L-Dopa. Entonces se
realiz6 un andlisis comparativo (minima diferencia
significativa).

Segin este andlisis, las muestras NaOH pH 9, NaOH pH
11, Ca(OH), pH 9, Ca(OH), pH 11, pH 7 y HCI pH 6 no
tenian diferencias significativas entre si. Ademas, fueron los
tratamjentos que m4s redujeron el contenido de L-Dopa en la
muestra (de un 6% a un 3.8%, reduccién del 38% masa sobre
masa). De esto se observa que el método de cocer 1a muestra
s6lo en agua (pH 7) era tan eficaz como cocer!a con hidréxido
de sodio (NaOH) e hidréxido de calcio (Ca(OH),) a cualquier
pH y con HCl a pH 6.

El tratamiento con hidréxido de potasio (KOH) a cualquier
pH y el tratamiento con HCl a pH 3 no tiene diferencias
significativas entre si en cuanto al contenido de L-Dopa, pero
s6lo lograron reducir su contenido de 6% a 4.3%, 29% masa
sobre masa por lo que resultaron menos eficaces que los
anteriores.

Es interesante indicar que el ion K no fue tan efectivo en
reducir L-Dopa como los iones de sodio y calcio.

Los tratamientos fisicos (microondas y vapor) no tuvieron
efectos significativos en la reduccién del L-Dopa posiblemente
debido a la falta de solvente conservando un porcentaje de
alrededor del 6%. El tratamiento con microondas por un
minuto fue previamente seleccionado en base a que el grano
se mantenia entero ya que con un mayor tiempo el grano se
expandia y se quema. Debido a que la muestra control (la
cual s6lo fue molida) no se le eliminé el agua como a las otras
muestras, su contenido de L-Dopa parece ligeramente menor
que el de las muestras de microondas y vapor.

b. Proteina: con respecto al contenido de proteina, todos
los métodos la conservaron pricticamente en su porcentaje
original. No se observan diferencias significativas entre el
contenido de protefna del frijol crudo (control) y la mayor
parte de las muestras, excepto por tres: NaOH pH 11, HCI pH
3yHCIpH6.

Los tratamientos a pH 4cido favorecieron la pérdida de
proteina, asi como el tratamiento con hidréxido de sodio a pH
11. Sin embargo, la diferencia entre los tratamientos no es
muy grande (control 22%, HC pH 3 21% masa sobre masa)
pero si es significativa.

2. Segundo tratamiento: los resultados promedio para el
segundo tratamiento pueden verse en las Tablas 3 (L-Dopa) y
4 (proteina). En la Tabla S se encuentran los porcentajes de
disminucién de L-Dopa en relacién a la muestra control.

TABLA3
Contenido de L-Dopa g % de la fase sélida (residuo)
después del segundo tratamiento

Tiempo de ebullicién (minutos)

Muestra 0 3 6

Control 2 1.89£0.19 S506+£122 376+0.76
Vapor 231+032 433+053 1.82+£0.26
Microondas 2.08+0.18 534+£073 2.16x0.11
pH7 148+039 2.12+034 147+0.19
Ca(OH), pH 9 1.59+042 297+£061 1.19+0.38
Ca(OH),pH 11  2.06+0.64 326+1.03 1.77+0.44
KOHpH 9 256077 284+£0.75 1.56%0.65
KOH pH 11 230+0.87 383+0.66 1.27+0.19
NaOH pH 9 290+0.62 289+1.02 1.63+0.22
NaOH pH 11 296+0.31 1.83+£070 2.08+046
HCIpH 3 1.97+£0.16 199+£0.66 137+0.28
HCIpH6 1.87+0.17 1831041 1471034

TABLA4

Contenido de proteina de la fase s6lida después
del segundo tratamiento (g/100g)

Tiempo de ebuilicién (minutos)

Muestra 0 3 6

Control 2 13.58 £2.77 25.12+1.30 24.77 £2.02
Vapor 17.60 £ 1.25 22.37+0.86 25.12+2.18
Microondas 22.82+1.20 27.81+£1.00 25.64 £0.84
pH7 28.19+1.14 25.52+£0.90 27.59 £0.51
Ca(OH),pH9 2729+ 1.17 2846+ 1.82 29.74 £1.30
Ca(OH), pH 11 30.44 £2.31 30.70+£1.43 28.75£2.08
KOH pH 9 30.84 £ 2.61 28.99 £2.52 26.48 £ 1.40
KOH pH 11 30.62+1.63 29.88 +1.91 28.28 £0.81
NaCH pH 9 29.18 £ 0.04 27.92 +1.47 28.13 +£1.05
NaOHpH 11 2845+1.12 27.69 + 147 28.15+ 1.46
HCl pH 3 29.54 £ 1.35 27.92 £ 3.06 29.14 £ 0.63
HCl pH 6 28.73+1.08 29.90 +1.30 28.35 £ 0.47

Tamaiio de 1a muestra 3.880-4.044 g

El anélisis de varianza de dos vias (comparar ¢l efecto del
primer tratamiento con el tiempo de ebullicién) indicé
diferencias significativas de ambos tratamientos sobre los
contenidos de L-Dopa y proteina. También sefialé una
interaccion significativa entre el primer y segundo tratamientos
sobre dichos contenidos. Para llegar a una comprensiéon mas
clara de los resultados, se tratard cada método (Tabla 1) por
separado. Luego se analizardn los casos segtin el tiempo de
ebullicién.

El segundo tratamiento ocasion6 pérdida de masa en todas
las muestras. Esto es porque al disolver las muestras en agua
y luego separar la fase liquida de la s6lida, esta dltima pierde
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compuestos solubles. En algunas de las muestras el contenido
de proteina resulté mayor que en la muestra Control porque,
al separar la fase liquida de 1a sélida en el segundo tratamiento,
algunas sustancias solubles se quedaron en la fase liquida,
mientras que la proteina permaneci6 en el sélido, con lo que
su concentracién se incremento.

Ademds se hicieron pruebas con respecto a hervir las
harinas por nueve y doce minutos, pero las pérdidas de masa
fueron mayores al 40%, por lo que no se consideraron pricticas
desde el punto de vista econémico, y no se analizaron.

Se realizaron triplicados de cada prueba del segundo
tratamiento. Las determinaciones de L.-Dopa y proteina se
hicieron en duplicado, obteniéndose un total de seis resultados
(tanto de L-Dopa como de proteina) para cada tiempo de
ebullicién.

TABLAS
Porcentaje de disminucién final de L-Dopa
(100% = 6.09% de L-Dopa)

Tiempo de ebullicién (minutos)

Muestra 0 3 6

Control 2 68.86 16.87 38.22
Vapor 62.00 28.81 69.98
Microondas 65.72 12.27 64.41
pH7 75.67 65.16 75.83
Ca(OH), pH 9 73.74 51.19 80.42*
Ca(OH), pH 11 66.09 46.39 70.91
KOH pH 9 57.88 53.24 74.28
KOH pH 11 62.10 37.03 78.99
NaOH pH 9 52.36 52.40 73.08
NaOH pH 11 51.37 69.90 65.77
HCl pH 3 67.61 67.30 77.42
HClpH 6 69.28 69.89 75.84

* Mdxima reduccién alcanzada en este trabajo.

En casi todos los tratamientos se observé una mayor
concentracién (significativa) de L-Dopa en las harinas hervidas
por tres minutos que en las hervidas por cero y seis minutos.
Este comportamiento muestra que la solubilidad del L-Dopa
disminuye al hervir la harina por poco tiempo (tres minutos) y
aumenta al hervirla por més tiempo (seis minutos).
Posiblemente el tiempo reducido de 3 minutos no permite una
hidratacién completa de la muestra y por consiguiente para la
extraccién de Dopa como consecuencia. Las porciones sélo
lavadas en agua presentan en general una cantidad similar de
L-Dopa a la de 1a de las muestras hervidas por seis minutos,
exceptuando las muestras NaoH pH 9 y pH 11, HCl pH 3 y
pH 6, que se explican més adelante. Esto es de interés ya que
es un tratamiento en frio, y el frijol Mucuna fue molido, lo
que facilita la solubilidad de Dopa.

A continuaci6n se discute el efecto del segundo tratamiento
sobre el contenido de L-Dopa y proteina del frijol terciopelo,

compardndolo con la muestra Control molida del primer
tratamiento.

a. Control 2 (Ia muestra Control sometida al segundo
tratamiento). De acuerdo con el andlisis de varianza de una
via, lavar la muestra control con agua fue significativamente
mds eficaz para disminuir el contenido de L-Dopa que hervirla
por tres o seis minutos, pero provocé una mayor pérdida de
proteina (de hecho, la mayor pérdida de proteina de todas las
muestras es el Control lavado con agua a temperatura
ambiente, siendo esta una pérdida significativa). Esto es
porque parte de la proteina permanece soluble cuando la
muestra se lava con agua a temperatura ambiente y se pierde
al separar la fraccién liquida. No hubo diferencias
significativas en el contenido de L-Dopa entre las muestras
Control 2 hervidas durante tres y seis minutos.

Al comparar la muestra Control con la muestra Control 2, se
observa que hervir la muestra durante tres minutos no provocé
una disminuci6n significativa en el contenido de L-Dopa, aunque
éste si disminuy® significativamente en los otros dos casos.

b. Vapor: la muestra tratada en autoclave (vapor) redujo
significativamente su contenido de L-Dopa con respecto a la
muestra Control en todos los tiempos de ebullicién. En la
muestra hervida durante tres minutos, se observé una
reducci6n significativamente menor de L-Dopa con respecto
a los tratamientos a cero y seis minutos. También hubo una
pérdida significativa de proteina al lavar la muestra con agua,
pero no al hervirla.

¢. Microondas: la muestra tratada por microondas exhibe un
comportamiento similar al de la muestra tratada al vapor, en
lo que se refiere a 1a pérdida de L-Dopa, excepto una reduccion
del contenido de L-Dopa no significativa al hervir la muestra
por tres minutos.

En esta muestra se aprecian aumentos significativos en la
concentracién de proteina, por causa de la pérdida de masa
total, aunque no en el tratamiento del tiempo 0.

d. pH 7: en los tres tiempos de ebullicién la reduccién de L-
Dopa con respecto al Control fue significativa. Sin embargo,
el comportamiento fue similar al de la muestra al vapor,
también con una reducci6n en el L-Dopa menor al hervir la
harina por tres minutos, comparindola con los otros dos
tratamientos.

El contenido de proteina no cambié significativamente al
hervir la muestra por tres minutos, pero si hubo cambio en
los otros dos casos, en los que se observé aumentos.

e. Ca(OH), pH 9: exhibe un comportamiento similar al de la
muestra pH 7, en lo que se refiere a pérdida de L-Dopa, con
una disminucién significativa del contenido de esta sustancia
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de acuerdo con la muestra control, y también en la muestra
hervida por tres minutos la disminucién fue menor.

Con respecto a la proteina, en todos los casos se aprecian
aumentos de su contenido, por causa de la pérdida de otros
compuestos al separar la fase sélida.

Es en esta muestra en la que se obtuvo la mayor disminucién
-en la concentracién de L-Dopa (ver Tabla 5).

f. Ca(OH), pH 11: con respecto al control, todos los cambios
de L-Dopa y proteina fueron significativos. Se obtuvo una
mayor eliminacién de L-Dopa al hervir esta muestra por seis
minutos, mientras que la menor pérdida fue la de tres minutos.
También se observa un aumento aparente en la concentracién
de proteina, por causa de la pérdida de otros componentes en
el agua de coccién.

Entre las dos muestras tratadas con hidréxido de calcio
(Ca(OH), pH 9 y Ca(OH), pH 11) no se aprecian diferencias
significativas con respecto al contenido de L-Dopa en ninguno
de los tiempos de ebullicién del segundo tratamiento. Tampoco
se aprecian diferencias significativas con respecto al contenido
de proteina.

g. KOH pH 9: el comportamiento de esta muestra es similar
al de las anteriores, la disminucién de L-Dopa fue significativa
en todos los casos. Se observa una mayor concentracién de
L-Dopa en la muestra hervida por tres minutos, la cual tiene
una diferencia significativa con respecto a la muestra hervida
por seis minutos.

Con respecto a la proteina, todas las muestras presentaron un
aumento en la concentracién de la misma, el cual fue
significativo con respecto a la muestra Control.

h. KOH pH 11: en esta muestra, todas las pérdidas de L-
Dopa fueron significativas con respecto al control. Sin
embargo, la muestra hervida por tres minutos presenté una
concentracién significativa mayor de L-Dopa que las otras
dos.

En esta muestra también se observé una concentracién final
de proteina significativamente mayor a la de la muestra control.
Los dos tratamientos de hidréxido de potasio (KOH pH 9 y
KOH pH 11) no presentan diferencias significativas entre si
después del segundo tratamiento, tanto en L-Dopa como en
contenido de proteina.

i. NaOH pH 9: esta muestra también presenté una reduccién
significativa en su contenido de L-Dopa, pero a diferencia de
las muestras anteriores, en las que se observé una mayor
retencién de L-Dopa al hervirlas por tres minutos, en este caso,
la muestra de cero minutos y la de tres minutos de ebullicién
no tiene diferencias significativas entre si. Es la muestra
hervida por seis minutos la tnica significativamente diferente,
con una concentracién final menor de L-Dopa.

J-NaOH pH 11: en esta muestra también hubo una reduccién
significativa de L-Dopa en todos los casos con respecto a la
muestra Control. Sin embargo, a diferencia de todas las
muestras anteriores, el lavar la muestra con agua a temperatura
ambiente redujo la cantidad de L-Dopa en menor medida que
al hervirla. No hay diferencias significativas entre las muestras
hervidas por tres y seis minutos, pero la muestra no hervida si
presenta diferencias significativas con respecto a las hervidas.
También se aprecia un aumento en el contenido de proteina
en todos los casos.

Entre las dos muestras tratadas con hidréxido de sodio (NaOH
pH 9 y NaOH pH 11) no hay diferencias significativas con
respecto a su contenido de L-Dopa de proteina.

k. HC] pH 3: este método produjo reducciones significativas en
el contenido de L-Dopa con respecto a la muestra Control. Sin
embargo, no hubo diferencias significativas entre los diferentes
tiempos de ebullicién del segundo tratamiento con respecto al
L-Dopa y la proteina.

También se observé un aumento significativo en la concentracién
final de proteina con respecto a la muestra Control.

I. HCI pH 6: en esta muestra se aprecia también una
disminucién significativa de L-Dopa con respecto a la muestra
Control. Su comportamiento es muy similar al
comportamiento de la muestra HCI pH 3, tanto en cuanto al
contenido de L-Dopa como al contenido de proteina.

En esta muestra también se aprecia un aumento significativo
de proteina con respecto a la muestra Control.

m. Correlaciones: no se encontré correlacién significativa
entre el tiempo de ebullicién y el contenido de L-Dopa y de
proteina en la fase s6lida. Las Tablas 6 y 7 contienen los
coeficientes de correlacién de Pearson para estas pruebas.

TABLA6
Coeficientes de correlacién de Pearson con respecto
al tiempo de ebullicién en el segundo tratamiento

Muestra L-Dopa Proteina
Control 2 0.47 0.78
Vapor -0.17 0.86
Microondas 0.02 0.32
pH7 -0.01 -0.16
Ca(OH), pH 9 -0.18 0.52
Ca(OH), pH 11 -0.11 -0.29
KOHpH 9 -041 -0.57
KOHpH 11 -0.33 -0.48
NaOH pH 9 -0.52 -0.18
NaOH pH 11 -0.47 -0.08
HClpH 3 -0.43 -0.07
HCI pH 6 -0.40 -0.12
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TABLA7
Coeficientes de correlacién de Pearson con respecto al
contenido de sélidos del liquido de coccién

Muestra L-Dopa/ % sélidos
Control 2 -0.69*
Vapor -0.79*
Microondas -0.46
pH7 -0.20
Ca(OH), pH 9 0.61*
Ca(OH), pH 11 0.42
KOH pH 9 0.12
KOH pH 11 0.52%
NaOH pH 9 -0.02
NaOH pH 11 -0.31
HCl pH 3 041
HCI pH 6 0.17

* Correlaciones significativas. (Siege, (18)

A excepci6n de cuatro casos, no se encontré una correlacién
significativa entre el contenido de sélidos del liquido de coccién
y el contenido de L-Dopa de sus respectivas fases sélidas.

En la muestra Control 2 se encontré una correlacién
significativa entre el porcentaje de sélidos del liquido de
coccién y el contenido de L-Dopa de la fase s6lida (Tabla 7).
El andlisis de regresién también dio un coeficiente de
correlacién significativo (Figura 2). En este caso, 1a correlacién
es negativa. Esto significa que entre mis s6lidos se encuentran
en la fase liquida, hay menos L-Dopa en la fase s6lida. Este
es un resultado 16gico, ya que esto indica que entre los sélidos
que se perdieron en el liquido de coccién se encuentra el L-
Dopa.

En la muestra vapor se encontré una correlacién
significativa entre el porcentaje de sélidos del liquido de
coccién y el contenido de L-Dopa de la fase sélida (Tabla 7).
El anélisis de regresién también dio un coeficiente de
correlacion significativo (Figura 3). La correlacién también
es negativa, por lo que la explicacién es la misma que para el
uso de la muestra Control 2.

Al realizar una correlacién de Pearson entre el contenido
de L-Dopa de la fase s6lida y el porcentaje de sélidos de la
fase liquida de la muestra Ca(OH), pH 9, se observé una
correlacién significativa (Tabla 7). El anilisis de regresion
también dio un coeficiente de correlacién significativo (Figura
4). En este caso, la correlacién es positiva. Esto indica que
mientras mis solidos se encuentran en la fase liquida, més L-
Dopa se encuentra en la fase sélida. En este caso, la mayor
cantidad de s6lidos disueltos hace mas lenta la salida del L-
Dopa.

FIGURA 3
Regresién lineal para la muestra Vapor, porcentaje de
s6lidos de la fase liquida contra L-Dopa (fase sélida) .
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FIGURA 4

Regresi6n lineal de la muestra Ca(OH), pH9, porcentaje de
solidos de la fase liquida contra L-Dopa (fase s6lida)
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Al realizar una correlacién de Pearson entre el contenido
de L-Dopa de la fase sélida y el porcentaje de sélidos de la
fase liquida de la muestra KOH pH 11, se observé una
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correlacién significativa (Tabla 7). EIl anlisis de regresién
también dio un coeficiente de correlacién significativo (Figura
5). En este caso la correlacién es también positiva.

FIGURA 5
Regresidn lineal de 1a muestra KOH pH11, porcentaje
de sélidos de la fase liquida contra L-Dopa
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Los coeficientes de correlacién para las regresiones de las Gréficas 3
a 6 son significativos a un nivel de 0.05.

De los resultados presentados se puede concluir que
ninguno de los tratamientos empleados en la coccién del frijol
Mucuna es capaz de eliminar el L-Dopa aunque si se
observaron reducciones importantes en varios tratamientos.
La cocci6n en hiimedo con eliminacién del caldo de coccién
induce pérdidas en L-Dopa que son de 27.0% a 38.1% de
reduccién. Los iones de Ca y Na fueron un poco més efectivos
que los de K. El lavado con agua en caliente por 6 minutos
fue mas efectivo que el mismo tratamiento por menos tiempo
y en frio. La mayor reduccién de L-Dopa fue del 80.4%, con
una coccién con hidréxido de calcio a pH 9, seguido de un
lavado con ebullicién por 6 minutos.
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RESUMEN. Se empleé la metodologfa Taguchi para determinar la
calidad sensorial de una formulacién optimizada de mousse de linaza
listo para preparar utilizando un arreglo ortogonal L3¢, con nueve co-
rridas experimentales, cuatro variables independientes (proceso térmico,
relacion carragenina /gelatina, relacién coco rallado/saborizante de coco
y tiempo de batido) y tres niveles de trabajo cada una. Las condiciones
6ptimas fueron: tiempo de proceso 95°C/90s; relacién carragenina/
gelatina 0.54g/1.07g; relacién coco rallado/saborizante de coco 10.7g/
4.23g; tiempo batido 8 min. La calidad sensorial se determiné en el
postre reconstituido en leche fluida descremada aplicando el test sen-
sorial de puntaje compuesto y un panel entrenado conformado por
doce jueces. La composicién quimica del producto optimizado fue:
humedad 6.0%, extracto etéreo 20.0%, proteinas 20.0%, fibra dietaria
total 18% e hidratos de carbono 26.7%, con una densidad energética
de 430 Kcal./100g. La composicién de 4cidos grasos poliinsaturados
mostré una relacién omega-6/omega-3 de 0.40. La vida titil midiendo
desarrollo de microorganismos e indice peréxido estuvo dentro de los
limites maximos permitidos por el reglamento sanitario chileno de los
alimentos.

Palabras clave: Alimento funcional, linaza, omega 3, optimizacién,
taguchi.

INTRODUCCION

La alimentacién ha sido una de las necesidades y
preocupaciones fundamentales del hombre. Antes se creiaque
era esencial s6lo para la supervivencia al entregar los nutrientes
y energia necesarios para mantener los procesos vitales, sin
embargo, hoy impera el concepto de una alimentacién
saludable y equilibrada (1,2). En Chile a lo largo de los afios
ha ocurrido una transicién en el cuadro epidemiolégico, que
claramente se ve influenciada por la globalizacién, cambios
de hibitos alimentarios y actividad fisica que desarrollan los
individuos, lo que ha traido consigo un incremento en la
aparici6n incluso a edad temprana de enfermedades crénicas
tales como cardiovasculares, diabetes, hipertension, resistencia
a la Insulina méas obesidad, las que en conjunto son llamadas

SUMMARY. Development of an optimized formulation of
flaxseed (Linum usitatissimum) mousse. Taguchi method was
applied to determine the maximum sensory quality of a functional
flaxseed mousse desert ready to mix by minimizing the deviation
from the target value. An orthogonal array (OA) experimental design
that allows to analize simultaneously the influence of four
independent variables (thermic process; carrageen/gelatine ratio;
grated cocconut/cocconut flavour ratio; whipping time) with three
tolerance level each was applied to evaluate the effects of these control
factors. Performance measure analysis were carried out using standard
analysis to calculate average effects of factor levels and variance
analysis, in order to determine the optimum levels and significant
contribution of the control factors . To determine the optimum
conditions, Taguchi’s “the large the better * formula was used. These
turn out to be thermic process, 95°C/90s; carrageen/gelatine, 0.54g/
1.07g; grated cocconut/ cocconut flavour, 10.7g/4.23g; whipping
time, 8 min. Sensory quality was determined using the composite
scoring test and a trained sensory panel of 12 judges. Chemical
composition of optimized flaxseed mousse turn out to be protein,
20%; total dietary fibre, 18%; carbohydrates, 26.7%. Omega 6/omega
3 ratio of 0.4 was considered good. Amount of flaxseed in optimized
flaxseed mousse was enough to satisfy the 30% of recommended
dietary allowance of linolénic acid. Shelf life data showed a good
stability for this product as well a good consumer acceptability.
Key words: Functional food, flaxseed, omega 3, optimization,
taguchi.

actualmente como Sindrome Metabdlico. Por ejemplo, las
enfermedades cardiovasculares hoy en dia causan un 30% de
defunciones a nivel mundial (3). En Chile las condiciones no
son muy distintas, aproximadamente el 55% de nuestra
poblacién adulta posee riesgo cardiovascular alto o muy alto;
hipertensos, 33%; obesos 25% a 30% (4); diabéticos, 10%,
con una disminucién considerable en la esperanza y calidad
de vida. (5)

En vista de esta realidad, la preocupacién del consumidor
se ha traducido en una mayor demanda por acceso a produc-
tos alimenticios més saludables y con ventajas superiores a
los ya existentes. Actualmente, se estd desarrollando a nivel
industrial y en centros de investigacién toda una generacién
de nuevos alimentos igualmente nutritivos y que ademds son
beneficiosos para la salud llamados “alimentos funcionales”
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(6-13), los que podrian definirse como: “cualquier alimento en
forma natural o procesada que ademds de sus componentes nu-
tritivos, incluyan principios activos propios o adicionados, que
favorezcan la salud, capacidad fisica y estado mental de una
persona

Uno de los problemas que presenta la dieta del chileno es
su deficiente relacién omega 6/omega3 cercana a 25/1, muy
diferente a la relacién 10/1 recomendada por FAO (14,15),
resultado del elevado consumo de aceites vegetales ricos en
omega 6. en desmedro de otras fuentes naturales como las
marinas en las que predominan los 4cidos grasos n-3 de cade-
na larga Ante esta realidad seria conveniente incrementar su
presencia en la dieta de recursos naturales entre los cuales
destaca la linaza (Linum usitatissimum) que es considerada un
alimento funcional (16), debido a que entre sus componentes
figuran su contenido en fibra dietética total (28%) proteina
(20%), aceite (41%) caracterizado por un interesante perfil de
4cidos grasos polinsaturados en el cual predomina su elevado
contenido en omega-3, cercano al 57%, omega 6, 16%; poli
insaturados totales, 73%, saturados, 7%, monoinsaturados,
18% (17-19), superando largamente a otros aceites tales como
soya, canola y maiz ( 20).

Vistos estos antecedentes, €l objetivo de este trabajo con-
sistié en optimizar una formulacién de mousse de linaza (21),
en polvo listo para preparar, con caracteristicas de alimento
funcional el cual contiene semilla de linaza molida en canti-
dad suficiente para satisfacer el 30% de los requerimientos
dietarios de omega 3 (22). Se evaluard ademds las caracteristi-
cas quimicas, fisicas, estabilidad al almacenamiento en con-
diciones controladas de temperatura, asi como su aceptabilidad
a nivel de consumidores del mousse de linaza.

MATERIALES Y METODOS

Materias primas

Los ingredientes utilizados en la elaboraci6én del mousse de
linaza sabor a coco fueron albiimina en polvo; vit. D; carragenina
tipo carragel GPS, coco rallado; saborizante de coco, espumante
Lamequick CE 5557 gelatina sin sabor; semilla de linaza moli-
da y cernida por tamiz N° 14 ASTM con tamario de particula
inferior a 1.41mm; maltodextrina, leche descremada, preservante
(sorbato de potasio) y sucralosa como edulcorante.

Optimizacién de la formulacién de mousse de linaza

Se utiliz6 la metodologia Taguchi (23-26) que por su am-
plio campo de aplicacién se adapta muy bien para obtener la
mejor formulacién del producto trabajando con varios facto-
res de control en forma simultdnea utilizando matrices
ortogonales. En este estudio para optimizar la calidad senso-
rial del mousse de linaza con sabor a coco minimizando los
efectos de ruido se aplicé el arreglo ortogonal L, 3*donde el
superindice 4 corresponde a las variables independientes: pro-

ceso térmico (PT), relacién peso/peso carragenina/gelatina
(CG), relacién peso/peso coco rallado/saborizante de coco
(CcS) y tiempo de batido (TB), con 3 niveles de trabajo por
cada factor de control (Tabla 1) y 9 representa las corridas
experimentales que describen diferentes combinaciones de
los factores de control tanto de proceso como de
ingredientes(Tabla 2). Para observar el efecto de las condi-
ciones no controladas en el experimento, cada corrida expe-
rimental fue replicada dos veces.

TABLA1
Variables independientes y niveles de trabajo

Factores de control Niveles de trabajo

1(inferior) 2(central) 3(superior)
PT (temperatura/tiempo) 85°C/30 s 90°C/60s 95°C/90 s
CG (g/g) 0.27/1.34 0.54/1.07 0.81/0.81
CcS (glg) 10.70/4.23  8.93/5.81 7.16/7.39
TB (minutos) 4 6 8

PT =Proceso térmico; CG =Relacion gelatina/carragenina;
CcS =Relacién coco rallado/; Relacién coco rallado/saborizante
coco; TB =Tiempo batido

TABLA2
Respuestas de Calidad Sensorial y Sefial/Ruido

Pdisesio PT C/G Cc/S TB CS SR
1 1 1 1 1 337% 10.55%*
2 1 2 2 2 337 10.55
3 1 3 3 3 3.9 11.34
4 2 1 2 3 343 10.72
5 2 2 3 1 3.45 10.76
6 2 3 1 2 372 11.40
7 3 1 3 2 357 11.05
8 3 2 1 3 425 12.56
9 3 3 2 1 3.56 11.03

*Rango de escala sensorial 1=Mala; 5= Muy buena; **Valores
logaritmicos

Anilisis sensorial

La Calidad sensorial de la formulacién de mousse (CS)
fue definida como la suma de las siguientes caracteristicas:
sabor, consistencia y aroma cada una con diferentes porcen-
taje de influencia en sesiones de “brain storming” por un pa-
nel de 12 jueces entrenados dando lugar a la siguiente rela-
cién '

CS= 0.42 x sabor + 0.23 x aroma + 0.32 x textura

Para la evaluacién sensorial de las muestras, 40 gramos
de cada una de las formulaciones experimentales en polvo se
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disolvieron con leche descremada (0% materia grasa) hasta
totalizar 100 g. Para su anélisis se us6 un panel entrenado de
12 jueces utilizando el test de puntaje compuesto (27) y una
escala analitico descriptiva de cinco puntos donde 1= CS Mala;
5= CS Muy buena.

Test hedénico

Con el objeto de conocer la opinién del consumidor con
la finalidad de saber si el producto satisface las expectativas
propuestas, se realizé un test hedénico (27) en una muestra
de 100 individuos, hombres y mujeres entre los 10 y 40 afios
de edad. Al mismo tiempo se les consult6 por su decisién de
compra.

Caracterizacién quimica y fisica

a) Anélisis proximal. La formulacién optimizada de
mousse de linaza sabor coco asi como la semilla de linaza
fueron sometidas a una caracterizacién quimica proximal de
acuerdo a los métodos estandarizados de 1la AOAC (28). El
contenido energético se determind utilizando los coeficientes
de Atwater: 4 para hidratos de carbono y protefnas y 9 para
lipidos. En cuanto a la determinaci6n de fibra dietaria total se
utilizé el método enzimatico de Prosky et al. (29).

Perfil de 4cidos grasos poliinsaturados

Se analizé la composicién de dcidos grasos poliinsaturados
en el aceite de linaza extraido de la semilla mediante
cromatografia gaseosa (GLC) con detector FID (30).

Actividad de agua (a )

Para determinar la actividad de agua en la muestra de
mousse en polvo se utilizé un higrémetro “Lufft” (aw Wert-
Messer).

Ensayos de vida util

Muestras de 100 g del producto en polvo fueron envasa-
dos en bolsas de polietileno de 0.3 mm de espesor y almace-
nadas a 13 y 25°C durante 90 dias. Cada 15 dias se extrajeron
muestras para medir la variacién de la concentracién de
peréxidos (meq/kg materia grasa) (31). Para los ensayos
microbiolégicos se utilizaron muestras de mousse
reconstituidas en leche descremada dispuestas en vasos plés-
ticos cubiertos con papel aluminio los cuales se almacenaron
a temperatura de refrigeracién (7°C) durante una semana. A
intervalos de dos dias se recolectaron muestras para determi-
nar recuento de meséfilos aerobios segtin (32)

Andlisis estadistico

Los resultados experimentales del disefio de la formula-
cién fueron sometidos a los siguientes andlisis estadisticos a)
magnitud de promedio de respuesta S/R por nivel de trabajo
de cada factor, b) varianza para determinar la significancia de

las variables independientes sobre la respuesta, ¢)) determi-
nacién de la ecuacién teérica optimizada y e) validacién de la
respuesta tedrica de CS elaborando una formulacién de
mousse de coco con los mejores niveles de trabajo de las
variables independientes Para el andlisis de los datos se uti-
1iz6 el software Qualitek-4 (25).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados promedios de las replicaciones de la CS,
expresados paralelamente como valores Sefial/Ruido (S/R)
para cada una de las nueve corridas experimentales de mousse
de linaza sabor coco se presentan en la Tabla 2. En ella desta-
cael punto de disefio 8 con un valor de 4.25, equivalente a S/
R 12.56, que corresponde a una calidad sensorial buena, va-
lor obtenido con la combinacién de niveles de trabajo 3 para
PT y TB; y niveles 1 y 2 para CcS y CG respectivamente. En
contraste, las calificaciones mas bajas fueron para los puntos
de disefio 1 y 2, ambas con un valor de 3.37 0 10.55, equiva-
lente a “regular” en los cuales, para los factores de control se
utilizaron Unicamente los niveles de trabajo 1y 2.

Tomando como base los valores promedios de cada uno
de los niveles por factor de control que se presentan en la
Tabla 2, se analiz6 la variacin de la S/R por nivel de trabajo
tal como se observa en la Figura 1. De esta manera, para los
factores relacionados con la condiciones del proceso PT y TB,
la S/R se hace mas robusta y consistente en forma directa-
mente proporcional a los niveles de trabajo, produciéndose
un mejoramiento de la calidad de la respuesta causado por
una menor influencia de los factores de ruido. Distinto es el
efecto de los factores CG y CcS. En el primero, se obtiene un
maximo de S/R trabajando con el nivel 2 aunque inferior a
los resultados de los otros factores, para luego disminuir lige-
ramente, mientras que para el factor CcS la tendencia de la
calidad de la respuesta es inversamente proporcional. Resu-
miendo, se puede concluir que los niveles 6ptimos de trabajo
de estas variables independientes son 3, 2, 1 y 3 para proceso
térmico, relacién carragenina/gelatina, relacién coco rallado/
saborizante y tiempo de batido, respectivamente. Estos resul-
tados fueron confirmados con el anélisis de varianza (Tabla
4) donde se demostré que la contribucién a la respuesta de los
factores tiempo de batido, proceso térmico y relacién coco
rallado/saborizante aromatizado fueron superiores a un 25%, en
cambio el factor relacién carragenina/gelatina totaliz6 solo un
16%. Cabe destacar ademas que todos los factores demostraron
tener una influencia significativa sobre la calidad sensorial
(p<0.05) aportando en conjunto el 97.7% de la respuesta.
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TABLA3
Valores promedios de S/R por factor y nivel de trabajo

TABLAS
Formulacién optimizada de mousse de linaza en polvo
sabor a coco

Factores
de control N, N, N, Ingrediente g/100 g
PT 10.81 10.96 11.55 Leche en polvo descremada 18.90
CG 10.77 11.29 11.25 Lamequick (espumante) 18.04
CcS 11.50 10.77 11.05 Maltodextrina 12.56
TB 10.78 11.00 11.54 Gelatina 1.07
Carragenina 0.53
* Niveles de trabajo. Saborizante aromatizado coco 4.23
PT =Proceso térmico; CG =Relacion gelatina/carragenina; CcS =Re-  Sucralosa 0.26
lacién coco rallado/saborizante coco; TB= Tiempo batido Alblimina 9.58
Linaza molida 23.90
TABLA 4 Sorbato de potasio 0.24
Andlisis de varianza de C.S del mousse de linaza Coco rallado 10.69
Fuente de variacién gl S.C \Vaianza F R*(%)
En la Tabla 6 se muestra la composicién quimica del
Proceso Térmico 2 0368 017 42.00% 2934 mousse optimizado de linaza. Como se aprecia, la formula-
Carragenina/Gelatina 2 0.198 009 23.25* 1579  ¢j6n desarrollada en este estudio present6 una composicién
Coco rallado/Saborizante 2 0.314 016~ 39.75% = 2504 " quimica en la que destacan el contenido de protefnas y lipidos
Tiempo de batido 20343 017 43.00% 2735 coroanos al 20% y un porcentaje de fibra dietaria total de 18%
Error 9 0.03 0.004 2.39 . . Ll . . P
debido a la inclusién de semilla de linaza en la formulacién
Total 17 1.254 ) ) ) o .
(ver Tabla 7). La importancia de ingerir fibra dietética res-
R?=0,9752; F__=4,26 (p<0,05); * = significativo al p<0.05 ponde al hecho que la fibra soluble e insoluble incrementa el

La siguiente etapa consisti6 en determinar el valor tedrico
de optimizacién (V) de la CS que se calculé mediante la si-
guiente ecuacién:

v=T+(PT,-T) + (CG,~T) + (CS, - T) + (T, - TB)
v=4,25 +/- 0.076*

Donde: T = 3.60 y es el promedio total de las respuestas
de las corridas experimentales Los términos entre paréntesis
corresponden a los factores de control incluyendo como
subindices los niveles 6ptimos de trabajo. El valor teérico
optimizado de CS result6 ser 4.25, con un intervalo de
confianza de 0.076. Con la finalidad de confirmar la respuesta
tedrica obtenida se elabor6é una formulaciéon de mousse de
linaza combinando los mejores niveles de trabajo de los
factores de control. El producto fue analizado sensorialmente
obteniéndose un valor de CS = 4.31 el cual resultd ser
ligeramente superior al te6rico calculado. De esta manera se
valid6 la experiencia. Basado en estos resultados la férmula
optimizada del postre con linaza se muestra en la Tabla 5.

bolo alimenticio lo que disminuye el tiempo de transito fecal
ayudando a prevenir el estrefiimiento, ademaés reduce los ni-
veles de glucosa en la sangre en los sujetos normales y diabé-
ticos, disminuye la concentracién de colesterol, reduce el va-

_lor calérico de los alimentos y previene la aparicién del can-

cer de colon (32-35).

TABLA 6
Composicién quimica del mousse de linaza sabor a coco

Componente g/100g

Humedad 6.24

Proteinas 20.14*

Cenizas 9.00

Extracto etéreo 19.95

Fibra dietética total 18.00

Carbohidratos 26.67**

Kcal/100 g polvo 432.59

* Nx6.25: ** Por diferencia
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FIGURA 1
Efecto de los factores de control sobre la S/R del mousse con linaza sabor coco
a) Proceso térmico b) Relacién carragenina/gelatina
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a) proceso térmico; b) Relacidn carragenina/gelatina; c) Relacién coco rallado/saborizante coco; d) Tiempo de batido.

TABLA7
Andlisis proximal de la semilla de linaza
Pardmetros g/100g
Humedad 8.03
Proteinas* 18.55
Cenizas 24
Lipidos 46.53
Fibra cruda 8.04
Carbohidratos** 1591
Kcal 556.61

* Nx6.25; **Por diferencia

Analisis de la composicién de acidos grasos del aceite de
linaza

La Tabla 8 muestra los resultados del perfil de 4cidos
grasos esenciales poliinsaturados del aceite de linaza. El con-
tenido de dcidos grasos poliinsaturados totales presentes en la
linaza fue un 64,15% desglosados como sigue: acido
linolénico (omega 3) 45,57% cifra destacable tomando en
cuenta su origen y la necesidad de contar diariamente con
este 4cido graso esencial (22,37,38), y 4cido linoleico (ome-
ga 6) 18,27%. De acuerdo con estos datos, la relacién n-6/n-
3 que muestra el aceite de linaza alcanzé un valor de 0.40,
siendo que los valores recomendados fluctdan entre 4 a 10
(14,38). Si se considera que en la actualidad en algunas regio-
nes del globo estd relacion supera con creces los valores reco-
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mendados llegando incluso a niveles de 25/1 por malos habi-
tos dietarios la relacion encontrada en el aceite de linaza es
bastante interesante, pues se justifica la suplementaciéon de
acido linolénico en forma indirecta por la inclusién de linaza
en la formulacion del mousse (Tabla 5) en cantidad tal para
proveer el 30 % de la ingesta diaria recomendada tomando en
cuenta.

TABLAS
Composicion de acidos grasos polinsaturados del aceite de
linaza (g/100g)

C18:2 n-6 Ac. linoleico 18.27
C 18:3 n-3 Ac. linolénico 45.57
Total de poliinsaturados 64.17
c0-6/ wn-3 0.40

En cuanto a la actividad de agua es un parametro impor-
tante por su estrecharelacion con la estabilidad de los alimen-
tos durante su almacenamiento. El valor obtenido en este pro-
ducto desarrollado fue de 0.56 lo que proporciona al producto
una gran estabilidad frente a factores de deterioro principal-
mente reacciones enzimaticas y/o actividad microbiana, entre
las cuales se encuentran las especies patdgenas (1).

La formula optimizada fue sometida a un test de
aceptabilidad heddnico. EI 68% de los encuestados respon-
di6 que el postre “agradé mucho”, al 26% “agrad6”y al 6%
“le fue indiferente”. Al sumar los porcentajes que aprobaron
el producto se obtuvo un 94%, destacandose el hecho que no
se presentaron respuestas de rechazo. Ademas un 89% res-
pondidé que compraria el producto (Figura 2).

FIGURA 2
Test de aceptabilidad del mousse de linaza sabor coco
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Ensayos de vida atil

Se analiz6 lainfluencia de dos variables, recuento de bac-
terias mesdfilas y evolucidn de laconcentracion de peréxidos.
En el primer caso el producto permaneci6 estable hasta el
sexto dia de almacenamiento a 7°C alcanzando 1.64xlI04ucf
sin sobrepasar el limite de Ix 10 5ucf establecido por el Regla-
mento Chileno Sanitario de los Alimentos (40).

En cuanto al indice de peréxidos el producto permanecio
almacenado durante 90 dias sin presentar sintomas de
enranciamiento. Los valores obtenidos a 13°C y 25°C de 1.38
y 2.42 meq/K de aceite respectivamente fueron muy inferio-
res a los maximos recomendados por Schmidt Hebbel (30)
de 5 meqg/kg de aceite que corresponde a un aceite fresco

CONCLUSIONES

- Se desarrollé6 una formulaciéon funcional de mousse de
Optima calidad sensorial considerando las caracteristicas
organolépticas aroma, sabor y consistencia. La cantidad
de semilla de linaza incorporada a la formulacion fue su-
ficiente para cubrir el 30% de la ingesta diaria recomen-
dada de &cido linolénico utilizando la metodologia taguchi.

- En este estudio todos los factores seleccionados afectaron
significativamente (p<0,05) la calidad sensorial del
mousse de linaza sabor coco con una contribucion total
de 97%. La mejorcombinacion de niveles de trabajo para
obtener una CS 6ptima fue: 3, 2,1, 3 para proceso térmi-
co, relacién carragenina/gelatina, relacién coco rallado/
saborizante y tiempo de batido respectivamente

- Desde el punto de vista quimico, el mousse de linaza
sabor coco en polvo, presenta una composicién proximal
con: 6% de humedad, 20% de proteinas, 9% de cenizas,
20% de extracto etéreo, 18% de fibra dietaria total y un
26.7% de hidratos de carbono. El aporte calérico por cada
100 g de mousse en polvo fue 432 Kcal.

- La semilla de linaza utilizada en este experimento tiene
un contenido importante de aceite que presenta una alta
concentracién de acidos grasos poliinsaturados linoleico
y linolénico, mostrando una relacién de acidos grasos
omega-6/omega-3 de 0,40, caracteristica que puede ser
aprovechada para suplementar alimentos con bajo conte-
nido en omega 3.

- Alanalizar losresultados de las pruebas de almacenamien-
to del mousse de linaza se concluye que tanto la formula-
cién en polvo como el reconstituido son productos esta-
bles, el primero al fendmeno de la rancidez y el segundo
al crecimiento de microorganismos segun las condicio-
nes de almacenamiento impuestas en el ensayo.
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FE DE ERRATAS

1. En el Nimero 1, Marzo 2006, Volumen 56, de “Archivos Latinoamericanos de Nutricién”, en la pagina 39 correspondiente
al manuscrito “Disminucién de homocisteina plasmatica con vitaminas B, B,, y 4cido félico. Su efecto en la concentracién
de los lipidos en pacientes con hiperlipoproteinemia secundaria tipo IV, con y sin tratamiento con Lovastatina” de los
autores Garcés P. Antonio, Alba Morén de Salim, Anthony Garcés y Albert Garcés , la Figura 2 aparece desplazada a la
izquierda cubriendo la Tabla 4 y parte del texto, debido a un error en la impresién. Ofrecemos a los autores y lectores de la
revista nuestras excusas por este contratiempo. A continuacién reproducimos la pigina en referencia.

2. La fecha de Recibido y Aceptado correspondiente al manuscrito “Transicién nutricional: una revisién del perfil
latinoamericano” de los autores R. Mauricio Barria y Hugo Amigo, publicado en el Nimero 1, Marzo 2006. Volumen 56, son
respectivamente 14-12-2005 y 17-04-2006 y no las que allf se indican.
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DISMINUCION DE HOMOCISTEINA PLASMATICA CON VITAMINAS 39

FIGURA 1
Efecto de la disminucidn de la concentracién plasmatica de
homocisteina en la concentracién de colesterol en los
grupos Ay B alos 0, 30, 60, 90 y 120 dias posterior a la
ingesta de las vitaminas B6 B 12y acido félico

Homocisteina (nmoifi)

170.991 y r- IL.WW para el grupo Ay B respectivamente
p«).005 pora ambos grupos

La concentracion promedio basal de triglicéridos fue de
395,0 £ 68,1 mg/dl parael grupo Ay 306,1 £ 57,2 mg/dl para
el grupo B. A los 120 dias de iniciado el suplemento vitaminico
las concentraciones promedio fueron de 290,6 + 59,4 mg/dl y
197,9 + 24,5 mg/dl respectivamente (Tablas 1y 2). La
prevalencia de los niveles de triglicéridos por encima de 165
mg/dl fue de 100% para ambos grupos (A y B) al inicio del
estudio; transcurridos los 120 dias fue de 100% para el grupo
Ay de 86,7% para el grupo B (Tabla 4).

TABLA4
Prevalencia de los niveles de triglicéridos al inicio y a los
120 dias de ingesta de las vitaminas B6B 12y acido félico

Basal 120 dias
Triglicéridos Grupo (A)  Grupo (B) Grupo (A) Grupo (B)
n=15(%) n=15 (%) n=15(%) n=15(%)
< 165 mg/dl 0 0 0 2(13,3)
> 165 mg/dl 15(100) 15(100) 15 (100) 13 (86,7)
Total 15 (100) 15(100) 15 (100) 15(100)

La correlacién entre los niveles de homocisteina y la
concentracién de triglicéridos se presenta en la Figura 2; se
observa un comportamiento similar en ambos grupos; por cada

|[J,mol/L de homocisteina que disminuye, la concentracién de
triglicéridos se reduce a 25,4 mg/dl en el grupo Ay 27,0 mg/
dien el grupo B. LaLovastatina ejerci6 poco efecto sobre la
concentracion de los triglicéridos, con r=0,969 y r=0,899 para
el grupo A y B respectivamente, y p<0,05 en ambos grupos.

FIGURA 2
Efecto de la disminucién de la concentracién plasmatica de
homocisteina en la concentracion de triglicéridos en los
grupos Ay B alos 0, 30, 60, 90 y 120 dias posterior a la
ingesta de las vitaminas B6B 12y 4cido fdlico

Homocisteina (pmol/i)

r0.9irf) v i parael grupo A 'y B respectivamente
B<0,0.5 en ambos «nipos.

La concentracion de colesterol de las C-LDL del grupo A
disminuy6 de un promedio de 150,8 + 21,3 a 130,8 + 28,2
mg/dl y en el grupo B de 143,2 + 20,5 mg/dl, a 109,6 + 11,5
mag/dl, al finalizar el periodo experimental (Tablas 1y 2). Se
observo una marcada reduccién en el grupo B, con respecto
al grupo A como consecuencia del efecto del hipolipemiante.
En el grupo A no se observaron cambios significativos durante
los primeros 30 dias (p=0,753) y poco significativos hasta los
60 dias (p=0,02), posteriormente, la disminucién de la
concentracion de C-LDL fue maés significativa (p<0,001),
obteniéndose un promedio de 130,8 + 28,2 mg/dl al finalizar
losl20 dias. El efecto de la Lovastatina en el grupo B fue
evidente desde el inicio hasta los 90 dias, no siendo asi entre
los 90 y 120 dias, cuyo cambio no fue significativo (p=0,217)
(Figura 3). Se observé correlacion entre los niveles de
homocisteina y la concentraciéon de C-LDL, con un r=0,912
parael grupo Ay r=0,668 parael grupo B, p<0,005 para ambos
grupos. La disminucion de un pmol/L de homocisteina incide
en la reduccién de 4,8 mg/dl en las C-LDL en ausencia de
Lovastatina, mientras que en presencia del hipolipemiante el
efecto fue de 8,4 mg/dl.



INFORMACION PARA LOS AUTORES

En 1950 el Instituto Nacional de Nutricién de Venezuela edita su
revista Archivos Venezolanos de Nutricién la cual en 1966 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 paginas trabajos de revision, 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 microbiologia 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 el derecho de no publicar los originales que no se ajusten
a los lineamientos de la revista. No se devolverédn originales ni se
mantendrd correspondencia sobre aquellos que no sean publicados.
ALAN se reserva los derechos de reproduccién de los articulos
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. A continuacién se
reproducen los aspectos mas relevantes de la traduccién al espaiiol
mas reciente (Noviembre 2003), de los requisitos uniformes del
Comité Internacional de Directores de Revistas Médicas (CIDRM)
para la preparacién de manuscritos que se presentan a las revistas
biomédicas (1) y se anaden algunas recomendaciones especificas
para ALAN. La traduccién ha sido preparada por la Organizacién
Panamericana de la Salud. E] CIDRM no ha avalado ni aprobado el
contenido de esta traduccién. La versidén oficial en inglés de este
documento, actualizada a Octubre 2005, se puede hallar en: htpp//
www.icmje.org/

Requisitos para la presentacién de manuscritos
a una revista

Resumen de los requisitos técnicos

- Todas las partes del manuscrito estaran a doble espacio.

- Cada seccién o componente comenzaré en pagina nueva.

- Reviselasecuencia: paginadel 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
fotograficas sin tomar, y no deberan exceder de 203 x 254 mm.

- Incluyalaautorizacidn parareproducir 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 niimero exigido de copias impresas del articulo
(ALAN exige original y 3 copias).
- Guarde copias de todo lo que envie.

Principios generales

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 subtitulos dentro de
estas secciones, sobre todo en las de resultados y discusién, a fin de
hacer mis 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 orientacion, los autores deberan consultar
la revista en la que pretenden publicar.

Mecanografiese el manuscrito en papel bond blanco de 216 x
280 mm o de la medida estandar ISO A4 (212 x 297 mm), con
maérgenes de por lo menos 25mm (ALAN prefiere la medida de 216
x 280 mm). Escribase o imprimase solamente sobre una cara del
papel. Usar doble espacio en todas las palabras del manuscrito -es
decir, la portada, el resumen, el texto, los agradecimientos, las
referencias, cada cuadro y los pies o epigrafes de las figuras-, asi
como margenes amplios, permite que los editores, revisores y
correctores corrijan el texto linea por linea y anoten observaciones y
preguntas directamente en el original impreso. Si los manuscritos se
presentan en formato electronico, los archivos deben venir a doble
espacio porque el manuscrito tal vez deba imprimirse para la revisién
y la correccién editorial.

Durante el proceso editorial los revisores, directores y correctores
necesitan referirse con frecuencia a porciones especificas del
manuscrito, lo cual es dificil a menos que se numeren las péginas.
Por lo tanto, los autores numeraran consecutivamente todas las
paginas del manuscrito, empezando con la portada.

Portada
La portada debe llevar la siguiente informacién:

1) El titulo del articulo. Los titulos concisos son més faciles de
leer que los largos y enrevesados. Sin embargo, los titulos demasiado
cortos pueden omitir informacién importante, como el disefio del
estudio (que es particularmente importante para identificar los ensayos
controlados aleatorizados). Los autores deben incluir en el titulo toda
lainformacién que permita que la recuperacién electrénica del articulo
sea al mismo tiempo sensible y especifica; 2) Los nombres y la

(1) “Requisitos uniformes para preparar los manuscritos que se presentan a
las revistas biomédicas: redaccién y edicién de las publicaciones biomédicas”
Rev Panam Salud Piblica/Pan Am J Pub Health Vol 15, N° 1; 41-57. 2004.
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afiliacién institucional de los autores. Algunas revistas publican el
grado académico més alto de cada autor, mientras que otras no lo
hacen; 3) El nombre de los departamentos e instituciones a los que
debe atribuirse el trabajo; 4) Las clausulas de descargo de
responsabilidad, si las hubiera; 5) Los autores corresponsales. Hay
que anotra el nombre, direccién postal, nimero de teléfono y de fax
y direccién de correo electrénico del autor encargado de la
correspondencia acerca del manuscrito (el “autor corresponsal”), que
puede o no ser el “aval” de la integridad del estudio en su totalidad, si
esa funcién se atribuye a alguien. El autor corresponsal debe indicar
claramente si quiere o no que su direccién de correo electrénico se
publique; 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 todos ellos; 8) Titulillo.
Algunas revistas solicitan que se incluya un titulillo o pie de pagina,
por lo comiin de menos de 40 pulsaciones (incluidos caracteres y
espacios), al pie de la portada. Los titulillos se publican en la mayoria
de las revistas, pero a veces se usan también en la redaccion para
archivar y localizar los manuscritos.

Autoria

Todas las personas designadas como autores habran de cumplir
con ciertos requisitos para tener derecho a la autorfa. Cada autor
debe haber participado en el trabajo en grado suficiente para asumir
responsabilidad piiblica por su contenido. Para concederle a alguien
el crédito de autor, hay que basarse nicamente en su contribucién
esencial por lo que se refiere a los siguientes aspectos: 1) la
concepcibn 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 aprobacién final de Ia
versi6n que ser publicada. Las tres condiciones tendran 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 deber4 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 mas comin que los ensayos multicéntricos se
atribuyan a un autor corporativo. Todos los miembros del grupo que
sean designadbs como autores, ya sea en lalinea destinada al nombre
de los autores a continuacién del titulo o en una nota a pie de pagina,
deberan cuniplir 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 decision
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
explicaci6n sobre el orden de enumeracién. Al decidir acerca de dicho
orden, los autores tendrén presente que muchas revistas imponen un
limite al ndmero de autores que figuran en el indice de materias y que,
cuando hay mas 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 dltimo.

Resumen y palabras clave

La segunda pagina incluird un resumen que no sobrepasara las
250 palabras de extensién. En él indicaran los propésitos del estudio
oinvestigacion; los procedimientos basicos (seleccion de los sujetos
o los animales de laboratorio incluidos en el estudio; métodos de
observacién y anélisis); los hallazgos mds importantes
(proporcidnense datos especificos y, de ser posibles, su significacién
estadistica), y las conclusiones principales. Hagase hincapié en los
aspectos nuevos e importantes del estudio o las observaciones.

A continuacién 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 publicaran junto con el resumen.
Utilicense para este propdsito los términos de la lista “Medical
Subject Headings” (MeSH) (Encabezamientos de materia médica]
del Index Medicus; en el caso de términos de reciente aparicién que
todavia no figuren en dicha lista, podrdn usarse las expresiones
corrientes. ALAN exige que todo trabajo deberd acompaiiarse de
un Resumen en inglés con sus palabras clave, “key words”, si el
trabajo original fuese en espafiol, portugués o francés. Si el trabajo
original es en inglés, el Resumen debe presentarse en espaiiol,
igualmente con sus palabras clave. Deberé leerse corrido no en
secciones.

Introduccién

Proporcione el contexto o los antecedentes del estudio, es decir,
la naturaleza del problema y su importancia. Enuncie la finalidad o
el objetivo de investigacién especifico del estudio u observaciones,
o bien la hipdtesis que se ha puesto a prueba; el objetivo de
investigacién suele expresarse con més nitidez si se formula como
una pregunta. Hay que expresar con claridad los objetivos principales
y secundarios y describir todo andlisis de subgrupos que haya sido
especificado con anterioridad. Mencione las referencias estrictamente
pertinentes y no incluya datos ni conclusiones del trabajo que estd
dando a conocer.

Materiales y Métodos

Describa claramente la forma como se seleccionaron los sujetos
observados o 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 definicion
y la pertinencia de laraza o el grupo étnico son ambiguos. Los autores
deberén ser particularmente cuidadosos con respecto a usar estas
categorias.

Identifique los métodos, los aparatos (nombre y direccién 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 indole estadistica (véase mas 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. Identifique exactamente todos
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los medicamentos y productos quimicos utilizados, sin olvidar
nombres genéricos, dosis y vias de administracion.

Los informes de ensayos clinicos aleatorizados deberén presen-
tar informacién sobre todos los elementos importantes del estudio,
como son el protocolo (poblacién de estudio, intervenciones o expo-
siciones, resultados y el fundamento 16gico del andlisis estadistico),
asignacion de intervenciones (métodos de aleatorizacién, ocultamien-
to de la asignacién a los grupos de tratamiento) y método de enmas-
caramiento (método ciego).

Los autores que presenten manuscritos de revisién incluirdn una
seccién en la que se describan los métodos utilizados para localizar,
seleccionar, extraer y sintetizar los datos. Estos métodos se mencio-
nardn también en forma sindptica en el resumen.

Etica. Cuando informe sobre experimentos en seres humanos, sefia-
le si los procedimientos seguidos estuvieron de acuerdo con las nor-
mas éticas del comité (institucional o regional) que supervisa la ex-
perimentacion 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 cddigos hospitalarios, especialmente en el mate-
rial ilustrativo. Cuando dé a conocer experimentos con animales,
mencione si se cumplieron las normas de la institucion, las de un
consejo nacional de investigacién o cualquier ley nacional acerca
del cuidado y el uso de animales de laboratorio.

Estadistica. Describa los métodos estadisticos con detalles suficien-
tes 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 1a medicién (por
ej., intervalos de confianza). No dependa exclusivamente de las prue-
bas estadisticas de comprobacion de hipétesis, tales como el uso de
los valores P, que no transmiten informacioén sobre la magnitud del
efecto. Analice la elegibilidad de los sujetos de experimentacion.
Proporcione los detalles del proceso de aleatorizacién. Describa los
medios utilizados para enmascarar las observaciones (método cie-
g0), indicando los resultados que dieron. Informe sobre las compli-
caciones del tratamiento. Especifique el nimero de observaciones.
Mencione las pérdidas de sujetos de observacién (por €j., las perso-
nas 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 mimero de las
péginas), y no de los articulos originales donde se describieron por
vez primera. Especifique cualquier programa de computacién de uso
general que se haya empleado.

Resultados

En el texto, los cuadros y las ilustraciones, presente los resulta-
dos siguiendo una secuencia légica. No repita en el texto todos los
datos de los cuadros ni de las ilustraciones; destaque o resuma tan
solo las observaciones importantes.

Cualquier material adicional o complementario y los detalles téc-
nicos pueden reunirse en un apéndice, de manera que estén accesibles
pero sin interrumpir el flujo del texto; otra posibilidad es que dicho
apéndice solo se publique en la versi6n electrnica de la revista.

Al resumir los datos en la seccién de resultados, facilite los re-
sultados numéricos no solo como derivados (por ej., porcentajes),

sino también como los niimeros absolutos a partir de los cuales se
calcularon los derivados, y especifique los métodos estadisticos
mediante los cuales se analizaron. Limite los cuadros y las figuras al
niimero necesario para explicar el argumento del articulo y 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 entrafia el empleo de un método de aleatorizacién), «nor-
mal», «significativo», «correlaciones» y «muestra».

Cuando sea adecuado desde el punto de vista cientifico, hay que
incluir los andlisis de los datos por variables como la edad y el sexo.

Discusion

Haga hincapié en los aspectos nuevos e importantes del estudio
y en las conclusiones que se derivan de ellos. No repita con porme-
nores los datos u otra informacién ya presentados en las secciones
de introduccién y de resultados. Explique en la seccién de discu-
sion el significado de los hallazgos y sus limitaciones, incluidas sus
implicaciones para la investigacién futura. Relacione las observa-
ciones con otros estudios pertinentes.

En el caso de estudios experimentales, es Util empezar la discu-
sién resumiendo brevemente los resultados principales; luego, ana-
lizar los posibles mecanismos o explicaciones de estos resultados;
comparar y contrastar los resultados con otros estudios pertinentes;
sefialar las limitaciones del estudio; y, por ultimo, explorar las
implicaciones de los resultados para la investigacién futura y para la
préctica clinica.

Establezca el nexo entre las conclusiones y los objetivos del es-
tudio, pero absténgase de hacer afirmaciones generales y extraer
conclusiones que no estén completamente respaldadas por los da-
tos. En particular, los autores evitaran hacer afirmaciones sobre los
beneficios y los costos econémicos, a menos que su manuscrito in-
cluya datos y anélisis econémicos adecuados. No reclame ningiin
tipo de precedencia ni mencione trabajos que no estén terminados.
Proponga nuevas hipétesis cuando haya justificacion para ello, pero
identificindolas claramente como tales.

Agradecimientos

Todos los colaboradores que no satisfagan los criterios de la
autorfa deben mencionarse en la seccién de agradecimientos. Por
ejemplo, se puede agradecer la ayuda de una persona que prestéd
ayuda estrictamente técnica, de alguien que ayudé con la redaccién
o del director de departamento que solo brind$ apoyo general. Tam-
bién debe reconocerse el apoyo econémico y material.

Las personas que hayan colaborado materialmente en la prepa-
racién del manuscrito pero no en grado suficiente para justificar que
se les considera como autores pueden mencionarse bajo un encabe-
zamiento colectivo, como el de «investigadores» o «investigadores
clinicos participantes», mencionando ademas su funcién o colabo-
racién; por ejemplo, «actuaron como asesores cientificos», «exami-
naron criticamente la propuesta de estudio», «recopilaron datos» o
«facilitaron y atendieron a los pacientes del estudio».

Dado que los lectores pueden inferir que dichas pérsonas res-
paldan los datos y las conclusiones, todas ellas deben otorgar su
permiso por escrito para que se les mencione en los agradecimien-
tos.



196 INFORMACION PARA LOS AUTORES

Referencias

Numere las referencias consecutivamente siguiendo el orden en
que se mencionan por primera vez en el texto. En este, en los cua-
dros y en los pies o epigrafes de las ilustraciones, las referencias se
identificaran mediante nimeros ardbigos entre paréntesis. Las refe-
rencias citadas solamente en cuadros o ilustraciones se numeraran
siguiendo una secuencia que se establecera por la primera mencién
que se haga en el texto de ese cuadro o esa figura en particular.

Emplee el estilo de los ejemplos que aparecen més adelante, los
cuales estan basados en el formato que la Biblioteca Nacional de
Medicina de los Estados Unidos usa en el Index 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 pu-
blica anualmente como parte del nimero de enero y como separata.
La lista se puede obtener asimismo en el sitio que la biblioteca man-
tiene en la World Wide Web http://www.nlm.nih.gov/

Absténgase de utilizar los resimenes como referencias. Las refe-
rencias a articulos que han sido aceptados pero que todavia no se publi-
can se designardn como «en prensa» 0 «de préxima aparicion»; los
autores obtendran 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 publica-
cién pero atin no aceptados se citaré en el texto como «observaciones
inéditas», con el permiso correspondiente de la fuente por escrito.

No cite una «comunicacién personal» a menos que aporte infor-
macién esencial que no pueda obtenerse de una fuente piblica; en ese
caso, el nombre de la persona y la fecha de la comunicacién apareceran
entre paréntesis en el texto. En el caso de articulos cientificos, los auto-
res deberan obtener el permiso de la fuente y su confirmacién de la
exactitud de la comunicacién personal, ambos por escrito.

Algunas revistas comprueban la exactitud de todas las referencias
bibliogréficas, pero no todas lo hacen, y a veces aparecen errores en las
citas bibliogréficas de los articulos cuando estos se publican. Para re-
ducir al minimo tales errores, los autores deben cotejar las referencias
contra los documentos originales.

Para conocer muestras de los formatos de citacién de las referen-
cias, los autores deben consultar el siguiente sitio web: http//
www.nlm.nih.gov/bsd/uniform requirements.html.

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.

Tablas

Mecanografie o imprima cada tabla a doble espacio y en hoja
aparte. No presente las tablas en forma de impresiones fotogréficas.
Numérelas consecutivamente siguiendo el orden en que se citan por
primera vez en el texto, y asigne un titulo breve a cada una. Cada
columna llevari un encabezamiento corto o abreviado. Las explica-
ciones irdn como notas al pie y no en el encabezamiento. En las
notas al pie se explicaran todas las abreviaturas no usuales emplea-
das en cada cuadro. Como llamadas para las notas al pie, utilicense
los simbolos siguientes en la secuencia que se indica: *, §, }, **, 1,
it

Identifique las medidas estadisticas de variacién, tales como la
desviacion estandar y el error estindar de la media.

No trace lineas horizontales ni verticales en el interior de los
cuadros. Cercidrese de que cada cuadro aparezca citado en el 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 niimero excesivo
de tablas en relacién con la extensién del texto puede ocasionar di-
ficultades al confeccionar las paginas. Examine varios nimeros re-
cientes de la revista a la que planea presentar el articulo y calcule
cuéntas tablas pueden incluirse por cada millar de palabras de texto.
Al aceptar un articulo, el director podra recomendar que las tablas
suplementarias que contienen datos de respaldo importantes, pero
que son muy extensas para publicarlas, queden depositadas en un
servicio de archivo, como el Servicio Nacional de Publicaciones
Auxiliares en los Estados Unidos, o que sean proporcionadas por
los autores a quien lo solicite. En tal caso, se agregara en el texto la
nota informativa necesaria. Dichos tablas se presentardn junto con
el articulo para su consideracién por parte de los arbitros.

Ilustraciones (figuras)

Envie los juegos completos de figuras en el nimero requerido
por la revista. Las figuras estardn dibujadas y fotografiadas en for-
ma profesional; no. se aceptarén los letreros trazados a mano o con
maquina 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, niimeros y
simbolos seran claros y uniformes en todas las ilustraciones; ten-
drén, ademds, un tamaiio suficiente para que sigan siendo legibles
incluso después de la reduccidn necesaria para publicarlos. Los titu-
los y las explicaciones detalladas se incluirdn en los pies o epigra-
fes, no sobre las propias ilustraciones.

Al reverso de cada figura pegue una etiqueta de papel que lleve
anotados el nimero de la figura, el nombre del autor y cudl es la

. parte superior de la misma. No escriba directamente sobre el dorso

de las figuras ni las sujete con broches para papel, pues quedan mar-
cadas. Las figuras no se doblaran ni se montaran sobre cartén.

Las fotomicrografias incluirdn en si mismas un indicador de la
escala. Los simbolos, flechas y letras usados en estas deberan con-
trastar claramente con el fondo.

Si se usan fotografias de personas, estas no deberan ser
identificables; de lo contrario, habrd que anexar un permiso por es-
crito para poder utilizarlas.

Las figuras se numerardn en forma consecutiva de acuerdo con
su primera mencién en el texto. Si la figura ya fue publicada, se
reconocer la fuente original y se presentard la autorizacién por es-
crito que el titular de los derechos de autor concede para reproducir-
la. Este permiso es necesario, independientemente de quién sea el
autor o la editorial; la Ginica salvedad son los documentos considera-
dos como de dominio piblico.

Pies o epigrafes de las ilustraciones

Los pies o epigrafes de las ilustraciones se mecanografiaran o
imprimiran a doble espacio, comenzando en hoja aparte e identifi-
céndolos con los nimeros arabigos correspondientes. Cuando se uti-
licen simbolos, flechas, niimeros o letras para referirse a ciertas par-
tes de las ilustraciones, serd preciso identificar y aclarar el significa-
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do de cada uno en el pie o epigrafe. En las fotomicrografias habra
que explicar la escala y especificar el método de tincién.

Unidades de medida

Las medidas de longitud, talla, peso y volumen se expresarén en
unidades del sistema métrico decimal (metro, kilogramo, litro, etc.)
o sus miiltiples y submultiplos.

Las temperaturas se consignarén en grados Celsius. Los valores
de presién arterial se indicaran en milimetros de mercurio.

Todos los valores heméticos y de quimica clinica se presentaran
en unidades del sistema métrico decimal y de acuerdo con el Siste-
ma Internacional de Unidades (SI). La redaccion de la revista podra
solicitar que, antes de publicar el articulo, los autores agreguen uni-
dades alternativas o distintas de las del SI.

Abreviaturas y simbolos

Utilice iinicamente abreviaturas corrientes. Evite las abreviatu-
ras 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 comuin.

Envio del manuscrito a la revista

Cada dia aumenta el nimero de revistas que aceptan la presenta-
cién electrénica de los manuscritos, ya sea en disco, como anexos de
correo electrénico o descargadas directamente al sitio web de la re-
vista. Cuando se presente un manuscrito en forma electrénica, los
autores deben consultar la informacién para la presentacion de ma-
nuscritos de la revista que han elegido.

Si se presenta una versién impresa del manuscrito, envie el ni-
mero exigido de copias del manuscrito y las figuras; todas ellas son
necesarias para el arbitraje y la correccién de estilo, y no cabe espe-
rar que la redaccion haga las copias necesarias.

Los manuscritos irdn acompaiiados de una carta de envio firma-
da por todos los coautores.

ANEXO
Articulos de revistas
1. Articulo estdndar
Enumere los primeros seis autores y afiada la expresion «et al.»
(Nota: La NLM incluye ahora hasta 25 autores; si hay mds de 25,
enumera los primeros 24, continuacién el dltimo autor y luego agre-

ga «et al.»)

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Solid-organ transplantation in
HIV-infected patients. N Engl J Med. 2002 Jul 25;347(4):284-7.

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 nimero.

(Nota: Para respetar la uniformidad, en todos los ejemplos que se

presentan en los requisitos uniformes se aplica estaopcién. LaNLM,
sin embargo, no usa dicha opcién.)

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Solid-organ transplantation in
HIV-infected patients. N Engl J Med. 2002;347:284-7.

Mas de seis autores:

Rose ME, Huerbin MB, Melick J, Marion DW, Palmer AM, Schiding
JK, et al. Regulation of interstitial excitatory amino acid concentra-
tions after cortical contusion injury. Brain Res. 2002;935(1-2):40-

6. s ;

2. Organizacién como autor
Diabetes Prevention Program Research Group. Hypertension, insu-
lin, and proinsulin in participants with impaired glucose tolerance.

Hypertension. 2002;40(5):679-86.

3. Autoria compartida entre autores individuales y un equipo
(Este ejemplo no sigue el estandar NISO)

Vallancien G, Emberton M, Harving N, van Moorse]aar'RJ; Alf-
One Study Group. Sexual dysfunction in 1,274 European men suf-
fering from lower urinary tract symptoms. J Urol. 2003;169(6):2257-
61.

4. No se indica el nombre del autor

21st century heart solution may have a sting in the tail. BMJ.
2002;325(7357):184.

5. Articulo en idioma extranjero (2)

(Nota: La NLM traduce el titulo al inglés, lo encierra entre corche-
tes y le agrega la abreviatura correspondiente al idioma original.)

Ellingsen AE, Wilhelmsen I. Sykdomsangst blant medisin- og
jusstudenter. Tidsskr Nor Laegeforen. 2002;122(8):785-7.

6. Suplemento de un volumen

Geraud G, Spierings EL, Keywood C. Tolerability and safety of
frovatriptan with short- and long-term use for treatment of migraine
and in comparison with sumatriptan. Headache. 2002;42 Suppl
2:593-9.

7. Suplemento de un niimero

Glauser TA. Integrating clinical trial data into clinical practice. Neu-
rology. 2002;58(12 Suppl 7):56-12.

(2) Evidentemente “extranjero” se entiende aqui en relacién con el idioma
inglés, pues los ejemplos de referencia bibliogréfica se han trasladado di-
rectamente del original, sin adaptarlos (Ndel T).
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8. Parte de un volumen

Abend SM, Kulish N. The psychoanalytic method from an episte-
mological viewpoint. Int J Psychoanal. 2002;83(Pt 2):491-5.

9. Parte de un niimero

Ahrar K, Madoff DC, Gupta S, Wallace MJ, Price RE, Wright KC.
Development of a large animal model for lung tumors. J Vasc Interv
Radiol. 2002;13(9 Pt 1):923-8.

10. Niimero sin volumen

Banit DM, Kaufer H, Hartford JM. Intraoperative frozen section analy-
sis in revision total joint arthroplasty. Clin Orthop. 2002;(401):230-8.

11. Sin niimero ni volumen

Outreach: bringing HIV-positive individuals into care. HRSA
Careaction. 2002 Jun:1-6.

12. Paginacién en niimeros romanos

Chadwick R, Schuklenk U. The politics of ethical consensus find-
ing. Bioethics. 2002;16(2):iii-v.

13. Indicacién del tipo de articulo cuando sea necesario

Tor M, Turker H. International approaches to the prescription of long-
term oxygen therapy [letter]. Eur Respir J. 2002;20(1):242.
Lofwall MR, Strain EC, Brooner RK, Kindbom KA, Bigelow GE.
Characteristics of older methadone maintenance (MM) patients [ab-
stract]. Drug Alcohol Depend. 2002;66 Suppl 1:S105.

14. Articulo que contiene una retractacion

Feifel D, Moutier CY, Perry W. Safety and tolerability of a rapidly
escalating dose-loading regimen for risperidone. J Clin Psychiatry.
2002;63(2):169. Retraction of: Feifel D, Moutier CY, Perry W. J Clin
Psychiatry. 2000;61(12):909-11.

15. Articulo retirado por retractacion

Feifel D, Moutier CY, Perry W. Safety and tolerability of a rapidly
escalating dose-loading regimen for risperidone. J Clin Psychiatry.
2000;61(12):909-11. Retraction in: Feifel D, Moutier CY, Perry W.J
Clin Psychiatry. 2002;63(2):169.

16. Articulo reeditado con correcciones

Mansharamani M, Chilton BS. The reproductive importance of P-
type ATPases. Mol Cell Endocrinol. 2002;188(1-2):22-5. Corrected
and republished from: Mol Cell Endocrinol. 2001;183(1-2):123-6.

17. Articulo sobre el que se ha publicado una fe de erratas

Malinowski JM, Bolesta S. Rosiglitazone in the treatment of type 2
diabetes mellitus: a critical review. Clin Ther. 2000;22(10):1151-68;

discussion 1149-50. Erratum in: Clin Ther 2001;23(2):309.

18. Articulo publicado en formato electrénico antes que en versién
impresa

Yu WM, Hawley TS, Hawley RG, Qu CK. Immortalization of yolk
sac-derived precursor cells. Blood. 2002 Nov 15;100(10):3828-31.
Epub 2002 Jul 5.

Libros y otras monografias
19. Autores individuales

Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfaller MA. Medical
microbiology. 4th ed. St. Louis: Mosby; 2002.

20. Directores (“editores” ), compiladores como autores

Gilstrap LC 3rd, Cunningham FG, VanDorsten JP, editors. Opera-
tive obstetrics. 2nd ed. New York: McGraw-Hill; 2002..

21. Autor (es) y editor (es)

Breedlove GK, Schorfheide AM. Adolescent pregnancy. 2nd ed.
Wieczorek RR, editor. White Plains (NY): March of Dimes Educa-
tion Services; 2001.

22. Organizacion (es) como autor

Royal Adelaide Hospital; University of Adelaide, Department of Clinical
Nursing. Compendium of nursing research and practice development,
1999-2000. Adelaide (Australia): Adelaide University; 2001.

23. Capitulo de libro

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Chromosome alterations in hu-
man solid tumors. In: Vogelstein B, Kinzler KW, editors. The genetic
basis of human cancer. New York: McGraw-Hill; 2002. p. 93-113.

24. Actas de conferencias

Harnden P, Joffe JK, Jones WG, editors. Germ cell tumours V. Pro-
ceedings of the 5th Germ Cell Tumour Conference; 2001 Sep 13-15;
Leeds, UK. New York: Springer; 2002.

25. Ponencia presentada en una conferencia

Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza’s computational
effort statistic for genetic programming. In: Foster JA, Lutton E,
Miller J, Ryan C, Tettamanzi AG, editors. Genetic programming.
EuroGP 2002: Proceedings of the Sth European Conference on Ge-
netic Programming; 2002 Apr 3-5; Kinsdale, Ireland. Berlin: Springer;
2002. p. 182-91.

26. Informe cientifico o técnico

Publicado por la institucién financiadora o patrocinadora:
Yen GG (Oklahoma State University, School of Electrical and Com-
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puter Engineering, Stiliwater, OK). Health monitoring on vibration
signatures. Final report. Arlington (VA): Air Force Office of Scien-
tific Research (US), Air Force Research Laboratory; 2002 Feb. Re-
port No.: AFRLSRBLTR020123. Contract No.: F496209810049.

Publicado por la institucién ejecutora:

Russell ML, Goth-Goldstein R, Apte MG, Fisk WJ. Method for
measuring the size distribution of airborne Rhinovirus. Berkeley
(CA): Lawrence Berkeley National Laboratory, Environmental En-
ergy Technologies Division; 2002 Jan. Report No.: LBNL49574.
Contract No.: DEAC0376SF00098. Sponsored by the Department
of Energy.

27 Tesis

Borkowski MM. Infant sleep and feeding: a telephone survey of
Hispanic Americans [dissertation]. Mount Pleasant (MI): Central
Michigan University; 2002.

28. Patente

Pagedas AC, inventor; Ancel Surgical R&D Inc., assignee. Flexible
endoscopic grasping and cutting device and positioning tool assem-
bly. United States patent US 20020103498. 2002 Aug 1.

Otros tipos de publicaciones
29. Articulo de periddico

Tynan T. Medical improvements lower homicide rate: study sees drop
in assault rate. The Washington Post. 2002 Aug 12;Sect. A:2 (col. 4).

30. Material audiovisual

Chason KW, Sallustio S. Hospital preparedness for bioterrorism [vid-
eocassette]. Secaucus (NJ): Network for Continuing Medical Edu-
cation; 2002.

31. Documentos legales

Ley publica:
Veterans Hearing Loss Compensation Act of 2002, Pub. L. No. 107-
9, 115 Stat. 11 (May 24, 2001).

Proyecto de ley sin sancionar:
Healthy Children Learn Act, S. 1012, 107th Cong., 1st Sess. (2001).

Cédigo de normas federales:
Cardiopulmonary Bypass Intracardiac Suction Control, 21 CF.R.
Sect. 870.4430 (2002). :

Jurisprudencia:

Arsenic in Drinking Water: An Update on the Science, Benefits and
Cost: Hearing Before the Subcomm. on Environment, Technology
and Standards of the House Comm. on Science, 107th Cong., 1st
Sess. (Oct. 4, 2001).

32. Mapa

Pratt B, Flick P, Vynne C, cartographers. Biodiversity hotspots [map).
Washington: Conservation International; 2000.

33. Diccionarios y similares

Dorland’s illustrated medical dictionary. 29th ed. Philadelphia: W.B.
Saunders; 2000. Filamin; p. 675.

Trabajos inéditos
34. En prensa

(Nota: La NLM prefiere referirse a estos trabajos como «en prepara-
cién» [forthcoming] porque no todos tienen garantizada su publica-
cién).

Tian D, Araki H, Stahl E, Bergelson J, Kreitman M. Signature of
balancing selection in Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci U S A. In
press 2002.

Material en soporte electrénico
35. CD-ROM

Anderson SC, Poulsen KB. Anderson’s electronic atlas of hematol-
ogy [CD-ROM]. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins; 2002.

36. Articulo de revista en Internet

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA
acts in an advisory role. Am J Nurs [serial on the Internet]. 2002 Jun
[cited 2002 Aug 12);102(6):[about 3 p.]. Available from: http://

www.nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htm

37. Monografia en Internet

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer
[monograph on the Internet]. Washington: National Academy Press;
2001 [cited 2002 Jul 9]. Available from: http://www.nap.edu/books/
0309074029/html/.

38. Pdgina principal en un sitio Web

Cancer-Pain.org [homepage on the Internet]. New York: Associa-
tion of Cancer Online Resources, Inc.; c2000-01 [updated 2002 May
16; cited 2002 Jul 9]. Available from: http://www.cancer-pain.org/.

39. Pdgina Web en un sitio Web

American Medical Association [homepage on the Internet]. Chicago:
The Association; ¢1995-2002 [updated 2001 Aug 23; cited 2002
Aug 12]. AMA Office of Group Practice Liaison; [about 2 screens].

Available from: http://www.ama-assn.org/ama/pub/category/
1736.html
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40. Base de datos en Internet

Base de datis abierta:

Who's Certified [database on the Internet]. Evanston (IL): The Ameri-
can Board of Medical Specialists. 2000 - [cited 2001 Mar 8]. Avail-
able from: http://www.abms.org/newsearch.asp

Base de datos cerrada:
Jablonski S. Online Multiple Congential Anomaly/Mental Retarda-
tion (MCA/MR) Syndromes [database on the Internet]. Bethesda

(MD): National Library of Medicine (US). c1999 [updated 2001
Nov 20; cited 2002 Aug 12). Available from: http://www.nlm.nih.gov/
mesh/jablonski/syndrome_title.html

41. Parte de una base de datos en Internet

MeSH Browser [database on the Internet]. Bethesda (MD): National
Library of Medicine (US); 2002 - [cited 2003 Jun 10]. Meta-analy-
sis; unique ID: D015201; [about 3 p.]. Available from: http://
www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html Files updated weekly.
Updated June 15, 2005



http://www.abms.org/newsearch.asp
http://www.nlm.nih.gov/
http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html

La Sociedad
Latinoamericana
de Nutricién invita
a participar en el

Categorias y Premios:

PROFESIONAL

EU $6,000.00 5 o

Placa para el primer autor / . B
y diplomas para los ; E@ m ﬂ@ .
coautores. /| Latinoamericano
e ;
ESTUDIANTE f - (

EU $3,000.00 /

Placa para el primer autor / de I“VQSiIgQClon

y diplomas para los

coautores. en Ahmen‘i“acnon vy Nuiricion Humana

Fecha limite de entrega:
30 de junio del 2006

El premio se entregard durante el
XIV Congreso de la Sociedad

Latinoamericana de Nutricién a celebrarse del 12 -~ T
al 16 de noviembre del 2006 en Florianépolis, I4" C L
Santa Catarina, Brasil. Q :

Congreso Latmoamemcano
o o de Nutricidn noviembre 2006
Reconocidos especidlistas en nutricidn humana:

Dr. Helio Vanuchi
Dr. Adolfo Chavez
Dr. Ricardo Uauy
Dr. Fernando Viteri
Dr. Eduardo Atalah

SLAN

Sociedad Latinoamericana
de NULMCION wworeomtusessmmmmsesscens

Para consultar las bases del premio y
recepcién electrénica de los mismos hasta el
30 de marzo del 2006:

hitp://www slanbrasil.org
http://www kelloggs-nutricion.com.mx

7 Nutricidn que dd salud a tu vida



http://www.slanbrasil.org
http://www.kelloggs-nutricion.com.mx

nutrition 2006

| World Congress of Public Health Nutrition

Vil Congreso de la SENC

Barcelona, Spain
September 28-30, 2006

2nd newsletter!!

Organized by the Spanish Society of Community Nutrition
and the International Union of Nutritional Sciences

SENC and IUNS are pleased to invite you to participate in
the IWorld Congress of Public Health Nutrition &the VI
Congress of the Spanish Society of Community Nutrition,
which will be held at the International Convention Centre
of Barcelona from the 28th to the 30th of September.

The scientific programme Is available on the web site,
www.nutrition2006.com, where you can find ail the
information about the sessions, roundtables and sympo-
siums that will take place during the Conference.

Previously, simultaneous Pre-Congress Workshops will be
held In different cities of Catalonia:

Reus. 26-27 September.
Métodos epidemioldgicos en la estimacion del
consumo alimentario (Spanish)

Sitges. 25-27 September.
Functional foods (English)

Figueres. 25-27 September.

Migraciéon y minorias, superando barreras culturales
(Spanish)

Barcelona. 27 September.

Satellite on Nutritional Anemia (English)

We anticipate that the Congress will be of interest to you
and we encourage you to submit abstracts for oral
communications or posters. The abstract submission form
as well as the registration and accommodation forms and
also all the information about scholarships are available
on the web site.

Important dates

31 May, 2006 - Deadline early registration

31 May, 2006 - Deadline for abstract submission

15 July, 2006 - Deadline for pre-congress workshop
registration

10 September, 2006 - Deadline for congress-

on line registration

25-27 September, 2006 - Pre-Congress workshops
28-30 September, 2006 - Congress

Further information can be obtained by contacting the
Congress Secretariat (nutrition2006 @ reunionsciencia.es)
or visiting our website at

www.nutrition2006.com
See yrOM i-n BarceiO'Hfii. N'Mtnfic-vi 2.004!

Lluis Serra-Majem, MD, PhD
Congress President

www.nutrition2006.com

Organizado por la Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria
y la Unién Internacional de Ciencias de la Nutricion

La SENC y la IUNS tienen el placer de invitarle a partici-
par en el 1 Congreso Mundial de Nutricién y Salud Puablica
y VIl de la Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria,
que se celebrard en el Centro de Convenciones Interna-
cional de Barcelona del 28 al 30 de Septiembre.

El programa cientifico del Congreso esta disponible en la
pagina web del evento, www.nutrition2006.com, donde
encontrard méas informacién acerca de las sesiones,
mesas redondas y simposios que se desarrollaran

Los dias previos al Congreso tendrédn lugar, en diferentes
ciudades catalanas y de forma simultanea, los siguientes
workshops pre-Congreso:

Reus, 26-27 Septiembre.
Métodos epidemioldgicos en la estimacion del
consumo alimentario (Espafiol)

Sitges, 25-27 Septiembre.
Functional foods (Inglés)

Figueres, 25-27 Septiembre.
Migracién y minorias, superando barreras culturales
(Esparfiol)

Barcelona, 27 Septiembre.
Satellite on Nutritional Anemia (Inglés)

Asi pues, esperamos que los contenidos del Congreso
sean de su interésy le animamos a participar activamente
enviando sus comunicaciones. Los formularios de envio
de las mismas, asi como los de inscripcién, alojamiento e
informacién sobre becas, también se encuentran
disponibles en la pagina web.

Fechas importantes

31 Mayo, 2006 - Fecha limite inscripcién econémica
31 Mayo, 2006 - Fecha limite recepcién de
comunicaciones

15 Julio, 2006 - Fecha limite de inscripcion a los
workshops pre-Congreso

10 Septiembre, 2006 - Fecha limite de inscripcién

al Congreso através de la pagina web

25-27 Septiembre, 2006 - Workshops pre-Congreso
28-30 Septiembre, 2006 - Congreso

Para mas informacién puede contactar con la Secretaria
Técnica (nutrition2006@ reunionsciencia.es) o visitar
nuestra pagina web

www.nutrition2006.com
Nos vew.os e-n Sikrae€o-wik. N-MIintio-w 2.004!
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